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INTRODUCCION

1.- Enfermedad Renal Crénica Terminal y Enfermedad Cardiovascular.

La enfermedad renal crénica (ERC) tiene una alta prevalencia y afecta a un 5-10
% de la poblacion mundial. El estudio EPIRCE, publicado en 2010 (1), situaba la
prevalencia de la ERC grado 3-5 en Espafa en alrededor del 6.8 % de la
poblacion, un 21.4% en edades superiores a 64 afos. Este aumento en los
altimos afios viene dado por el envejecimiento global de la poblacion, la mayor
prevalencia de obesidad y diabetes mellitus, que afecta actualmente a uno de
cada 7 adultos en Espafia (2). La morbilidad que conlleva la propia enfermedad
y el coste asociado, especialmente a la terapia renal sustitutiva (TRS), hacen de
la ERC un problema creciente de salud publica, aunque la prevalencia de ERC
terminal (ERCT) que precisa TRS o trasplante renal, es inferior al 0.2% de la

poblacion (2,3).

La ERC es un factor de riesgo cardiovascular (CV), tal como ya han reconocido
las diferentes guias internacionales de nefrologia y riesgo CV (KDIGO, AHA,
JNC-7, SEH-ESC...) que la consideran un factor de riesgo CV mayor o un
equivalente a lesion de o6rgano diana. A medida que progresa la propia
enfermedad renal, también aumenta el riesgo CV, y la enfermedad CV constituye
la primera causa de morbimortalidad en esta poblacion. De hecho, una
proporcién importante de pacientes con insuficiencia renal leve-moderada, no
llegaran al estadio terminal por fallecimiento previo, de causa cardiovascular en
la mayoria de ocasiones (4), hecho corroborado también en algunos estudios

europeos (5).

Los avances en el tratamiento de las enfermedades cardiovasculares (ECV) han
aumentado la expectativa de vida, pero también la prevalencia de ERC.
Actualmente entre el 30-50 % de las causas de ERC son atribuibles a
enfermedad vascular y diabetes mellitus. La nefropatia diabética y la nefropatia

vascular comparten mecanismos etiopatogénicos comunes para la enfermedad
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renal y la ECV y la progresion de ambos procesos ocurre en muchos casos de
un modo simultaneo (Figura 1). Existe una relacion inversa entre el grado de
funcion renal y riesgo de ECV. Por una parte, la disminucion del filtrado
glomerular (FG) es testigo de patologia vascular subyacente desde fases
iniciales. A su vez, en los pacientes con ERC la severidad de la patologia
cardiovascular asociada tiene una relacion directa con el ritmo de deterioro del

FG (6), problema que se agrava al iniciar TRS.

Figura 1. Estadios evolutivos paralelos de la enfermedad renal crénica y de la
enfermedad cardiovascular. Adaptada de Sarnak MJ y Levey AS (7).

Insuficiencia
IRTC Estadio cardiaca
final
IR: Filtrado » Eventos CV: 1AM, ACV
glomerular Progresion Arteriopatia
< 60 ml/min periférica
Microalbuminuria Inicio de la .
Proteinuria / enfermedad Hipertrofia del VI

/ Pacientes en riesgo \

Enfermedad
cardiovascular

El estudio mas amplio que analizo la relacion entre ERC y riesgo cardiovascular
fue un andlisis de la base de datos del Kayser Permanente del Norte de California
publicado en el afio 2004 (4), con un seguimiento medio de 2.84 afos de
1.120.295 adultos, en el que fueron excluidos los pacientes en programa de
didlisis o trasplantados renales. EIl riesgo de eventos CV y de mortalidad
ajustados por edad aument6é de forma inversa y exponencial a medida que
disminuia el FGe, desde FG inferiores a 60 mL/min/1.73 m?y especialmente, con
FG inferiores a 45 mL/min/1.73 m2. De la misma manera, el riesgo de
hospitalizacion siguio un patron similar de relacion inversa y exponencial con el

FGe. Esta asociacion fue significativa tanto en hombres como en mujeres y
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persistia tras ajustar por multiples factores de confusion sociodemograficos,

factores de riesgo cardiovascular clasicos y comorbilidades (Figura 2).

Figura 2. Tasa de mortalidad y de eventos cardiovasculares en funcion del grado
de disfuncion renal (Go AS et al) (8).
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La presencia de ERC implica también un peor prondstico en pacientes con
enfermedad vascular establecida, mientras que, la enfermedad vascular
establecida predispone a la aparicién o agravamiento de la ERC (2). Asi pues, la
relacion entre la ERC y la ECV es bidireccional, demostrando una compleja

interrelacion entre ambas que conduce a un circulo vicioso.

Esta situacion aun es mas relevante en el subgrupo de pacientes en TRS. La
patologia CV representa la principal causa de muerte en los pacientes en
hemodidlisis (cerca del 50% de todas las causas de muerte, dependiendo de las
diferentes series) (8-12) y alrededor de un 30 % de las causas de hospitalizacion
(13). Estos pacientes tienen una tasa de mortalidad CV entre 10 y 20 veces
superior a la de la poblacion general, pero en el grupo de edad de 45-54 afios la
tasa de mortalidad es alrededor de 65 veces superior en los pacientes en dialisis
respecto a la poblacion general, independientemente de su raza y sexo (14)
(Figura 3). Aunque el riesgo CV en pacientes trasplantados renales es inferior al
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de los pacientes en dialisis, éste sigue siendo superior al de la poblacion general
(15).

Figura 3. Mortalidad CV en pacientes en hemodialisis, segun edad, sexo y raza.
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En nuestra area de referencia, el Registre de Malalts Renals de Catalunya
(RMRC) confirma esta misma tendencia a lo largo de los afios (16). La
prevalencia de patologia CV en nuestra poblacién en hemodialisis se situa en el
35.7%, y suponen unos 324 casos de muertes/afio (22.7% de origen cardiaco y

14.1% de origen vascular) (Figura 4A 'y 4B).

Figura 4A. Distribucion de las causas de muerte en pacientes en TRS. RMRC,
2015.

n %
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Socials Sociales Social 116 13,2
Neoplasies Neoplasias Neoplasia 94 10,7
Miscel-lania Miscelania Miscellaneous 89 10,1
Total 882 100
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Figura 4B. Comorbilidades asociadas segun la enfermedad renal primaria.
Datos del RMRC, a 31 de Diciembre de 2015 (16).
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A pesar de que la tasa de mortalidad cardiaca y vascular ha ido disminuyendo
durante los ultimos afios (Figura 5), contintan siendo la primera causa de muerte

en esta poblacion en Catalufia, tal y cobmo se muestra en la Figura 6.

Figura 5. Mortalidad por causas cardiacas segun grupo de edad y periodo de
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Figura 6. Mortalidad segun la causa de muerte y periodo de tratamiento.
Enfermos en TRS 1986-2015. RMRC, 2015.
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2.- Caracteristicas fenotipicas de la enfermedad cardiovascular en la ERC

terminal.

La ERC se asocia con unas condiciones especiales que favorecen el desarrollo
de complicaciones CV, ya que existen cambios a nivel del sistema cardiovascular
que explicarian el peor prondstico en estos pacientes. Estos pacientes presentan
una mayor carga aterosclerotica con mayor afectacion multivaso o mas frecuente
afectacion de la arteria coronaria descendente anterior (17). Se ha postulado que
el estado urémico per se, se asociaria con una aterosclerosis acelerada (18), en
el que la técnica de dialisis posiblemente jugaria un papel contribuyente (19), lo
que explicaria el elevado riesgo CV. Ademas, los pacientes con ERC presentan
un aumento de la captacion de ¥F-fluorodesoxiglucosa en la pared arterial de
aorta y carotidas en el PET/SCAN, compatible con un estado inflamatorio
vascular aumentado, y sus monocitos presentan un fenotipo proadhesivo y una
capacidad migratoria in vitro aumentada, cambios que se relacionan
inversamente con el FGe. Esto sugiere que el estado proinflamatorio asociado
a la ERC contribuye al elevado riesgo CV en esta poblacién (20). Ademas, sus
lesiones ateroscleréticas presentan caracteristicas diferenciales, un aumento del
componente lipidico y “core necrético”, una disminucion del tapén fibroso, mayor
contenido de calcio y mayor disrupcion de la placa, lo que las hace mas
vulnerables (21). En este sentido, el score de calcificacion coronaria es superior

en esta poblacion y se asocia con una mayor morbimortalidad (21).

En la ERC existe también una arteriosclerosis, caracterizada por un remodelado
generalizado de la capa media, con un engrosamiento fibroso o fibroelastico de
las fibras elasticas y musculares con disminucion de las fibras elasticas,
engrosamiento de la media y la intima con pérdida de la integridad de las fibras
de elastina y, como consecuencia de ello, un aumento de la rigidez arterial (22).
La rigidez adrtica aumenta en un grado mucho mayor que la rigidez arterial
periférica, disipando progresivamente el gradiente de la rigidez. Esto limita y
disminuye progresivamente la reflexion parcial, y aumenta la transmision de la
oscilacion de la presion arterial a la microcirculacion periférica, favoreciendo el
dafio tisular en la microvasculatura de érganos de alto flujo y baja presion, como

el cerebro y el riidn. Asimismo, produce un aumento de la postcarga y reduce la
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perfusién coronaria, lo que favorece el desarrollo de hipertrofia ventricular
izquierda (HVI), cardiopatia isquémica e insuficiencia cardiaca (23) (Figura 7).
Diversos estudios han demostrado que la elasticidad de las grandes arterias
(compliance) esta disminuida en la uremia y que ello se asocia con una mayor
morbimortalidad CV (24). Asi, la velocidad de la onda de pulso a nivel de la aorta
o la distensibilidad de la arteria carétida (como marcadores de rigidez arterial)
son marcadores potentes e independientes de riesgo CV en pacientes con ERCT
(25).

La calcificaciébn vascular es mas frecuente en pacientes con ERC y su
prevalencia aumenta con la severidad de la enfermedad, agrava la rigidez
arterial, aumenta la presion aortica central y la presion del pulso y se asocia con
un mayor riesgo de eventos CV y mortalidad (26). Aproximadamente el 70-80%
de los pacientes presentan evidencia de calcificacion vascular al inicio de dilisis
(27). Asimismo, presentan una alteracion de la microvasculatura con rarefaccion
capilar y una disfuncién endotelial con alteracién de la vasodilatacion endotelio-
dependiente (22).

La prevalencia de HVI en los pacientes con ERC es elevada y aumenta a medida

gue disminuye la funcién renal (28,29). La prevalencia oscila entre el 25-70% en

pacientes con ERC y alcanza el 70% o mas en pacientes con ERCT.
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Figura 7. Efectos de la rigidez arterial sobre la patologia cardiovascular.
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Figura gentileza del Dr. Gerard London (Paris, Francia).

Esta HVI es predominantemente concéntrica (30) y se considera una respuesta
adaptativa a un incremento del trabajo cardiaco, clasicamente generado por un
aumento de la sobrecarga de presién y/o de volumen, aunque en la ERC también
estan implicados mecanismos no hemodindmicos. Asimismo, se ha descrito un
aumento de la fibrosis y de la matriz extracelular miocéardicas y una disminucion
de la densidad capilar a este nivel en la ERC, que constituye en su conjunto la
miocardiopatia urémica. Ademas, la HVI induce una disminucién de la reserva
coronaria, que puede verse agravada por la rarefaccion capilar y la disfuncion
endotelial presentes en la ERC. La fibrosis miocardica en la ERC conlleva un
aumento de la rigidez del ventriculo izquierdo (VI), una alteracion del llenado
diastolico del VI que puede afectar la funcién cardiaca y favorecer la disfuncién
diastolica (30). De hecho, la prevalencia de disfuncion diastolica aumenta
paralelamente al incremento de la masa del VI (29). Ademas, podria favorecer

las arritmias ventriculares y muerte subita, cuya prevalencia esta muy aumentada
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en esta poblacion (31). En un estudio reciente, la HVI y la fraccion de eyeccion
del VI, entre otros, predecian de forma independiente el riesgo de eventos CV
en pacientes con ERC (32). En estos pacientes también se ha descrito un
aumento del volumen de la auricula izquierda (30), atribuida a la disfuncién
diastolica, sobrecarga de volumen y el estado inflamatorio, el cual se ha asociado
con un aumento del riesgo de mortalidad, eventos CV y progresion de la ERC
(30, 33). Todo ello confiere un mayor riesgo CV y peor prongstico tras una

complicacion CV en la ERC (Figura 8).

Figura 8. Cambios patolégicos del sistema cardiovascular en la ERCT.
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3.- Factores de Riesgo Cardiovascular y eventos CV en la ERCT

La prevalencia de factores de riesgo “clasicos” (la hipertension arterial, la
diabetes, la dislipemia, el tabaquismo, el sedentarismo o la HVI) y de ECV es
elevada en los pacientes renales, lo que podria explicar el exceso de
morbimortalidad CV que presentan. Sin embargo, esta mayor prevalencia de
comorbilidad y de factores de riesgo CV clasicos (Framingham) en pacientes
urémicos, no explican totalmente su mayor riesgo CV (9). De hecho, los estudios
publicados, han demostrado que el score de Framingham infraestima el riesgo
CV en esta poblacion (9-12, 34). Por ello, se ha postulado que factores de riesgo
alternativos (nuevos o emergentes y/o asociados a la ERC) favorecerian el
desarrollo de aterosclerosis y arteriosclerosis en la uremia. Ademas, la
asociacion entre los factores de riesgo CV tradicionales y la incidencia de
eventos cardiovasculares en la ERC es mas compleja y aparentemente
paradodjica por el denominado fenédmeno de la epidemiologia inversa: es decir, la
asociacion directa y lineal entre los factores de riesgo clasicos (como
hipertension, hipercolesterolemia, obesidad e hiperhomocisteinemia) y riesgo CV
en la poblacion general, no existe, o0 incluso parece invertirse, en pacientes con
ERC avanzada o terminal (35). Asimismo, la prescripcion de farmacos que
reducen el riesgo CV en la poblacién general, como estatinas o inhibidores del
sistema renina-angiotensina, no han demostrado beneficio en pacientes con
ERCT (36,37).

La prevalencia de los nuevos factores de riesgo CV antes mencionados es
elevada en el paciente renal, y podrian jugar un papel importante en el desarrollo

de las complicaciones cardiovasculares (38,39).

Aunqgue los eventos ateroscleréticos oclusivos que afectan a arterias coronarias,
cerebrales o periféricas representan un porcentaje importante de los eventos CV
en la poblacién en dialisis (10,12), no es menos importante el riesgo de eventos
CV de origen no aterosclerético, asociados con la miocardiopatia urémica, la
enfermedad microvascular y la disminucion de la compliance arterial a nivel de
aorta y grandes vasos de conductancia (arteriosclerosis), debido a un

remodelado arterial patolégico y a las calcificaciones vasculares (40,41). Entre
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estos eventos destaca la elevada prevalencia de muerte subita, posiblemente
por arritmias malignas, que es la principal causa de muerte en los pacientes en
hemodialisis (42,43).

Ademas, estos pacientes han sido sistematicamente excluidos de los estudios
de intervencion que han demostrado una reduccion del riesgo CV con diferentes
aproximaciones farmacoldgicas en la poblacion general, mientras que los
ensayos clinicos aleatorizados realizados hasta la fecha en esta poblaciéon han
demostrado consistentemente un escaso o nulo beneficio en la supervivencia,
tanto con el aumento de la dosis de didlisis, como con medidas de soporte
nutricional, la reduccion de niveles de homocisteina, la normalizacion de los
niveles de hemoglobina con agentes estimuladores de la eritropoyesis, el
tratamiento de la dislipemia con estatinas o el tratamiento con inhibidores del
sistema renina-angiotensina (inhibidores de la enzima convertidora de la
angiotensina [IECAs] o antagonistas del receptor de la angiotensina [ARAZ2]).
Finalmente, el prondstico tras un evento CV es peor en los pacientes en dialisis

respecto a la poblacion general o los pacientes con ERC no en didlisis (42).

Asi pues, tanto la patologia CV, como el perfil de factores de riesgo CV difieren
sustancialmente del de la poblacién general, lo que puede explicar los resultados

desalentadores en este grupo de pacientes.

Actualmente hay en marcha estudios disefiados especificamente para valorar el
papel relativo de los diferentes factores de riesgo CV en esta poblacion, entre
ellos el proyecto NEFRONA en Espafia (44). El definir la importancia relativa de
cada factor de riesgo CV en este grupo de pacientes tiene relevancia clinica, ya
que estan muy polimedicados por sus multiples complicaciones, y deberan
priorizarse aquellos tratamientos que demuestren un beneficio sobre la

morbimortalidad CV.
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4.- Importancia de los factores de riesgo CV: clasicos, nuevos y asociados

alauremia.

4.1- Factores de riesgo CV clasicos o tradicionales.

La prevalencia de factores de riesgo CV clasicos es elevada en esta poblacion
(Figura 9). Sin embargo, a pesar de esta elevada prevalencia, el papel que
juegan estos factores, parece ser menos relevante en estos pacientes tal y como

ya se ha referido previamente y se discute a continuacion (34).

Figura 9. Factores de riesgo cardiovascular en pacientes en TRS. RMRC, 2015
(16).
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4.1.1.- Hipertension arterial (HTA).

Al inicio del TRS, el 80-90% de los pacientes en hemodidlisis y alrededor del
30% en dialisis peritoneal tienen una presion arterial (PA) >140/90 mmHg. Esta
cifra posteriormente desciende al 50-60% debido al mejor control de la volemia.
El estudio Dialysis Outcomes and Practice Patterns Study (DOPPS) refleja que
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el 77,4% de los pacientes que inician hemodialisis en Espafia tienen HTA (45).
La mayoria tienen HTA sistélica aislada y un aumento de la presion del pulso,
como consecuencia de la rigidez arterial debida a la arterioesclerosis difusa.
Ademas, la HTA nocturna con un patrén patrén circadiano “non-dipper” es
frecuente en los pacientes en didlisis, posiblemente debido a sobrehidratacion,

sindrome de apnea obstructiva del suefio y/o a una neuropatia autonémica (46).

La relacién entre el nivel de PA y la mortalidad en esta poblacion muestra una
forma de curva en “U” o “J” invertida, con un exceso de la misma tanto con las
cifras mas altas como las mas bajas (Figura 10) (47). Ademas, un descenso de
la PA durante el seguimiento en estos pacientes se asocia con un peor
pronéstico, probablemente porgue en muchos casos traduce una miocardiopatia

subyacente.

Figura 10. Relacién en curva en “U” entre PAS posthemodialisis y mortalidad
cardio/cerebrovascular, en pacientes en hemodidlisis (Zager et al. 47).
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Estos resultados se han confirmado en otros estudios. Asi Kalantar-Zadeh K et
al, en un andlisis de 40933 pacientes en hemodialisis (48) demostré que la PA

sistélica predidlisis era predictor de mortalidad total y cardiovascular, y que tras
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ajustar por la presencia de sindrome de malnutricién-inflamacion aterosclerosis

(MIA), sélo la PA mas baja se asocio con una mayor mortalidad (Figura 11).

Figura 11. Asociacion entre la PA y muerte CV en 40933 pacientes en programa
de HD cronica (Kalantar-Zadeh K et al. 48).
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Sin embargo, la relacion entre niveles de PA y mortalidad varia a lo largo del
tiempo en esta poblacién, de manera que en aquellos pacientes que sobreviven
mas de tres afos en TSR es la PAS elevada la que se asocia con mayor
mortalidad (49). Ademas, mantener el objetivo de control tensional segun las
guias KDOQ)I, se asocia paradojicamente con un aumento del 90% del riesgo de
mortalidad frente a aquellos que no lo alcanzan (50). En un analisis del estudio
DOPPS, el riesgo de mortalidad aumenta un 20% en el grupo con PAS 110-129

mmHg en comparacion con el grupo de PAS>160 mmHg, y el grupo con mejor
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supervivencia es aquel con PAS entre 130-159 mmHg (51), aunque se trata de
un estudio observacional y no de intervencion.

Asi pues, a diferencia de lo que ocurre en la poblacion general, las
recomendaciones sobre objetivos de control tensional en esta poblacion no estan
claras, debido a la falta de evidencia y a la relacion inversa o en “U” entre niveles
de PA y mortalidad (47). Hasta el momento no existe ningun estudio controlado
en pacientes en dialisis que relacione diferentes objetivos de PA a alcanzar con
la mortalidad CV o la mortalidad total. De hecho, las guias han optado por
extrapolar los objetivos de la poblacion general para tener una referencia de
actuacion clinica. Mientras la Sociedad Espafiola de Nefrologia (S.E.N) aconseja
mantener la PA mas baja que sea tolerada por el paciente, sin episodios de
hipotensién intradidlisis, las guias K/DOQI recomiendan un objetivo de PA
predialisis <140/90 mmHg e <130/90 mmHg postdidlisis, pero reconociendo que
un control méas estricto de la PA se asocia a un aumento de episodios de
hipotensién intradidlisis (52), la cual se ha asociado también con un peor

pronéstico.

Por ello, el objetivo de control de la PA en esta poblacion debe individualizarse
en funcion de la edad, comorbilidades asociadas, fragilidad, tolerancia a la sesion

de hemodialisis (estabilidad hemodinamica), etc.

4.1.2.- Diabetes Mellitus.

La diabetes mellitus (DM) es actualmente la principal causa de ERCT que precisa
TSR en el mundo occidental, con una prevalencia en Estados Unidos del 50% y

en Espafia del 21.7%.

En la DM tipo 1, la mortalidad por nefropatia diabética esta descendiendo debido
al mejor control glucémico. En cambio en la DM tipo 2, la prevalencia ascendente
y el descenso de la mortalidad CV por el mejor control de los factores de riesgo
asociados (HTA, dislipemia, tabaquismo) ha producido un aumento de los casos
de nefropatia diabética y de sus complicaciones.
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Durante los ultimos afios, la supervivencia de los pacientes diabéticos en dialisis
ha aumentado ligeramente a pesar del envejecimiento de la poblacion. Sin
embargo, la morbimortalidad sigue siendo significativamente mayor que en los
no diabéticos (42), alrededor del 20% anual y solo el 31% sobreviven a los 5
afos. Este peor prondstico se debe a la progresion de las enfermedades
coexistentes, sobre todo cardiovasculares, que representan la principal causa de
muerte (Figura 12) (53).

Figura 12. Riesgo de mortalidad por todas las causas (A) y cardiovasculares (B)
ajustada y no ajustada segun intervalos de HbA1C en 23618 pacientes
diabéticos en HD (Kalantar-Zadeh K, 53).
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La relacion entre el grado de control glicémico y la supervivencia en HD muestra
también una relacién en “U” en estudios observacionales (54). Un excesivo

control glicémico se asociaria a mas complicaciones, mayor riesgo de
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hipoglicemia y peor supervivencia, sobre todo en pacientes de mayor edad
(Figura 13).

Figura 13. Riesgo de muerte en relacion a niveles de Hb glicosilada:
Metaanalisis (Hill CJ et al.) (54).
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Otro aspecto a destacar es el mayor riesgo de hipoglicemia en esta poblacion, la
cual se ha asociado a un aumento de la morbimortalidad, lo que complica el

tratamiento y conseguir los objetivos de control glicémico (55).

Respecto a la idoneidad de la HbAlc como medida del control glicémico en esta
poblacion, existen circunstancias que limitan su precisién. Por un lado, la uremia
favorece la formacion de carbamilato de hemoglobina que interfiere en la
determinacién de HbAlc (falsamente elevada); por otro lado se pueden producir
valores falsamente mas bajos por la menor vida media de los eritrocitos y el
aumento de eritropoyesis con el tratamiento con agentes estimuladores de la
eritropoyesis. La albumina glicosilada y la fructosamina podrian ser mejores
marcadores del control glucémico que la HbAlc en pacientes en didlisis, pero no
se encuentran ampliamente disponibles y sus ventajas potenciales no se han

validado en estudios a largo plazo (56,57).
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Por todo lo anteriormente citado, las guias clinicas tampoco se ponen de acuerdo
sobre los objetivos de control glicémico en esta poblacion (KDOQI, KDIGO, ERA-
EDTA), por lo que al igual que en el capitulo anterior los objetivos de control
glicémico deberan individualizarse teniendo en cuenta la edad, comorbilidades,

fragilidad, riesgo de hipoglicemia, tipo de tratamiento hipoglucemiante, etc.

4.1.3.- Dislipemia.

La relacion entre mortalidad y grado de dislipemia en pacientes con ERCT
también es contradictoria. Existe una correlacion paraddjica o inversa entre los
niveles de colesterol total y mortalidad en pacientes en dialisis, la cual es
atribuida al efecto confusor de la malnutricion y la inflamacién sobre la mortalidad
(58,59).

En los estudios de intervencién, a pesar de reducciones significativas de los
niveles de LDL-c en el rango esperado, los estudios 4D, AURORA y SHARP en
pacientes en hemodialisis no mostraron que el tratamiento con estatinas o
estatina/ezetimibe redujeran el riesgo de eventos CV (39,60-66), aunque, en un
andlisis post hoc del estudio 4D se evidenciaron beneficios en pacientes
diabéticos y con niveles de LDL-c > 145 mg/dl (63). Ademas, diferentes
metaanalisis (67-69) tampoco han demostrado un beneficio del tratamiento con
estatinas sobre la reduccion de eventos CV ateroscléroticos o la morbimortalidad
CV en esta poblacion. (Figura 12)

Por todo lo anterior, las guias KDIGO del afio 2013 (70) recomiendan no iniciar
tratamiento con estatinas o estatina/ezetimibe en esta poblacion (Grado 2A),
pero sugieren no suspender el tratamiento en caso de que ya lo estén recibiendo

al iniciar didlisis (Grado 2C).
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Figura 14. Efecto del tratamiento con estatinas versus placebo o control sin
tratamiento sobre la mortalidad total y CV y sobre los principales eventos CV,
agrupados por estadio de la enfermedad renal crénica (Palmer SC, et al 68).
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4.1.4.- Obesidad.

En la poblacion general, un mayor indice de masa corporal (IMC) se asocia con
mayor tasa de muerte por todas las causas y por ECV. Sin embargo, en la
poblacidon de pacientes con ERCT, esta relacion no es directa, sino que existe
una relacién inversa entre el IMC y la mortalidad total o CV, lo que se ha
explicado también por el fendmeno de epidemiologia inversa: los pacientes con
ERC en didlisis presentan un estado proinflamatorio y de malnutricion asociado
a un proceso de ateroesclerosis acelerada (sindrome MIA) (Figura 15) (71). Este
proceso condiciona una malnutricion progresiva con un IMC bajo, el cual es un

potente predictor de mortalidad, especialmente a corto plazo.

Figura 15. Fendmeno de epidemiologia inversa de la obesidad en pacientes en
hemodialisis en comparacién con la poblacion general (71).
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Sin embargo, otros estudios que han analizado la relacion entre grasa visceral y
morbimortalidad CV si han observado una relacién directa con eventos, como en
la poblacion general, lo que complica la interpretacion de los resultados
anteriores, y sugiriendo que la obesidad central si es un factor de mal prondstico

en esta poblacioén, especialmente a medio-largo plazo (72-74).
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4.1.5.- Tabaquismo.

El consumo de tabaco es la causa mas comun de mortalidad CV evitable en todo
el mundo. Los efectos nocivos inmediatos de fumar estan relacionados con la
activacion del sistema nervioso simpatico, lo que aumenta el consumo
miocardico de oxigeno a través de un aumento en la presion arterial, la
frecuencia cardiaca y la contractilidad miocérdica. Ademas, fumar induce un
progresivo incremento de la rigidez arterial y es un factor de riesgo mayor de
enfermedad CV y de cardiopatia isquémica, enfermedad cerebrovascular y

enfermedad cardiovascular aterosclerética total (75).

En pacientes con ERC avanzada, fumar es también un factor de riesgo CV y se
asocia con un mayor riesgo de desarrollo de infarto agudo de miocardio (IAM),
vasculopatia periférica, insuficiencia cardiaca y mortalidad. Sin embargo, a
diferencia de la poblacion general, hay pocos estudios que demuestren los
beneficios del cese tabaquico sobre el riesgo CV en pacientes en didlisis. En un
analisis post-hoc del estudio HEMO, se observé una mayor mortalidad total y
una tendencia no significativa a un mayor riesgo CV en fumadores activos
respecto a los no fumadores (Figura 16) (76). A pesar de ello, el abandono del

tabaco deberia de ser un objetivo terapéutico.

Figura 16. Riesgo ajustado de mortalidad para todas las causas, CV y mortalidad
relacionada con la infeccion segun el estado basal de tabaquismo (76).
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4.2.- Factores de riesgo CV relacionados con la uremia y factores

emergentes o nuevos.

Existen factores de riesgo no tradicionales y alteraciones metabdlicas
observadas en el entorno urémico que pueden contribuir al riesgo excesivo de
ECV en esta poblacion (Figura 17). La inflamacién, la disfuncion endotelial, la
hiperactividad simpatica; los nuevos marcadores, como la lipoproteina (a), o la
hiperhomocisteinemia; la malnutricion proteico-energética (PEW o desgaste
energético-proteico) o el estrés oxidativo, son altamente prevalentes en estos
pacientes y parecen jugar un papel mucho méas importante en el desarrollo de la
enfermedad vascular que en la poblacion general (77). Ademas, a estos nuevos
factores se le suman las complicaciones propias de la ERCT, como las
alteraciones del metabolismo d&seo-mineral, la hipervolemia, la acidosis
metabdlica, la anemia o la acumulacién de toxinas urémicas, etc, que también

podrian contribuir a la elevada morbimortalidad CV (78-81).

Figura 17. Factores de riesgo cardiovascular tradicionales, emergentes y
asociados a la uremia (Stenvinkel P et al., 18).
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Los pacientes urémicos presentan un estado inflamatorio cronico de origen
multifactorial, que se ha implicado en multiples complicaciones de la IRC, entre
ellas la enfermedad CV aterosclerotica, la disfuncion endotelial, la malnutricion,
la anemia o la propia mortalidad. El estado inflamatorio parece estar implicado
de forma estrecha con el elevado riesgo CV en esta poblacién y en los ultimos
afos se estan disefiando estrategias dirigidas a su tratamiento con el fin de
reducir sus complicaciones (22,78,81). Asi, niveles circulantes elevados de
marcadores inflamatorios, como IL-6 (82), IL-18 (83), fibrinbgeno (84),
mieloperoxidasa (85) o proteina C reactiva (PCR) (86) se han asociado
consistentemente con la morbilidad y mortalidad cardiovascular en la ERC. Sin
embargo, la relacion entre estos mediadores inflamatorios y el prondéstico CV en
la ERC, no implica causalidad, por lo que se requieren mas estudios que
demuestren este papel causal y que un tratamiento especifico para reducir la
inflamacion reduzca el riesgo CV en esta poblacién, como por ejemplo ha
demostrado el estudio CANTOS con canakinumab en pacientes no renales de

alto riesgo CV y niveles elevados de PCR (87).

La hiperhomocisteinemia es otro factor de riesgo CV emergente en la poblacién
general y es muy prevalente en la poblacion en didlisis. Aunque existen multiples
mecanismos plausibles por los cuales este aminoacido sulfurado puede
promover la disfuncion endotelial y la enfermedad vascular, los estudios clinicos
que relacionan la homocisteina plasmatica total con la ECV en los pacientes en
hemodialisis han mostrado resultados contradictorios (88,89). De hecho,
estudios recientes muestran que los niveles bajos de homocisteina estan
paradéjicamente asociados con un peor pronostico, lo que también se ha
atribuido al fendmeno de la epidemiologia reversa. Ademas, los tratamientos que
reducen la hiperhomocisteinemia en esta poblacion no han demostrado reducir

el riesgo CV en la misma (90).

Los niveles plasmaticos de dimetilarginina simétrica (ADMA), un inhibidor
endogeno de la sintesis de 6xido nitrico, estan aumentados en pacientes con
insuficiencia renal y los niveles elevados de ADMA (91,92,93) son predictores de
eventos CV en esta poblacion. Ademas, se ha descrito su efecto sinérgico

negativo con otros FRCV.
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Existe una evidencia creciente de que los pacientes con ERC presentan un
estrés oxidativo (OS) aumentado, incluso en etapas tempranas, que se agrava
en estadios mas avanzados de la ERC y es méas severo en los pacientes con
ERCT que precisan dialisis (94). El estrés oxidativo junto con la inflamacion son
elementos clave en el desarrollo y la progresion de disfuncion endotelial, la
calcificacion vascular, y mortalidad total y CV en esta poblacion. Aunque los
estudios que han analizado los efectos de diferentes tratamientos antioxidantes
sobre la morbimortalidad CV son pequefios e impiden sacar conclusiones
definitivas, un reciente metaanalisis parece demostrar un efecto beneficioso del

tratamiento antioxidante en esta poblacion (94,95).

También los marcadores cardiacos se han asociado a un peor prondéstico en esta
poblacién. Asi, los niveles elevados de troponina-l, un marcador de dafio
miocardico, es un predictor de mortalidad CV y total en pacientes urémicos
(88,96,97). Otro marcador de riesgo que ha despertado el interés entre los
nefr6logos como predictor de eventos cardiovasculares en la ERC es el
biomarcador cardiaco dependiente del volumen (pro-péptido natriurético cerebral
N-terminal o NT-proBNP) y que también se ha asociado con un peor pronostico
CV (98). Ello tiene sentido pues serian marcadores de la severidad de la

miocardiopatia urémica antes mencionada.

Las alteraciones del metabolismo  &seo-mineral (hiperfosforemia,
hiperparatiroidismo, déficit de vitamina D, niveles bajos de o-klotho soluble y
aumento de FGF-23), se han asociado a mayor rigidez arterial y el grado de
calcificacion vascular (99,100) Otras proteinas implicadas también en la
calcificacion vascular, como la osteoprotegerina, la fetuina-A, o la esclerostina,
también se han asociado con una mayor mortalidad en estos pacientes
(101,102). De hecho, se esta implicando de forma creciente las alteraciones
“clasicas” y nuevas del metabolismo 6seo-mineral asociado a la ERC con la
morbimortalidad total y CV (103-105).

El remodelado vascular urémico y la calcificacién vascular, agravados por las
alteraciones del metabolismo O6seo-mineral anteriormente descritas, son
altamente prevalentes en esta poblacion y tienen implicaciones prondsticas. El

analisis del estado vascular y de calcificacién carotidea, ha mostrado valor

43



COLLADO S

predictivo, tanto en la poblacion general como en hemodidlisis, con algunas

caracteristicas diferenciales (22,106-108).

En la ERCT se ha descrito una dislipemia aterogénica, caracterizada por
alteraciones cuantitativas y cualitativas. El patron lipidico se caracteriza por unos
valores de colesterol ligado a lipoproteinas de alta densidad (HDL-c) bajos y de
triglicéridos elevados, mientras que el colesterol total y el colesterol ligado a
lipoproteinas de baja densidad (LDL-c) muestran valores normales o ligeramente
elevados. Ademas, las concentraciones de particulas de LDL pequefias y
densas, que son mas aterogénicas, también estdn aumentados. Asimismo, los
valores de LDL-oxidada y de lipoproteinas de densidad intermedia (IDL), que son
altamente aterogénicas, estan aumentados en la ERC. Ademas, las particulas
de HDL-c muestran cambios en su composicion y son disfuncionantes, y existen
modificaciones postranslacionales de las particulas de LDL-c (como la oxidacién
o la carbamilacion) que favorecen su aterogenicidad (109).

La Lp(a) tiene un efecto proaterogénico muy marcado, sus niveles estan
aumentados en los pacientes en dialisis y sus niveles elevados predicen el
desarrollo de enfermedad ateromatosa carotidea y eventos vasculares en
pacientes en dialisis. Sin embargo, su determinacién no esta generalizada, lo
que puede atribuirse a que el tratamiento actual (estatinas o ezetimiba) no
reducia sus niveles, hasta la aparicion de los IPCSK9. Es verosimil que la
acumulacion de Lp(a) y LDL pequefias y densas que son proaterogénicas
contribuyan al estrés oxidativo y la inflamacion en la ERC y tengan un papel
significativo en la aterogénesis de estos pacientes independientemente de los
niveles de colesterol total o LDL (110-112).

También recientemente se han descrito cambios en la diversidad y composicién
de la microflora intestinal, sobrecrecimiento bacteriano en intestino delgado,
duodeno y yeyuno en la ERC. Las proteinas que alcanzan el colon son
degradadas por la microflora intestinal produciendo, aminas, tioles, fenoles e
indoles. Estos productos de la fermentacién en colon son absorbidos pasan al
torrente circulatorio y son eliminados por el rifidn, por lo que se acumulan en la

ERC. Los indoles y fenoles son toxinas urémicas ligadas a proteinas, que se
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eliminan principalmente por secrecion tubular y son pobremente eliminadas
mediante la didlisis. Entre las toxinas urémicas derivadas de la microflora
intestinal en la ERC estan: el indoxil sulfato, p-cresol, o trimetilamina N-6xido
(TMAO), que se han asociado a disfuncion endotelial, efectos deletéreos sobre
la fibra muscular lisa vascular, miocardiocitos, o células tubulares renales entre
otras, asi como con calcificacion y rigidez arterial, enfermedad CV o progresion
de la enfermedad renal (113,114).

Esta revision no pretende ser exhaustiva, sino contextualizar el problema a tratar
en la presente tesis doctoral. El papel de los numerosos marcadores de riesgo
CV ha sido el tema de extensas revisiones, tanto en la literatura no renal como
renal, pero aqui hemos optado por limitar esta revision a aquellos factores de
riesgo que parecen especialmente relevantes y de utilidad clinica en pacientes
con ERCT.

Dado el gran nimero de biomarcadores tradicionales, emergentes y especificos
de la uremia que se han asociado con un mayor riesgo CV y de mortalidad en la
ERC, es clave definir la importancia relativa de cada uno de estos factores de
riesgo en esta poblacién, pues se trata de pacientes muy polimedicados por sus
multiples complicaciones, por lo que debe priorizarse el tratamiento de aquellos
factores con mayor importancia relativa en su riesgo cardiovascular y su

supervivencia y asegurar el cumplimiento terapéutico.
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Il. HIPOTESIS
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HIPOTESIS DE TRABAJO

La elevada prevalencia de los factores de riesgo CV clasicos (Framingham) o de
enfermedad CV en los pacientes en hemodidlisis no explican por si solos su
elevado riesgo CV, por lo que se ha postulado que nuevos factores de riesgo CV
(como el estrés oxidativo, la inflamacion, o los niveles elevados de
lipoproteina(a), ADMA, homocisteina, o troponina, entre otros) y/o factores
propios de la ERC (la anemia, la sobrecarga de volumen, las alteraciones del
metabolismo 0Oseo-mineral, o la malnutricion, etc) podrian contribuir a

incrementar este riesgo CV.

Ademas, se ha descrito una relacioén inversa y contraintuitiva entre los FRCV
clasicos y la morbimortalidad CV en esta poblacion (epidemiologia reversa),
mientras que farmacos que han demostrado reducir el riesgo CV en la poblacién
general (p.e. inhibidores del sistema renina-angiotensina o estatinas) no han
demostrado beneficio en estos pacientes. Actualmente se considera que los
FRCV clasicos, nuevos y propios de la uremia son altamente prevalentes en esta
poblacién y tienen un efecto sinérgico, lo que explica su mayor riesgo CV. Ello
condiciona una elevada tasa de ingresos hospitalarios, una menor supervivencia
y una disminucién de la calidad de vida en este grupo de pacientes. Es pues
esencial caracterizar aquellos FRCV mas relevantes en esta poblacion para
identificar qué tratamientos pueden reducir su riesgo y buscar nuevas dianas

terapéuticas que reduzcan la elevada morbimortalidad CV en esta poblacion.
Esta preocupacion creciente sobre el tema justifica plenamente la investigacion

de las causas implicadas en el desarrollo y progresion de la enfermedad CV en

la uremia, que es el motivo de la presente tesis doctoral.
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ll. OBJETIVOS
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OBJETIVOS

Los objetivos principales de la presente tesis han sido:

1. Analizar la prevalencia de enfermedad CV y de los factores de riesgo
cardiovascular clasicos (Framingham) y nuevos en una poblacion de
pacientes prevalentes en hemodialisis.

2. Analizar los factores de riesgo asociados con enfermedad CV prevalente
en esta poblacion

3. Analizar el valor pronéstico de la aterosclerosis carotidea sobre la
morbimortalidad CV en una poblacién prevalente de pacientes con ERC
terminal en programa de hemodialisis.

4. Analizar el valor pronostico de marcadores del metabolismo éseo-mineral
no habituales (osteoprotegerina o fetuina) sobre la mortalidad total o la

morbimortalidad CV en la poblacién de estudio.

Objetivos Secundarios:

1. Analizar los factores de riesgo asociados con la mortalidad total y
morbimortalidad CV durante el seguimiento en una poblacion de
pacientes prevalentes en HD.

2. Analizar la prevalencia de enfermedad cardiovascular subclinica,
evaluada mediante doppler carotideo, en una poblacion de pacientes
prevalentes en HD y determinar las caracteristicas de la aterosclerosis

carotidea y los factores de riesgo asociados a la misma.
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IV. MATERIAL Y METODOS
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METODOLOGIA

Disefio del estudio

Se trata de un estudio multicéntrico, transversal y prospectivo de caracter
observacional durante un periodo de seguimiento de hasta 6 afios, en el que se
han incluido 265 pacientes adultos de ambos sexos y con una edad superior a
18 afios, prevalentes con ERC terminal en programa de hemodialisis cronica
durante al menos 6 meses, clinicamente estables y sin evidencia de insuficiencia
cardiaca en el momento de su inclusion. La insuficiencia cardiaca se definio
como disnea ademas de dos de las siguientes condiciones: aumento de la
presidn venosa yugular, crepitantes bibasales, hipertension venosa pulmonar o
edema intersticial que requieriera ingreso o ultrafiltracion extra; y/o una fracciéon

de eyeccidn < 35 %), No se establecieron otros criterios de exclusién especificos.

Se reclutaron pacientes del Hospital Clinic (HCP) y de 4 centros de hemodialisis
satélites: Fresenius CETIRSA Barcelona, Diaverum Instituto Hemodilisis
Barcelona, Centro de Didlisis Verdum (HCP) y Diaverum Centre de Dialisi
Bonanova de Barcelona.

Variables analizadas

Se recogieron las caracteristicas demograficas de la poblacion (edad, sexo,
tiempo en dialisis, antecedentes de trasplante renal previo), enfermedad renal
primaria, datos antropométricos del paciente (peso seco [kg], talla [m], indice de
masa corporal [Kg/m?]), el indice de comorbilidad de Charlson (ICC), la presencia
de enfermedad CV de origen cardiaco, definida por la existencia de cardiopatia
isquémica, enfermedad valvular, insuficiencia cardiaca o arritmia, la presencia
de enfermedad CV de origen no cardiaco: cerebral (ictus o accidente isquémico
transitorio) o periférica (vasculopatia periférica de extremidades inferiores,
amputacion por isquemia, isquemia intestinal, etc); la presencia de diabetes,
historia de HTA, dislipemia, o tabaquismo; caracteristicas de la hemodialisis
(hospitalaria o ambulatoria, tipo de membranas de didlisis (celulésicas o

57



COLLADO S

sintéticas), tipo de acceso vascular, dosis de dialisis —Kt/V- y calcio en el bafio

de dialisis).

Asimismo, se analizaron los siguientes marcadores de riesgo CV: fibrinégeno,
albumina (marcador nutricional), colesterol total, HDL-c y LDL-c, triglicéridos,
lipoproteina(a), homocisteina, proteina C reactiva (PCR) e interleukinas 6,10 y
18, dimetil-arginina asimétrica (ADMA), malondialdehido (MDA), productos
avanzados de oxidacion proteica (AOPP), adiponectina, osteoprotegerina
(OPG), fetuina-A; y factores propios de la uremia (BUN, creatinina, calcio,
fésforo, producto CaxP, PTHi) y niveles de hemoglobina y ferritina. Como
marcadores cardiacos, se midieron niveles de troponina-l y péptido natriurético
cerebral (BNP).

También se recogieron medicaciones concomitantes, con especial atencion a
medicacion  hipotensora,  hipolipemiante,  antiagregante/anticoagulante,
guelantes del fésforo, metabolitos de la vitamina D, dosis diaria de calcio oral,
agentes estimuladores de la eritropoyesis o dosis de hierro endovenosa

mensual.

De forma prospectiva y con revision anual, se recogio la mortalidad total y CV e
incidencia de eventos CV durante el periodo de seguimiento de hasta seis afios

de todos los pacientes incluidos.

En el momento de la inclusion, todos los pacientes estaban realizando
hemodidlisis convencional, entre 3.5 y 4.5 horas/tres veces por semana, con
dializadores con membranas de diacetato de celulosa o de polisulfona. Se utilizé
heparina de bajo peso molecular como anticoagulante estandar y la prescripcion
de dialisis tenia como objetivo un Kt/V =21.3.

Métodos

La medicion de la presion arterial se realizo antes y después de cada una de las
tres sesiones de hemodialisis de la semana de evaluacién, después de 10

minutos en reposo en decubito supino. Las extracciones de sangre se realizaron
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antes de la segunda o tercera sesion de hemodialisis de la semana tras 20-30
minutos en reposo en decubito supino. Las determinaciones analiticas propias
del control clinico de estos pacientes, juntamente con la dosis de HD (Kt/V) se

realizaron como parte del seguimiento rutinario.

A un subgrupo de 184 pacientes no seleccionados se les realizd asimismo un
ecocardiograma, que midié los tamafos telediastélico y telesistolico de los
ventriculos para calcular la fraccion de eyeccion, el grosor parietal para calcular
la masa ventricular izquierda, segun el método de la Penn Convention,
normalizada por la superficie corporal. Para calcular la funcion diastélica se
midieron los parametros de flujo transmitral y de venas pulmonares. Se realiz6
doppler tisular a nivel del anillo mitral. También se valoraron las disfunciones y

las calcificaciones de las véalvulas y los anillos valvulares.

A un subgrupo de 110 pacientes se les realiz6 una ecografia doppler de troncos
supraadrticos mediante modelo doppler color con software para medir el grosor
intima-media carotideo (GIM). Se utilizé un transductor lineal de alta resolucion
con 7,5 MHz de frecuencia y 0,1 mm de resolucion de imagen en tiempo real y
3,75 MHz para el Doppler. Los sujetos se colocaron en posicién supina con la
cabeza girada a 45°, contralateral a la carétida examinada. Se valoraron tres
segmentos: la arteria carétida comun a 1 cm proximal del bulbo de la caroétida, la
bifurcaciéon de la carétida (1-2 cm) y el origen de la carétida interna (1 cm distal
a la bifurcacion) de forma bilateral. El GIM de la carétida se midié a 1 cm de la
bifurcacién previa, se explord en una seccién longitudinal en la pared del fondo,
y se obtuvieron 4 mediciones a intervalos regulares. Se calcul6 el promedio de 8
mediciones, derecha e izquierda, considerando como valor normal un GIM <0,9
mm, de acuerdo con los criterios de la Guia Europea de Hipertension de la ESC-
ESH de 2007 (115). Se definié la presencia de placa como la imagen de invasion
de la luz arterial de al menos 0,5 mm o >50% del grosor carotideo intima-media
circundante o la demostracion de un engrosamiento > 1,5 mm medidos desde la
interfaz media-adventicia a la interfaz de la intima-luz. Para la evaluacion de la
placa, se valoré la seccion longitudinal y transversal en modo B, se analizaron
mediante doppler color la descripcion de la ubicacion, nimero y estructura,

caracteristicas ecogréficas de la misma, incluyendo la calcificacion (116). Con
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ello se clasificaron en 4 grados de severidad: 1) IMT <0,9 mm, 2) IMT> 0,9 mm,

3) placa carotidea con estenosis <50% y 4) placa con estenosis > 50%.

La homocisteina se determind por inmunoensayo, utilizando un kit comercial
(Abott); la proteina C reactiva por nefelometria (BNIl Siemens Espafia,
Barcelona); la lipoproteina(a) se determiné por inmunoturbidimetria; los niveles
de Troponina-l, BNP y PTHi se midieron por electroquimioluminiscencia
(analizador Advia Centaur Siemens, Tarrytown, USA); los niveles de
osteoprotegerina se midieron mediante ELISA (Biomedica
MedizinprodukteGmbH, Vienna, Austria), la fetuina-A mediante ELISA (Epitope
Diagnostics, San Diego, California, USA), la dimetilarginina asimétrica (ADMA)
por HPLC, los productos avanzados de oxidacion proteica (AOPP) mediante el
meétodo fotométrico de Cloramina T, malondialdehido (MDA) por HPLC medido
a traves de los productos de reaccion de acido tiobarbitarico, IL-6 e IL-10 por
inmunoensayo enzimatico (Diasource, Louvain-la-Neuve, Belgium), IL-18
mediante MBL (Nagoya, Japan) y adiponectina por radioinmunoensayo (Millipore
Corp. Billerica, MA, USA).

Se recogid periddicamente la mortalidad total y de causa CV, asi como la
morbilidad CV durante el seguimiento. Los eventos CV y la mortalidad han sido
revisados y adjudicados por cuatro médicos del grupo tras revisar cada evento.
En caso de muerte sucedida fuera del hospital, se solicité informacion a

familiares para aclarar las circunstancias del 6bito en lo posible.
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Analisis estadistico

El analisis estadistico se ha realizado mediante el programa estadistico
SPSS.22.0 (Statistical Package for the Social Sciences, version 22.0, SPSS Inc).

Se evalud la normalidad de las variables continuas mediante el test de
Kolmogorov-Smirnov. Los resultados se han presentado como media *
desviacion estandar para las variables de distribucion continua; como medianay
rango intercuartil para las variables con distribucidon no normal y como numero y

porcentaje para las variables categoricas.

Para los andlisis comparativos se utilizo el test de la T de Student para datos no
apareados para variables cuantitativas continuas para muestras con 2 categorias
y ANOVA para 3 0 mas categorias y el test de y? para variables categoéricas. Si
las variables cuantitativas no mostraban una distribucion normal, los datos se
analizaron mediante la U de Mann-Whitney o el test de Kruskall-Wallis en funcion
de si existian 2 0 més categorias.

Para el estudio de asociacion entre variables se utilizé el coeficiente de
correlacion lineal de Pearson para variables con distribucion normal y para las

no paramétricas el coeficiente de correlacion de Spearman.

El andlisis de supervivencia se realizé mediante el método de Kaplan-Meier y la
relacion entre la mortalidad total y eventos CV (fatales y no fatales) con otras
variables mediante el andlisis de regresion de Cox. En los pacientes que
presentaron varios eventos, el analisis se ha restringido al primer evento. Se
seleccionaron para los analisis multivariante aquellas variables con una p < 0,05
en el analisis bivariado o bien aquellas que se derivaron del criterio clinico. Los
resultados se expresaron mediante hazard ratio (HR) con su correspondiente
intervalo de confianza del 95% (IC 95%). Se consideré significativa una p< 0.05,
censurando a pacientes trasplantados, fallecidos o con pérdida de seguimiento

durante la fase prospectiva.
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Aspectos éticos

Uno de los objetivos fundamentales de nuestro trabajo diario es elevar la calidad
de la asistencia médica, disminuyendo la morbimortalidad y prolongando la
calidad y expectativa de vida de los pacientes en hemodidlisis. Decidimos
emprender esta investigacion con el propdsito de describir los factores de riesgo
CV vy su influencia sobre eventos CV, conociendo que estas alteraciones
constituyen un potente factor independiente de morbimortalidad CV en nuestra
poblacion. Este estudio estd basado en otras investigaciones internacionales de
gran prestigio por sus resultados.

Los estudios se han realizado de acuerdo con lo establecido en la Declaracion
de Helsinki (Edimburgo 2000, acorde al inicio del estudio en 2003), sobre las
investigaciones con seres humanos vy fines terapéuticos y el bienestar de la
persona que participa en la investigacion como primacia sobre todos los demas
intereses. Asi como el cumplimiento de la Ley Organica de Proteccion de Datos
(15/1999) que tiene por objeto garantizar y proteger, en lo que concierne al
tratamiento de los datos personales, las libertades publicas y los derechos
fundamentales de las personas fisicas, y especialmente de su honor e intimidad

personal y familiar de todos los pacientes que participaron en el estudio.

El protocolo de investigacion fue sometido a la consideracion y aprobado por el

Comité Etico de Investigacion Clinica del Hospital Clinic de Barcelona (Anexo 1).

Una vez identificados los pacientes potenciales para este estudio se solicitd su
consentimiento informado por escrito para su participacion en el mismo, previa
entrega de la informacién detallada de las caracteristicas del estudio; sus

deberes, derechos y el beneficio potencial que les aportaria la investigacion.
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V. PLAN DE TRABAJO REALIZADO
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PLAN DE TRABAJO REALIZADO

Todas las partes del proyecto han sido realizadas por la doctoranda, a excepcion
de las técnicas de laboratorio que se realizaron en el laboratorio del Hospital
Clinic, asi como las pruebas de imagen (ecografia carotidea o ecocardiogramas)
realizadas por el centro de radiodiagnostico y servicio de Cardiologia,

respectivamente.

1.- Inclusién de pacientes en el estudio, con la colaboracion del Dr. Aleix
Cases/Dra. Elisabeth Coll. La doctoranda se ha encargado de incluir a los
pacientes en el estudio, gestionando el correcto procesamiento del
consentimiento informado y del cuaderno de recogida de datos demogréaficos y

clinicos.

2.- Recogida de todas las muestras analiticas para medicion de los diferentes
factores/marcadores de riesgo cardiovascular. La doctoranda también se ha
encargado de gestionar la correcta recogida de las muestras y la creaciéon y

mantenimiento de la seroteca.

3.- Medicion del indice tobillo-brazo para valorar la presencia de enfermedad

vascular periférica subclinica.

4.- Creacion de la base de datos e introduccion de los resultados en la misma y
colaboracion en el andlisis estadistico, que se analiz6 conjuntamente con el

director del proyecto y otros colaboradores.

5.- Memoria y redaccion del proyecto final de tesis. Finalmente la doctoranda
también ha escrito el proyecto inicial de memoria, los informes parciales, asi
como la redaccion y publicacion de los correspondientes articulos, para la lectura

final del proyecto de tesis.
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Partes del proyecto que se han delegado en colaboradores o terceras

personas:

I.- Asesoramiento en la inclusion de pacientes:

- Dra. Elisabeth Coll. Actualmente en el Servicio de Nefrologia,
Fundaci6 Puigvert, Barcelona.

- Dr. Aleix Cases. Servicio de Nefrologia, Hospital Clinic y CD Verdum.

- Dra. Mercedes Pons. CETIRSA Barcelona, Fresenius Medical Care,
Barcelona.

- Dr. Josep Maria Cruzado. Institut Hemodialisi Barcelona, Diaverum,
Barcelona.

- Dr. Bernat de la Torre. CD Palau, Diaverum, Barcelona.

Il.- Soporte en la recogida de datos y andlisis de resultados:
- Dra. Elisabeth Coll. Servicio de Nefrologia, Fundacié Puigvert,
Barcelona.
- Dr. Aleix Cases. Servicio de Nefrologia, Hospital Clinic y CD Verdum.
- Dr. Julio Pascual. Jefe del Servicio de Nefrologia, Hospital del Mar,

Barcelona.

lll.- Soporte y colaboracién en las determinaciones analiticas y determinacion de
marcadores de riesgo cardiovascular (OPG, Fetuina, Lp(a), albimina, IL-6, IL-
10, IL-18, homocisteina, ADMA...)

- Dr. Ramén Deulofeu CDB, Hospital Clinic.

IV.- Soporte en exploraciones complementarias y su andlisis:

- Dr. Carlos Nicolau. CDI, Hospital Clinic, Barcelona (ecografia Doppler
carotidea).

- Dr. Manel Azqueta. Servicio de Cardiologia, Hospital Clinic, Barcelona.

(ecocardiogramas)

V.- Soporte en el andlisis estadistico:
- Sergi Mojal y Xavi Duran, Departamento de Estadistica, Instituto Mar de

Investigaciones Médicas, Barcelona.

66



COLLADO S
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QUE

CONSTITUYEN LA PRESENTE TESIS
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VII. RESULTADOS PENDIENTES DE PUBLICACION
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RESULTADOS PENDIENTES DE PUBLICACION

Estudio prospectivo

Durante los 6 afios de seguimiento, 85 pacientes (32.1%) fueron trasplantados y

fallecieron 90 (34%) (Tabla 1). De éstos, 40 casos (44.4%) fueron por eventos

CV; continuaban vivos 71 (26.8%) y hubo una pérdida de seguimiento o traslado

de centro en 19 pacientes (7.2%). La muerte subita cardiaca, fue la principal

causa de muerte CV en nuestra serie, asi como en muchos registros y estudios

previos (42).

Tabla 1. Causas de muerte cardiovascular en nuestra poblacion.

Etiologia muerte CV (40) Frecuencia | Porcentaje
Enfermedad Cardiaca 27 67.5%
Muerte subita 14 35%
Infarto agudo de miocardio 10 25%
Arritmia 1 2.5%
Enfermedad vascular no cardiaca 13 32.5%
Isqguemia mesentérica 5 12.5%
Enfermedad vascular periférica 4 10%
Accidente vascular cerebral 4 10%

A lo largo del seguimiento, se registraron 97 eventos cardiovasculares, 61 de

causa cardiaca y 36 de causa vascular no cardiaca (Tabla 2).
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Tabla 2. Eventos cardiovasculares registrados durante el seguimiento.

Evento CV (n=97) Frecuencia | Porcentaje
Enfermedad cardiaca 61 62.8%
Infarto agudo de miocardio 17 17.7%
Muerte subita 14 14.8%
Insuficiencia cardiaca 12 12.5%
Arritmia 10 10.4%
Angina inestable 8 8,3%
Enfermedad vascular no cardiaca 36 37.1%
Enfermedad vascular periférica 18 18.8%
Accidente vascular cerebral 8 8,3%
Accidente isquémico transitorio 5 5.2%
Isquemia mesentérica 5 5.2%

En el andlisis de supervivencia de Kaplan-Meier, la presencia de ECV prevalente
y de los nuevos eventos CV se asociaron con la mortalidad total (p=0.001 y
p<0.001 respectivamente) y la mortalidad CV (p=0.049 y p<0.001,
respectivamente) (Figura 18).
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Figura 18. Analisis de supervivencia a 6 afios para mortalidad total y CV segun
la presencia de enfermedad CV prevalente o incidente.
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En el andlisis de regresion de Cox univariado (Tabla 3), la mortalidad total mostré
asociacion con los antecedentes de ECV previa (sobre todo a expensas de
cardiopatia isquémica, insuficiencia cardiaca, HVI, arritmia y enfermedad
vascular) y patologia CV incidente; asi como con el indice de comorbilidad de
Charlson, tabaquismo, diabetes, niveles de glucosa, PCR, BNP, troponina-I,
osteoprotegerina, IL-18, y tratamiento con IECAs y antiagregantes; y
negativamente con PAD, ganancia de peso interdialisis, fraccion de eyeccion del

VI, niveles de albumina, creatinina y fésforo.
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Tabla 3. Analisis de regresion de Cox univariado de variables asociadas a la

mortalidad total.

Variable HR IC 95% P-Value
Edad 1.05 | 1.033-1.069 | <0.001
ECV previa 1.824 | 1.194-2.787 0.005
ECV incidente 2.294 | 1.501-3.507 | <0.001
Hipertrofia ventricular izda 1.717 | 1.111-2.653 0.015
Enfermedad coronaria 1.925 | 1.237-2.995 0.004
Arritmia 1.790 | 1.129-2.840 0.013
Enfermedad vascular 2.934 |1.933-4.454 | <0.001
Insuficiencia Cardiaca 1.712 | 1.095-2.676 0.018
Diabetes 1.565 | 1.016-2.410 0.042
Tabaquismo 1.713 | 1.132-2.593 0.011
indice de comorbilidad de Charlson | 1.30 | 1.208-1.419 | <0.001
GIM 18.830 | 4.605-77.0 <0.001
Troponina-| 12.257 | 3.929-38.23 | <0.001
BNP 1.00 | 1.000-1.001 | <0.001
Tratamiento antiagregante 1.606 | 1.037-2.489 0.034
PCR 1.172 | 1.102-1.247 <0.001
IL-18 1.00 1.00-1.001 0.007
Glucosa 1.005 | 1.001-1.009 0.008
Osteoprotegerina 1.084 | 1.041-1.128 | <0.001
AlbUmina 0.869 | 0.834-0.905 | <0.001
Fosforo 0.857 | 0.747-0.984 0.028
Creatinina 0.790 | 0.712-0.876 | <0.001
TX previo 0.493 | 0.283-0.858 0.012
Tto IECAS/ARA2 0.457 | 0.229-0.911 0.026
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Ganancia peso interHD 0.752 | 0.58-0.975 0.032
PAD 0.977 | 0.96-0.994 0.008
FE del ventriculo izdo 0.967 | 0.948-0.987 0.001

En el analisis de regresion de Cox multivariado se evidencié una asociacion
independiente entre mortalidad y la presencia de ECV previa, la gravedad de la
comorbilidad asociada (indice de Charlson >7 puntos, y la malnutricion-
inflamacion evaluada con marcadores clasicos, como la albumina < 40 g/l, o la
PCR, y otros marcadores emergentes, como la troponina-I, niveles de OPG o IL-
18 (Tabla 4).

Tabla 4. Andlisis de regresion de Cox multivariado de variables asociadas a
mortalidad total.

Variable HR IC 95% P-Value
indice comorbilidad Charlson >7 puntos | 4.57 1.586-13.2 0.005
Troponina-| 4.93 1.239-19.636 0.024
Albumina <40 g/l 4.85 2.322-10.146 <0.001
Enfermedad vascular 2.08 1.113-3.901 0.022
PCR 1.14 1.014-1.289 0.029
Osteoprotegerina 1.07 1.019-1.125 0.006
IL-18 1.0 1.0-1.001 0.011
Fosforo 1.17 0.978-1.419 0.085
Hipertrofia ventricular izquierda 1.66 0.931-2.974 0.086

En el estudio prospectivo también se analizé las variables asociadas con la
mortalidad CV y se observd una correlacion positiva con los antecedentes de
enfermedad coronaria previa, tabaquismo, niveles de calcio y osteoprotegerina.
Y correlacion negativa con algunos parametros de malnutricibn como niveles de

albumina, asi como con los niveles de vitamina B12 (Tabla 5).
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Tabla 5. Variables asociadas a la mortalidad CV en el analisis multivariado de
regresion de Cox.

Variable HR IC 95% P-Value
Enfermedad coronaria | 3.235 1.56-6.7 0.002
Tabaquismo 2.59 1.2-5.58 0.015
Calcio 1.735 | 1.194-2.52 0.004
Osteoprotegerina 1.093 | 1.026-1.165 0.006
Vitamina B12 0.997 | 0.995-0.999 0.008
Albumina 0.92 | 0.852-0.992 0.03

Respecto al desarrollo de eventos CV el analisis multivariado de regresion de

Cox mostro una asociacion positiva independiente con los antecedentes previos

de enfermedad coronaria, insuficiencia cardiaca, la masa ventricular izquierda y

los niveles plasmaticos de lipoproteina (a) y BNP. Y de forma negativa con la

presion arterial diastolica (Tabla 6).

Tabla 6. Variables asociadas a la aparicién de nuevos eventos CV en el andlisis
multivariado de regresion de Cox.

Variable B IC 95% | P-Value
Enfermedad coronaria | 3.399 | 2.007-5.757 | <0.001
Insuficiencia cardiaca | 2.297 | 1.324-3.984 | 0.003
Masa del VI 1.004 | 1.0-1.008 0.037
Lipoproteina (a) 1.01 | 1.003-1.018 | 0.007
BNP 1.0 1.0-1.001 0.001
PAD 0.959 | 0.937-0.982 | 0.001
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DISCUSION

En la presente tesis se ha estudiado la prevalencia de enfermedad CV y sus
factores de riesgo asociados en nuestra poblacién de pacientes en hemodialisis,
se analiz6 el valor prondstico de la aterosclerosis carotidea sobre la mortalidad
total y morbimortalidad CV, asi como el papel de marcadores no habituales del
metabolismo 6seo-mineral sobre la mortalidad total y morbimortalidad CV en la

poblacién de estudio.

8.1 Prevalencia de enfermedad cardiovascular y relevancia de los factores
de riesgo cardiovascular y resultados del estudio prospectivo.

El elevado riesgo CV que presentan los pacientes en HD es muy superior al de
la poblacién general, e incluso al de otros grupos reconocidos de pacientes de
alto riesgo CV (p.e. diabéticos o hipertensos). Ello es en parte explicable por la
alta prevalencia de ECV, tanto clinica como subclinica, asi como de factores de
riesgo CV clasicos y nuevos. Foley et al en su clasico estudio de 1998 (14),
describio que el riesgo de mortalidad CV en los pacientes en didlisis era de 10 a
20 veces superior a la de la poblacién general. Aungue en los ultimos afios, ha
habido una discreta reduccién de la mortalidad CV en estos pacientes, como
puede verse en los datos del RMRC, esta ha sido menor a la observada en la

poblacion general (Figura 5, 16).

De los resultados de nuestro estudio transversal, que analizé las caracteristicas
basales de los pacientes, destaca la elevada prevalencia de ECV (53.2%) y de
enfermedad vascular no cardiaca (25.3%), asi como la alta prevalencia de ECV
subclinica (HVI, aumento del grosor del complejo intima-media o presencia de
placas carotideos). Asimismo, la prevalencia de FRCV clasicos fue también
elevada (tabaquismo [0 ex-tabaquismo] 41.5%, diabetes 26.8%, hipertension
arterial 86.8%, dislipemia 36.2%). También destaca la alta prevalencia de los
nuevos FRCV: lipoproteina(a) (>30 mg/dl) 52.8%, proteina C reactiva (>0.8
mg/dl) 59.6 %, troponina-l (>0.1 ng/ml) 81.9% y homocisteina (>15 pumol/l)

81



COLLADO S

93.1%. Ello explicaria, en parte, la elevada incidencia de eventos CV fatales y no

fatales que presentaron estos pacientes a lo largo del seguimiento.

Aunque el analisis basal de nuestra poblacidén destacaba el valor predictivo de la
edad y de los antecedentes de dislipemia, como FRCV clasicos en la prevalencia
de ECV en el andlisis multivariante, no se confirmé en el estudio prospectivo el
valor pronéstico de los FRCV clasicos sobre la morbimortalidad CV y total,
sugiriendo el limitado valor predictivo de los FRCV clasicos (aunque no pueden
descartarse del todo dado el limitado tamafio muestral y el nimero de eventos
registrados en nuestra poblacién y, especialmente respecto a la mortalidad total,
la edad y la diabetes estarian incluidas en el indice de comorbilidad de Charlson);
y, la posible relevancia de los factores de riesgo emergentes en la supervivencia
de los pacientes en hemodidlisis, segun los datos de nuestra cohorte. Por
ejemplo, a diferencia de otras series, en nuestro estudio observamos que la DM
se asocio de forma significativa con mayor mortalidad total y eventos CV en el
analisis univariado y curvas de Kaplan Meier, pero no pudimos encontrar dicha
asociacion en el andlisis multivariado ni tampoco asociacion con mortalidad CV,

aunque debemos considerar las limitaciones anteriormente mencionadas.

A destacar en el estudio prospectivo el valor prondstico de estado de desgaste
proteico-energético (en el contexto de un estado inflamatorio persistente con
niveles elevados de PCR y niveles de albumina bajos) sobre la mortalidad total.
Respecto a la mortalidad total destaca la asociacion con los niveles de troponina
| y cerca de la significacion con la HIV, que podrian ser marcadores de una
miocardiopatia urémica, mientras que para mortalidad CV destaca la asociacion
con los niveles de osteoprotegerina y calcio. La relacion de los niveles elevados
de OPG y la mortalidad CV nos parecio interesante y novedoso, y dado que en
los dltimos afios ha habido un interés creciente por el posible papel de las
alteraciones del metabolismo 6seo-mineral (p.e., hiperfosforemia,
hiperparatiroidismo, osteoprotegerina, fetuina-A o FGF-23) (102) o de las
calcificaciones vasculares sobre la morbimortalidad CV en los pacientes en HD,
decidimos analizar este factor de forma independiente, o que se discute mas
adelante en el articulo derivado de este proyecto y que forma parte de la presente

tesis doctoral.
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Respecto al riesgo de aparicion de eventos CV, destaca su asociacion con los
niveles de Lp(a) y BNP. La Lp(a) tiene un efecto proaterogénico y, sus niveles
estan aumentados en los pacientes en didlisis, como hemos demostrado en el
estudio transversal. Sus niveles elevados predicen el desarrollo de enfermedad
ateromatosa carotidea y eventos vasculares en pacientes en dialisis (108). Es
plausible que la acumulacién de Lp(a) y LDL pequefias y densas, que son
proaterogénicas, contribuyan al estres oxidativo y la inflamacién vascular (20) en
la ERC y tengan un papel significativo en la aterogénesis de estos pacientes,
independientemente de los niveles de colesterol total o LDL (110-111). En este
sentido, las estatinas no reducen los niveles de Lp(a), pero los inhibidores de
PCSK9 y nuevos tratamientos en investigacion si son capaces de reducir sus
niveles, por lo que podrian ser potencialmente beneficiosos en estos pacientes
(112).

Otro aspecto a destacar de nuestro estudio transversal es que el grado de control
de los FRCV y el uso de tratamientos que han demostrado un efecto protector
CV en la poblacion no urémica (inhibidores del SRAA, estatinas, antiagregantes)
fue bajo en nuestra poblacién, incluso entre pacientes diabéticos o con ECV, de
manera similar a lo que se ha descrito en la literatura (117). Este bajo control de
FRCV y un cierto «nihilismo terapéutico» observado en nuestra y en otras series
también podrian contribuir a la elevada morbimortalidad en los pacientes en HD.
Aunque ello podria ser explicado, en parte, a que estos pacientes estan
polimedicados, lo que dificulta el cumplimiento terapéutico y facilita la inercia
terapéutica, ademas de las escasas evidencias de los efectos beneficiosos de
los tratamientos antes mencionados en la reduccion del riesgo de eventos CV en
los pacientes en HD (39,40,60).
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8.2 Papel predictor de la enfermedad carotidea aterosclerotica.

La presencia de placas ateroscleroticas carotideas ha sido considerada como un
marcador de lesion de érgano diana por las guias de riesgo cardiovascular (115),
y es un marcador independiente de riesgo de eventos CV y de mortalidad en
pacientes en HD (118,119).

La prevalencia de placas ateromatosas a nivel carotideo en los pacientes en
hemodidlisis es elevada (esta presente en mas del 60% de los pacientes en
varios estudios [118]), y se ha descrito ademas una mayor prevalencia de placas
calcificadas en esta poblacion frente a la poblacién general (120). Sin embargo,
la evaluacion del GIM y de la presencia de placas carotideas no ha sido uniforme
en los estudios previos, lo que dificulta su interpretacion y la comparacion de los
resultados entre los diferentes estudios (121). Asi, mientras unos autores, como
Leskinen Y et al, consideran la suma del grosor de todas las placas encontradas
(120), otros como Stenvinkel P et al consideran la suma de la ubicacion bilateral
de todas las placas (122), mientras que Schwaiger JP et al, proponen
puntuaciones basadas en el nimero o la calcificacion de placas (118). Ademas,
previos a este estudio existian pocos andlisis prospectivos a largo plazo que
evaluasen el valor pronostico de los hallazgos de la ecografia carotidea en la

poblacién en HD.

Nuestro estudio confirma una prevalencia de aterosclerosis carotidea mas
elevada que en otras series (83.6%) el predominio de placas, sobre todo
calcificadas (72.7%), y un grado severo de aterosclerosis carotidea (grados 3-4,
segun nuestra estratificacion). Quizas estos resultados puedan deberse a la
mayor edad media de los pacientes y un tiempo en dialisis mas prolongado
respecto a los estudios previos. La presencia de éstas, pero no el GIM carotideo,
se asocid a la aparicion de nuevos eventos CV durante el seguimiento. Ello ha
sido confirmado mas recientemente en el estudio NEFRONA, un amplio estudio
multicéntrico prospectivo espafiol de pacientes con enfermedad renal cronica,
que incluyd pacientes en dialisis (123). En esta poblacion, Valdivieso JM et al,
observaron que las caracteristicas asociadas con una mayor incidencia

acumulada de ECV en el andlisis multivariado fueron un mayor tiempo en dialisis,
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la diabetes mellitus, niveles de colesterol (>240 vs <200 mg/dL), niveles elevados
de fésforo y la presencia de placa de ateroma. Los autores concluyen que
posiblemente en pacientes en didlisis, la determinacion de la presencia/ausencia

de placas podria ser suficiente para predecir el riesgo de ECV.

Ademas, la presencia de placas calcificadas fue predictora tanto de nuevos
eventos CV, como de mortalidad CV, lo que sugiere el valor predictivo adicional
de la calcificacion de la placa en pacientes en hemodialisis. Aunque se ha
sugerido clasicamente que las placas calcificadas son mas estables, este
concepto ha sido cuestionado recientemente, tanto en la poblacion general,
como en la ERCT. Més recientemente, se ha descrito que el tipo de calcificacién
de la placa coronaria, densa vs microcalcificacion (spotty), se asocia con
estabilidad o vulnerabilidad de la misma, respectivamente (124). En este sentido,
algunos estudios han observado que las placas ateroscleréticas coronarias de
los pacientes con ERC son mas complejas que las de individuos con funcién
renal normal, sugiriéndose que serian mas vulnerables, a pesar de la mayor
presencia de calcio (125). El valor predictivo adicional de la composicion de la
placa carotidea sobre el riesgo cardiovascular en la poblacién en hemodidlisis,

merece futuras investigaciones al respecto.

Clasicamente, la insuficiencia renal cronica se ha asociado con un aumento del
GIM carotideo (126,127). EI GIM carotideo se habia considerado también
tradicionalmente como un marcador de aterosclerosis subclinica, tanto en la
poblacién general, como en pacientes en dialisis. Sin embargo, en recientes
estudios se ha observado que este pardmetro no mejora el valor predictivo
cuando se aflade a los modelos tradicionales de prediccion de riesgo
cardiovascular en la poblacion general (107). En nuestra poblacion de pacientes
en hemodidlisis, el GIM carotideo se asoci6 con la presencia de enfermedad CV
prevalente, con algunos factores tradicionales de riesgo CV (edad, sexo
masculino, tabaquismo) y con la presion del pulso (un marcador indirecto de
rigidez arterial), pero no con otros FRCV o marcadores de desnutricion-
inflamacion. Sin embargo, a diferencia de la elevada prevalencia de placas y de
placas calcificadas en car6tida en nuestra poblacion, la prevalencia de un GIM

patolégico (> 0.9 mm) fue solamente del 40.2%, y no observamos su asociacion
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con la incidencia de eventos CV, ni con la mortalidad total, ni CV. Aunque
algunos autores habian descrito una relacién entre el GIM y la mortalidad en
hemodidlisis (127,128), esta relacion podria ser indirecta, ya que en nuestro
estudio el GIM se asocio con la enfermedad CV prevalente y la presencia de
placas. Por lo tanto, el aumento del GIM parece ser un marcador de
arteriosclerosis (rigidez arterial), pero no de riesgo CV. Estos datos coinciden
con otros hallazgos descritos en la literatura de que la presencia de
aterosclerosis carotidea es mejor predictor de eventos CV futuros que el GIM
carotideo (129) u otro en los que la tasa de formacion de nuevas placas era un
predictor potente e independiente de nuevos eventos CV en la ERCT, mientras
que los cambios en el GIM no predecian el riesgo de desarrollo de eventos CV

durante el seguimiento (114).

La calcificacion de la placa carotidea en esta poblacibn se ha asociado
histéricamente a las alteraciones del metabolismo GOseo-mineral, la
hipoalbuminemia y el estado inflamatorio cronico (130). En nuestro estudio, y en
concordancia con otro estudio previo (131), no hemos hallado correlacion entre
la presencia de placas calcificadas y marcadores del metabolismo éseo-mineral,
como los niveles de fosforo, calcio o iPTH; dosis diaria prescrita de calcio o de

analogos de vitamina D, aunque este tema sigue siendo controvertido.

Las alteraciones lipidicas y los niveles elevados de lipoproteina (a) sérica
también se han asociado con el GIM, o la presencia y el nimero de placas,
sugiriendo un papel de la lipoproteina (a) como un factor de riesgo independiente
para la aterosclerosis en esta poblacion (132,133). En nuestro caso y a diferencia
de estos estudios, no hallamos ninguna relacion entre las alteraciones lipidicas
o Lp (a) y el GIM. Sin embargo, si evidenciamos una asociacion entre niveles de
Lp (a) y la severidad de la enfermedad carotidea aterosclerética, y tanto en el
analisis univariado como en el analisis multivariado en la incidencia de eventos
CV, de acuerdo con estudios similares (108). Ello sugiere un papel de Lp(a),
lipoproteina altamente aterogénica, en el desarrollo de la placa ateroscleroética
en esta poblacion.

Asi pues, la severidad ecografica de la enfermedad carotidea y especialmente,

la presencia de placas calcificadas, son predictores de eventos CV en pacientes
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en programa cronico de hemodidlisis, mientras que el GIM no lo fue. Estos
resultados desafian la creencia historica de que las placas calcificadas son mas
estables, al menos en esta poblacion, y sugiere que la composicién de la placa
calcificada (densa vs microcalcificacion) confiere una estabilidad de la placa
distinta. Se necesitan estudios prospectivos mas amplios para evaluar la
relevancia de la enfermedad aterosclerética carotidea y, especificamente, la
presencia de placas calcificadas, como predictores independientes de riesgo CV
en pacientes con ERCT. Los resultados de nuestro y otros estudios, sugieren
que la ecografia carotidea es una herramienta simple y no invasiva que puede
ayudar a evaluar la carga aterosclerética en pacientes urémicos y, quizas, en
combinacién con otros marcadores bioquimicos o de imagen, pueda mejorar la
prediccién del riesgo CV en esta poblacion. Este punto es especialmente
relevante en la poblacion en hemodialisis, en la que el score de Framingham
subestima el riesgo cardiovascular real que presentan (41), por lo que se
precisan escalas de riesgo CV especificas para esta poblacion, como la

recientemente propuesta por el grupo ARO (134).
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8.3 Asociacion de los niveles séricos de osteoprotegerina con la
mortalidad, la aterosclerosis carotidea y la funcién cardiaca en pacientes

en hemodidlisis.

En el analisis del estudio prospectivo de nuestra serie observamos el valor
predictivo independiente de los niveles séricos elevados de osteoprotegerina
sobre la mortalidad. Ello nos hizo analizar mas especificamente este marcador
junto con otro marcador del metabolismo 6seo-mineral, como la fetuina-A, que
también se habia asociado con mortalidad en esta poblacién en estudios previos
(135,136).

La OPG es una citoquina soluble de la superfamilia del receptor del factor de
necrosis tumoral (TNF) que se expresa en osteoblastos, pero también en células
endoteliales (EC), células del masculo liso vascular (VSMC) o en el corazon, y
estd modulada por citoquinas inflamatorias. Actua como “decoy receptor”
(sefiuelo) para RANKL, inhibiendo la diferenciacion y actividad osteoclastica y
también se une al ligando inductor de apoptosis relacionado con el factor de
necrosis tumoral (TRAIL), previniendo la apoptosis inducida por este factor (137).
Aunque la OPG protege frente a la calcificacién vascular, los pacientes con
ERCT muestran niveles séricos de OPG aumentados y este marcador se ha
asociado directamente con la calcificacion vascular (135,138), la rigidez arterial
(98) y el aumento del riesgo de mortalidad en esta poblacion (139). Sin embargo,
el valor predictivo de OPG sobre la mortalidad es independiente de la presencia
0 no de patologia vascular en algunos estudios, lo que sugiere que podria estar
involucrada en otras vias 0 mecanismos no vasculares (140). Asimismo, también
es independiente su asociacion con la calcificacion vascular y su progresion y

con la rigidez arterial en pacientes con ERCT (141-144).

En nuestro estudio, el tercil superior de los niveles de OPG se asoci6 de forma
independientemente con la mortalidad global. Por contra, los niveles séricos de
fetuina-A no mostraron esta asociacion, lo que sugiere que OPG podria ser un
mejor biomarcador prondstico en esta poblacion. Nuestros resultados aportan
evidencia adicional a estudios previos y otros mas recientes (102, 141,142) y el

metaanalisis reciente de Pichler G (100), en los que se demostraba un aumento
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del riesgo de mortalidad asociado a niveles mas elevados de OPG. Ademas, los
resultados de estos estudios indican que los niveles de OPG podrian también
ser predictivos de eventos CV fatales y no fatales, aunque en nuestro estudio la
tendencia no alcanz6 significacion estadistica. Un reciente estudio basado en la
cohorte del estudio NEFRONA ha demostrado una asociacion entre OPG y
riesgo de eventos cardiovasculares en pacientes con ERC, incluyendo pacientes
en dialisis (143).

Es probable que OPG pueda desempefar un papel en el desarrollo de la
aterosclerosis al inhibir la apoptosis inducida por TRAIL a nivel vascular.
Ademas, la OPG circulante puede interactuar directamente con el heparansulfato
en el endotelio, favoreciendo la adhesion de los leucocitos (145). La OPG se ha
relacionado también con cambios en la composicion de la matriz extracelular
vascular, el desarrollo de la enfermedad macrovascular diabética, la
aterosclerosis avanzada o la desestabilizacion de la placa (146,147). Sin
embargo, a pesar de estas evidencias, no esta claro sila OPG esta causalmente
relacionada con la aterosclerosis o es un marcador de la carga aterosclerética,
siendo los niveles altos de OPG una respuesta compensatoria a la enfermedad

CV subclinica y su progresion (106).

En nuestro estudio observamos que los niveles de OPG se asociaron
directamente con el GIM carotideo, grados severos de aterosclerosis carotidea
y calcificacion de las placas carotideas, como se ha descrito en la poblacion
general. Estos hallazgos estan de acuerdo con estudios previos (138,142),
aunqgue no hay unanimidad (98). EI mecanismo que puede explicar la asociacion
entre niveles elevados de OPG vy la calcificacion vascular en hemodialisis es un
tema controvertido. Puede elevarse como resultado del dafio vascular (148),
estaria elevada porque tiene un papel en el proceso de calcificacion en si (149),
0 puede ser una respuesta compensatoria a la progresién de la calcificacion
vascular. Se ha descrito que los niveles circulantes de OPG en pacientes con
ERC podrian indicar un estado de resistencia a la accion de OPG debido al

estado urémico (150).

Asimismo, observamos una interesante asociacion entre OPG y biomarcadores

cardiacos, como la troponina-I (marcador de dafo cardiaco) o el BNP (marcador
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de estrés biomecéanico cardiaco), asi como su relacién con la presencia de
arritmias o hipertrofia ventricular izquierda (en este ultimo caso en el limite de la
significacion), asi como su relacion inversa con la fraccion de eyeccion del
ventriculo izquierdo. Ademas, en el analisis multivariado los niveles séricos de
BNP, se mantuvieron como un predictor independiente de los niveles de OPG,

de acuerdo con el estudio previo de Kuzniewski (142).

Dos estudios previos habian demostrado la asociacion de los niveles OPG con
el “global longitudinal strain” (GLS) o deformacion longitudinal global, un
marcador de disfuncién ventricular subclinica en pacientes hipertensos
diabéticos (151) y pacientes diabéticos con insuficiencia cardiaca (152), pero no
se habia descrito previamente en pacientes renales. EI GLS global es una
técnica robusta, bien validada y reproducible para la medicion de la funcién
ventricular (153) que tiene un valor predictivo de mortalidad por cualquier causa,
asi como del compuesto de muerte cardiaca, arritmia maligna, hospitalizacion
por insuficiencia cardiaca, cirugia valvular urgente o trasplante cardiaco e
isquemia coronaria aguda (154). Nuestro estudio demostrd por primera vez una
asociacion entre los niveles de OPG y marcadores de disfuncion cardiaca en la
ERCT. Es tentador especular que la relacibn entre niveles de OPG vy la
mortalidad en pacientes en hemodialisis puede estar relacionada, al menos en
parte, con su posible asociacién con la miocardiopatia urémica, como se ha
propuesto para la miocardiopatia diabética (151,152). EI RNAm de OPG esta
ampliamente distribuido en varios o6rganos, incluido el corazén (155). Hay
evidencia de su produccion intracardiaca y su liberacion a la circulacion
coronaria, y se ha formulado la hipétesis de que podria estar involucrada en el
desarrollo de la HVI (156,157), patologia muy prevalente en nuestra poblacion.
Los niveles circulantes de OPG también reflejan la gravedad de los trastornos
cardiovasculares, como la enfermedad coronaria, la HVI y la insuficiencia
cardiaca en la poblacion general (158). Sin embargo, un estudio en un modelo
animal knock out para OPG demostr6 que esta proteina juega un papel en la
preservacion de la estructura y funcion miocardica con la edad a través de la
disminucién de la apoptosis y la preservacion de la estructura de la matriz
extracelular, efectos que eran independientes de sus efectos sobre la

vasculatura (159). Por ello, la asociacion entre niveles elevados de OPG y los
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marcadores de alteraciones cardiacas en nuestra poblacién podrian ser un
mecanismo compensador, mas que un mecanismo causal, por lo que se precisan

mas estudios al respecto.

La muerte subita es la causa mas frecuente de mortalidad en pacientes con
ERCT (154,160), lo que corroboramos en nuestro estudio. Aunque la muerte
subita puede ocurrir en individuos con miocardio estructuralmente normal, se
observa comunmente en pacientes con miocardiopatia subyacente, la cual
puede desencadenar arritmias fatales. En pacientes en didlisis, se pueden
identificar como desencadenantes o factores de riesgo la anemia, las
alteraciones del metabolismo 6seo-mineral, los cambios bruscos de electrolitos
y del pH durante la sesion de didlisis, la sobrecarga de volumen cronica, la
patologia coronaria, la disfuncion autonémica, la fibrilacion auricular, la

insuficiencia cardiaca con disfuncion sistolica o la HVI.

En nuestro estudio, los niveles de OPG no se asociaron con la presencia de
FRCV clasicos, como diabetes o hipertension, ni tampoco con marcadores del
metabolismo déseo-mineral, de acuerdo con algunos estudios previos (161),
aungque no en todos (162). Aunque los niveles de OPG se han asociado con
marcadores de inflamacion-malnutricién en algunos estudios, en nuestro estudio
tampoco encontramos una relacion entre niveles de OPG y PCR o albumina,
aunque su relacion negativa con los niveles de creatinina sérica, BUN o fosfato
podria ser atribuida a su posible asociacion con una posible malnutricion. De
hecho, la relacién de este biomarcador con los niveles de PCR y/o albimina no

es uniforme en la literatura (98).

La fetuina-A es una glicoproteina circulante secretada por los hepatocitos y que
actua como un potente inhibidor sistémico de la calcificacion. La fetuina-A evita
la precipitacion de calcio y fosfato en el suero, y protege de la calcificacion arterial
al inhibir la apoptosis de la VSMC y prevenir la nucleacién de particulas de calcio
basicas en la matriz extracelular. En pacientes en hemodialisis, sus niveles
plasmaticos son mas bajos que en la poblacién general y esto se ha asociado en
algunos estudios con una calcificacion vascular mas extensa y severa, la rigidez
arterial, asi como con una mayor mortalidad global y cardiovascular (106,136).

Sin embargo, ello no se ha confirmado en otros analisis a pesar de ajustar por
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diversos factores de riesgo CV, o la calcificacion vascular (163). En nuestro
estudio, tampoco hemos podido hallar una asociacion entre los niveles de
fetuina-A y la mortalidad global, CV, ni con nuevos eventos CV. Tampoco con la
presencia de aterosclerosis carotidea, al igual que otro estudio previo (98). La
fetuina-A es un reactante de fase aguda negativo, cuyos niveles pueden estar
influenciados por la presencia de inflamacion, por la resistencia insulinica, la
intolerancia a la glucosa, el sindrome metabdlico y un perfil lipidico aterogénico.
En nuestro estudio, si observamos su asociacion con diabetes mellitus, la dosis
diaria de sales de calcio prescrita, la masa ventricular izquierda y algunos
biomarcadores de inflamacién o estrés oxidativo, como IL-6, MDA o ADMA.
Tampoco se observo una asociacion entre marcadores del metabolismo 6seo-
mineral, como niveles de vitamina D, o PTHi, y morbimortalidad a diferencia de

otros estudios recientes (104,105).
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Limitaciones de la presente tesis doctoral:

A pesar de la una estrecha monitorizacion durante el analisis prospectivo y con
un numero minimo de pérdidas de seguimiento, el nimero de pacientes
estudiados fue limitado, asi como la incidencia de algunos tipos de eventos CV,

gue fue inferior a la esperada, especialmente el accidente cerebrovascular.

Otra limitacion es que no se realizaron examenes ecogréficos carotideos o
ecocardiogramas basalmente en todos los pacientes, sino a subgrupos no
seleccionados. Sin embargo, no hay razones para sospechar la existencia de un
sesgo significativo en la interpretacion de los resultados. Tampoco se realizaron
determinaciones seriadas de las variables analiticas, ni exdmenes de imagen
adicionales durante el seguimiento por lo que nuestros analisis se basaron en
las evaluaciones basales. La alta variabilidad de algunos parametros y la
evolucion clinica de la aterosclerosis carotidea requeriria determinaciones
seriadas o longitudinales. Por otro lado, se desconoce la evolucién de los
pacientes que fueron sometidos a un trasplante renal; ya que se perdié el

seguimiento después del mismo.

Otra limitacion del estudio fue la inclusion de pacientes con enfermedad
cardiovascular prevalente, que tienen un mayor riesgo CV. Seria interesante
repetir este estudio con pacientes incidentes en hemodialisis sin enfermedad CV

previa.

Asimismo, la definicion de enfermedad carotidea aterosclerdtica de alto riesgo
se baso en datos publicados que relacionan la gravedad y las caracteristicas de
la placa. Posiblemente debido al escaso tamafio muestral y al nimero de eventos
CV registrados durante el seguimiento, en el analisis multivariado se perdi6 la
asociacion entre la aterosclerosis carotidea y placas calcificadas con la
incidencia de dichos eventos CV. Es por ello que se requieren mas estudios con
mayor tamafio muestral y mas eventos, para confirmar nuestros hallazgos sobre
el valor predictivo de la presencia de placas (y/o placas calcificadas) sobre la

morbimortalidad en esta poblacion.
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Respecto a la OPG, dado que el nimero de eventos ha sido inferior al esperado,
seria necesaria una cohorte de pacientes mayor para confirmar nuestras
conclusiones, aunque las evidencias del metaandlisis de Pichler G (100)
permiten pensar que la OPG podria ser un biomarcador de mortalidad en esta
poblacidén. Nuestro analisis se limita a los valores basales obtenidos al inicio del
estudio. La falta de mediciones repetidas de los niveles tanto de OPG como de
fetuina-A durante el seguimiento limitd nuestra capacidad para determinar una
relacion causal entre la OPG y la mortalidad (164). Tampoco se midieron otros
marcadores de remodelado 6seo, como FGF23, esclerostina y a-Klotho soluble,
ya que eran poco conocidos o incluso desconocidos al inicio del estudio. En la
actualidad existen evidencias del papel de estos factores (165) sobre la
fisiopatologia de la HVI, la cardiomiopatia urémica y su asociacién con la
mortalidad en esta poblacion. Conocer la posible interaccidn entre estos factores,
es relevante para clarificar su papel en la fisiopatologia de la miocardiopatia
urémica y las alteraciones vasculares asociadas a la ERCT.

Otra posible limitacién son los problemas técnicos inherentes a los ensayos para
la determinacién de OPG o fetuina A (por ejemplo, fragmentacion potencial) que
no han sido analizados en la actualidad. En la ERC, la fetuina-A sérica esta
presente principalmente como un complejo fetuin-mineral (compuesto de fetuina-
A, fibrindgeno, fibronectina-1 y calcio), y la fraccion de fetuina-A total como un
complejo, en lugar de fetuina-A libre aumenta progresivamente a medida que

disminuye el filtrado glomerular estimado (166).
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IX. CONCLUSIONES
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CONCLUSIONES

1. La prevalencia de enfermedad CV clinica o subclinica fue elevada en
nuestra poblacion de pacientes prevalentes en hemodidlisis, tanto
respecto a la patologia cardiaca, como no cardiaca.

2. Los factores predictores de ECV clinica en nuestra poblacion fueron la
edad, el indice de masa corporal, la presencia de ECV subclinica (HVI y
GIM), factores de riesgo CV clasicos o el tiempo en didlisis, entre otros en
el analisis univariante.

3. La prevalencia de los FRCV clasicos (HTA, diabetes, dislipemia o
tabaquismo) y nuevos (inflamacion, hiperhomocisteinemia, Lp(a), etc) es
también elevada en esta poblacion.

4. EI control de los FRCV clasicos y el uso de medicaciones
cardioprotectoras en esta poblacién general es subdptimo, tanto en
prevencion primaria como secundaria, segun las recomendaciones de las
distintas guias de préactica clinica en estos pacientes, lo que podria
contribuir al mayor riesgo CV en esta poblacion.

5. La severidad de la enfermedad aterosclerotica carotidea es un predictor
de eventos CV vy, la presencia de placas carotideas calcificadas es
predictor de eventos y de mortalidad CV, mientras que el grosor intima-
media carotideo no lo fue en nuestra serie. Estos resultados cuestionan
la creencia previa de que la calcificacion de la placa proporcione mayor
estabilidad a la misma, al menos en la poblacién en hemodialisis.

6. Laecografia carotidea es una herramienta simple y no invasiva que puede
ayudar a evaluar la carga aterosclerdtica en los pacientes urémicos vy,
quizas, en combinacién con otros marcadores bioquimicos o de imagen
puede ayudar a mejorar la estratificacion del riesgo CV en esta poblacion,
en la que las escalas de riesgo CV clasicas tienen un valor predictivo
limitado.

7. Los niveles elevados de OPG, pero no de fetuina-A, se asociaron con una
mayor mortalidad global en pacientes en programa de hemodialisis.
Ademas, se asocio con una tendencia, aunque no significativa, de mayor

riesgo de eventos y de mortalidad CV.
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8. Los niveles altos de OPG se asocian con marcadores de aterosclerosis
subclinica y de disfuncién cardiaca, pero no con biomarcadores del
metabolismo 0seo-mineral. Su asociacion con aterosclerosis y
calcificacion vascular ya era conocida, pero no asi su asociacion con
marcadores y disfuncion cardiaca en estos pacientes. Ello, junto con las
asociaciones de OPG Yy alteraciones cardiacas en otras patologias y el
papel de OPG en modelos animales sugieren que podria jugar un papel
en la miocardiopatia urémica, por lo que merece que se profundice en su

estudio.
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Perspectivas de futuro

El conocimiento de la prevalencia y de la importancia relativa de los diferentes
FRCV (tanto clasicos como nuevos) en este subgrupo de pacientes de muy alto
riesgo CV, ha de permitir disefiar estrategias especificas y la priorizacion del
tratamiento para reducir este elevado riesgo CV en unos pacientes que, ademas
estan muy polimedicados por sus diversas complicaciones, lo que dificulta el

cumplimiento terapéutico y favorece la inercia terapéutica.

En el futuro, el uso rutinario de determinados biomarcadores de riesgo CV, junto
a pruebas de imagen, como la ecografia carotidea, ha de permitir una mejor
estratificacion del riesgo CV en esta poblacién e iniciar terapéuticas especificas
a fin de mejorar su supervivencia y su calidad de vida, y reducir las

hospitalizaciones.

Dada la elevada prevalencia de patologia CV y el mal prondstico de los eventos
CV, parece aconsejable tratar precoz (en la etapa predialisis) y agresivamente
los FRCV en estos pacientes para intentar reducir su elevada morbimortalidad
CV posterior en la fase de dialisis.

La comprension de la interaccion de las alteraciones del metabolismo 6seo-
mineral en la ERC (no sélo de los factores clésicos, como la hiperfosforemia, el
hiperparatiroidismo o el déficit de vitamina D, sino también FGF-23, a-Klotho,
OPG, fetuina-A, esclerostina, etc) y la enfermedad CV es fundamental para
conocer mejor la fisiopatologia de la patologia macro y microvascular, asi como

de la miocardiopatia urémica en esta poblacion.
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sido trasplantados y que tengan una funcién renal adecuada (FG > 40 ml/min).
Analizar posibles diferencias en la evolucion de la VOP en relacion al tipo de
tratamiento inmunosupresor (con o sin anticalcineurinicos). 3- Analizar la posible
relacion entre la rigidez arterial en estos pacientes y su progresion en el tiempo
y las alteraciones del metabolismo calcio-fésforo, PTHi, marcadores de
inflamacion (IL-6, PCR), estrés oxidativo (AOPP) y niveles de osteoprotegerina

y fetuina-A.

3. Beca Johns Hopkins Fall Institute: Introduction to Clinical Research.
Noviembre 2010.

4. Ayuda “Ajut per a la finalitzacio de tesis doctorals de la Fundacié IMIM”.
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ANEXO |

Carta de aprobacion del Comité Etico de Investigacion Clinica del Hospital

Clinico y Provincial de Barcelona.

\

CLINIC CLINIC

S ARCEL
Corporacia Sanitaria Hospital Universitari

D. Ramon Gomis de Barbera, Adjunto a la Direccion de Investigacién

del Hospital Clinic de Barcelona, y Presidente del CEIC

CERTIFICA:

Que el Comité de Investigacion del Hospital Clinic, en la sesién
celebrada en el dia de hoy, ha analizado el proyecto de investigacion

titulado:

Enfermedad cardiovascular en la uremia: anélisis de fa prevalencia y
relevancia de los factores de riesgo cardiovascular

cuyo investigador principal es el Dr. Cases, Aleix

entendiendo que dicho estudio se incluye en una de las lineas de

LIF. 608431173

investigacion biomédica acreditadas en este centro, cumpliendo
los requisitos metodolégicos necesarios, y que es viable en todos
sus terminos, por lo que lo ha considerado adecuado y ha decidido

su aprobacion.

Lo que firmo en Barceiona, a 25/02/03

Ref: 1520

HOSPITAL CLINIC § PROVINCIAL DE BARCELONA
Villarroel, 170 - 08036 Barcelona (Espaiia)
Tel, 93 227 54 00 Fax 93 227 54 54
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CLINIC

- Corporacid Sanitaria

A [
Hospital Univer

CLIN!

s

Nk

tari

CIF. G-08431173

852

D. Miguel Angel Asenjo Sebastian, Profesor Titular de Medicina
Preventiva y Salud Publica, Director Técnico del Hospital Clinic de
Barcelona y Secretario del Comité Etico de Investigacion Clinica,

CERTIFICA:

Que el Comité Etico de Investigacion Clinica, segtn consta en el acta
de la reunidn celebrada en el dia de hoy, ha analizado el proyecto de

investigacion titulado:

Enfermedad cardiovascular en la uremia: analisis de la prevalencia y
relevancia de los factores de riesgo cardiovascular

cuyo investigador principal es el Dr. Cases, Aleix
entendiendo gue dicho estudio se ajusta a las normas éticas esenciales

y criterios deontologicos que rigen en este Centro, y, por tanto, ha

decidido su aprobacién.

Lo que firmo en Barcelona, a 25 de febrero de 2003
-~
. CLINIC

/MWWJ Haospital Universirar

{OMITE Fric
INVESTIGACIO CLIBICA

Ref: 1477
HOSPITAL CLINIC | PRGVINCIAL DE SBARCELONA
Villarroel, 170 - 08036 Barcelona (Espania)
Tel. 93 227 54 00 Fax 93 227 54 54
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ABSTRACT

Aim: To evaluate the prevalence of cardiovascular disease
(CVD) and its association with cardiovascular risk factors, as
well as their control in end-stage renal disease (ESRD)
patients under maintenance hemodialysis (HD). Patients
and methods: A total of 265 patients with ESRD on
maintenance HD from a University Hospital and 4 dialysis
units were included in this multicenter and cross-sectional
study that analyzed the prevalence of CVD and the
possible association with classic and new cardiovascular
risk factors. Usual biochemical and haemathological
parameters were analyzed, as well as plasma levels of
homocysteine, troponin-I, BNP, lipoprotein(a), C reactive
protein, IL-6, fibrinogen, asymmetrical dimethylarginine
(ADMA), advanced oxidation protein products (AOPP),
malondialdehyde, adiponectin, osteoprotegerin, and
fetuin. In a subset of patients an echocardiography and
carotid artery Doppler echography were also performed.
Results: The prevalence of CVD was 52.8%. Factors
positively associated with prevalent CVD were age, BMI,
left ventricular hypertrophy, hypertension, dyslipidaemia
and diabetes mellitus, dialysis vintage, Charlson’s
comorbility index, levels of fibrinogen, osteoprotegerin,
BNP and CRP, as well as carotid intima-media thickness, left
ventricular mass and pulse pressure. Factors negatively
associated with prevalent CVD were: previous renal
transplant, ejection fraction or levels of LDL-c and
phosphorous. In the multivariate analysis dyslipidaemia,
left ventricular hypertrophy, age and LDL-c (negatively)
were associated with CVD. Conclusions: In HD patients the
prevalence of CVD is high and is associated with the
presence of cardiovascular risk factors and subclinical CVD.

Key words: End-stage renal disease. Cardiovascular
disease. Cardiovascular risk factors.
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Prevalencia de enfermedad cardiovascular en la uremia y
relevancia de los factores de riesgo cardiovascular

RESUMEN

Objetivo: Evaluar la prevalencia de ECV y su asociacion con FRCV
clasicos y nuevos, asi como el control de los mismos en pacientes
con IRCT en programa de HD. Pacientes y métodos: Se incluye-
ron 265 enfermos prevalentes con IRCT en HD de un hospital uni-
versitario y cuatro centros de didlisis. Estudio multicéntrico y
transversal que analizd la prevalencia de ECV y su posible asocia-
cion con FRCV clasicos y nuevos. Se analizaron parémetros bio-
quimicos y hematoldgicos habituales, asi como niveles de homo-
cisteina, troponina-Il, BNR, Lp(a), PCR, IL-6, fibrinogeno, ADMA,
AOPFR, malondialdehido, adiponectina, osteoprotegerina y fetui-
na. En un subgrupo de enfermos también se realizaron ecocar-
diografia y ecografia Doppler carotidea. Resultados: La preva-
lencia de ECV fue del 52,8%. Los factores asociados
positivamente a ECV prevalente fueron la edad, el indice de
masa corporal, los antecedentes de HVI, la HTA, la dislipemia y
la diabetes mellitus, el tiempo en didlisis, el indice de comorbili-
dad de Charlson, los niveles elevados de fibrinégeno, la osteo-
protegerina, el BNP y la PCR, asi como el grosor del complejo in-
tima-media carotideo, la masa ventricular izquierda o la presion
de pulso. Se asociaron negativamente: los antecedentes de tras-
plante previo, la fraccion de eyeccion cardiaca y los niveles de
cLDL o fésforo. En el analisis multivariante, los factores asocia-
dos con ECV fueron la dislipemia, la presencia de HVI, la edad y
los niveles de cLDL (negativamente). Conclusiones: En los pacien-
tes con IRCT en HD, la prevalencia de ECV es elevada y se asocia
con la presencia de FRCV clasicos y ECV subclinica.

Palabras clave: Insuficiencia renal cronica terminal.
Enfermedad cardiovascular. Factores de riesgo cardiovascular

INTRODUCTION

Cardiovascular (CV) pathology represents the leading
cause of death in patients on haemodialysis (HD) (about
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half of all deaths)"* and causes about 30% of
hospitalisations.” The CV mortality rate in these patients
is 10 to 20 times higher than the general population.'

The increased prevalence of CV disease (CVD) and of

classic (Framingham) cardiovascular risk factors
(CVREF) in uraemic patients, as well as of hypertension
(HBP), diabetes, tobacco wuse, hyperlipidaemia,

sedentary lifestyle, or left ventricular hypertrophy
(LVH), do not fully explain the increased CV mortality
in these patients.>® In fact, several studies have shown
that the Framingham score underestimates CV risk in
renal patients.”* On the other hand, the use of
medications that have been shown to reduce CV risk in
the general population, such as statins and renin-
angiotensin-aldosterone system (RAAS) inhibitors, has
not demonstrated efficacy in these patients’'® and these
medications are furthermore underutilised in this
population.

It has been postulated that new CVRF or uraemia
specific factors may also be involved in the development
of accelerated atherosclerosis and arteriosclerosis in
these patients." Furthermore, the possible role of
dialysis' to increase CV risk in these patients has not
been clarified. The prevalence of new or non-traditional
CVREF (hyperhomocysteinaemia, lipoprotein [a] (Lp[a]),
hyperfibrinogenaemia, inflammation, oxidative stress'*'*)
is also very high in these patients. Furthermore, the
conditions associated with end-stage renal disease
(ESRD) (bone-mineral disease, valvular calcification,
hypervolaemia, anaemia, malnutrition, etc.) may also
contribute to the increased CV morbidity and mortality
in these patients.'”'>"

The aim of this study was to study the prevalence of
CVD and associated CVRF in a sample of patients with
ESRD on renal replacement therapy with HD.

PATIENTS AND METHODS
Design

We conducted a cross-sectional multicentre study, which
included 265 adult patients with ESRD on HD for at least 6
months. They were clinically stable, without evidence of
clinical heart failure at the time of inclusion (defined as
dyspnoea plus two of the following conditions: increased
jugular venous pressure, bibasilar rales, pulmonary venous
hypertension, interstitial oedema requiring admission, extra
ultrafiltration, or an ejection fraction < 35%), of both sexes,
aged 18 and over, and agreed to participate in the study.
Written informed consent was obtained from all patients
and the study was approved by the Ethics Committee of
Hospital Clinic.

Nefrologia 2010;30(3):342-8
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METHODS

Demographic characteristics were collected (age, sex, time
on dialysis) as well as the presence of CVD of cardiac
origin, defined by the existence of ischaemic coronary artery
disease, vascular disease, history of episodes of heart failure
or arrhythmia, the presence of CVD of non-cardiac origin:
cerebral (cerebral vascular accident or transient ischaemic
attack) or peripheral (peripheral vasculopathy of the lower
extremities, amputation due to ischaemia, intestinal
ischaemia, etc.), diabetes, history of hypertension,
dyslipidaemia, tobacco use, and characteristics of HD
(cellulose or synthetic membranes, type of vascular access,
dialysis dose).

Blood pressure (BP) measurement was taken before each of
the three HD sessions during the evaluation week, all after
10 minutes of rest in a supine decubitus position. Blood
draws were taken before the second or third HD session of
the week, after 20-30 minutes of rest in a supine decubitus
position. Laboratory testing for clinical follow-up was
performed for these patients (blood urea nitrogen [BUN],
calcium, phosphate, albumin, PTHi, haemoglobin, ferritin, C
reactive protein [PCR], Kt/V), and additional special testing
included: lipoprotein(a), homocysteine, asymmetric
dimethylarginine (ADMA), advanced oxidation protein
products (AOPP), malondialdehyde (MDA), troponin-I,
brain natriuretic peptide (BNP), osteoprotegerin, fetuin, and
adiponectin. A subgroup of 120 unselected patients also
underwent an echocardiogram, and 87 underwent a Doppler
ultrasound of the supra-aortic trunks.

The echocardiogram measured the telediastolic and
telesystolic sizes of the ventricles in order to calculate the
ejection fraction and measured wall thickness in order to
calculate the left ventricular mass, based on the Penn
convention, and it was normalised for body surface area.

The Doppler ultrasound of the supra-aortic trunks evaluated
the primitive carotid, the carotid bifurcation, and the origin
of the internal carotid bilaterally. In addition, the
prebifurcation carotid intima-media thickness was measured;
four measurements were obtained and the mean was
calculated. A normal value of <0.9mm was used, based on
the 2007 Consensus Hypertension Guidelines from the
ESH/ESC.»

Homocysteine was determined by immunoassay in an
Advia-Centaur autoanalyser (Siemens Spain, Barcelona),
using reactants from the manufacturer. CRP was quantified
by nephelometry (BNII Siemens Spain, Barcelona), and
troponin-I by chemiluminescence immunoassay (Tnl Ultra,
Siemens Spain, Barcelona) in an Advia-Centaur autoanalyser
(Siemens). BNP levels were also determined through
chemiluminescence immunoassay (BNP, Siemens Spain,
Barcelona) in an Advia-Centaur autoanalyser (Siemens).
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Lipoprotein(a) was determined with immunoturbidimetry
(Dia-Sorin, Barcelona, Spain), and the levels of ADMA by
HPLC. Levels of adiponectin were determined by
radioimmunoassay (Linco Research Inc., St. Charles, MO,
USA) and levels of AOPP by a colorimetry technique.”
Levels of osteoprotegerin were established through ELISA
(Biomedica Medizinprodukte GmbH, Vienna, Austria) and
levels of fetuin through an ELISA kit supplied by Epitope
Diagnostics (Epitope Diagnostics, San Diego, California,
USA).

Statistical analysis

SPSS 15.0 was used for the statistical analysis. The data are
expressed as mean + SD. The comparison between patients
with and without CVD was analysed using a Student’s t-test
for unpaired data in continuous quantitative variables or the
Chi square test for the qualitative variables.

If the quantitative variables did not show a normal
distribution, they were analysed using the Mann-Whitney U
test. A p-value < 0.05 was considered significant.

RESULTS

In the sample of 265 patients, 68.3% were male, the mean
age was 60.7 £ 16.17 years and the mean time on HD was
60.85 + 72.5 months. The mean of Charlson comorbidity
index was 5.67 + 2.47 points and 25.66% of patients had a
history of a previous renal transplant.

The most common etiologies of renal failure were vascular
and diabetic, with 17.7% of cases for each one, followed by
glomerulonephritis in 17.4%, unknown cause in 16.2%,
polycystic kidneys in 12.8%, chronic interstitial nephropathy
in 9.4%, and other causes in 8.7% of cases.

The prevalence of CVD was 52.8%. 44.9% percent of
patients had cardiac pathology and 25.3% had non-cardiac
vascular disease (cerebrovascular disease or peripheral
vasculopathy), as shown in Table 1. On analysis of the
presence of classic CVRF, tobacco use (active and ex-
smokers) was present in 41.5% of cases (16.6 and 24.9%,
respectively). 26.8% of patients had a history of diabetes
mellitus and 35.8% had a history of dyslipidaemia. The high
prevalence of hypertension in 86.8% of subjects is notable.
When the average weekly pre-dialysis blood pressure was
analysed, 31.4% had a systolic pressure > 140mmHg and
3.8% had a diastolic pressure > 90mmHg. Pulse pressure
was > 60mmHg in 42.3% of cases. 19.9% of patients
received treatment with angiotensin converting enzyme
inhibitors (ACE-I) or with angiotensin II receptor blockers
(ARB) and the same percentage received beta-blocker
treatment. In the subgroup of patients with coronary disease,

344

Table 1. Distribution of cardiovascular pathology in the
population

Distribution of cardiovascular
disease

Cases/frequency

Heart disease 119 (44.9%)

Left ventricular hypertrophy 63 (23.8%)
Coronary artery disease 52 (19.6%)
Valvular disease 20 (7.5%)

Heart failure
Arrhythmia
Non-cardiac vascular disease

55 (20.8%)
49 (18.5%)
67 (25.3%)
140 (52.8%)

Total cardiovascular disease

13.7% received ACE-I/ARB treatment while 35.3% received
beta-blockers. In the global population, 26.8% received
antiplatelet therapy and 6.9% received anticoagulant therapy.
Of those patients with coronary disease, 41.4% received
antiplatelet therapy and 10% received anticoagulants.
Among diabetic patients, 38% received antiplatelet treatment
and 7% received anticoagulants.

Among the classic risk factors (table 2), 12.9% had elevated
cholesterol levels (> 200mg/dl), 29.5% had cLDL >
100mg/dl, 43.5% had cHDL < 40mg/dl, and 30.5% had TG
> 150mg/dl. 24.1% of patients received statin therapy but
among those with cLDL > 100mg/dl, only 33.8% received
that treatment. Only 38.4% of patients with diabetes mellitus
and cLDL > 100mg/dl received statins and 57.69% of those
with a history of CVD and cLDL > 100mg/dl received them.
The presence of high levels of new CVRF was also common
in the patients, as seen in table 2. Markers of inflammation
and malnutrition, such as CRP (> 0.8mg/dl), were elevated
in 40.7% of patients, IL-6 (> 5pg/ml) in 82.3%, albumin (<
40g/1) in 39.1%, fibrinogen (> 4.5g/1) in 43%, lipoprotein(a)
(> 30mg/dl) in 36%, troponin-I (> 0.Ing/ml) in 6.3%, and
homocysteine (> 15mmol/l) in 89.4%. 23.2% had
haemoglobin levels < 11g/1 and 30.9% had a Ca x P product
greater than 55mg?/dI*, with calcium and phosphate levels
elevated at 34.6 and 65.6%, respectively, based on criteria
from the KDOQI guidelines.

In assessing the prevalence of subclinical CVD, we observed
that 74% of the patients with an echocardiogram had LVH
and that 7.6% had an ejection fraction of < 40%. Of the
patients with carotid Doppler ultrasounds, 25.3% had
increased carotid intima-media thickness (> 0.9mm).

In the univariate analysis, the factors associated with CVD,
as seen in tables 3 and 4, were age, body mass index,
history of hypertension, dyslipidaemia, and diabetes
mellitus, previous time on HD, Charlson’s comorbidity
index, elevated levels of fibrinogen and BNP, carotid
intima-media thickness, left ventricular mass, and pulse

Nefrologia 2010;30(3):342-8
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Table 2. Classic and non-traditional cardiovascular risk factors in the study population

Classic factors Cases % abnormal Non-traditional factors Mean + SD % abnormal
frequency
Mean = SD
HBP 230 (86.8%) CRP (> 0.8mgy/dl) 1.25+2.11 40.7%
Diabetes mellitus 71 (26.8%) Albumin (< 40g/l) 40.12 £ 4.79 39.1%
Tobacco use 100 (41.5%) Homocysteine (> 15Imol/l) 2840 + 15.4 89.4%
Dyslipidaemia 95 (35.8%) Lp(a) (> 30mg/dl) 30.88 + 33.07 36%
LVH 63 (23.8%) IL-6 (> 5pg/ml) 40.5 + 128.57 82.3%
Male sex 181 (68.3%) Troponin-I (> 0.1ng/ml) 0.046 + 0.11 6.3%
Total cholesterol (> 200mg/dl) 155.14 + 38.31 12.9% Haemoglobin (< 11g/l) 1231+ 1.92 23.2%
cLDL (> 100mg/dl) 84.63 + 29.66 29.5% Ca x P product (> 55) 48.92 + 15.33 30.9%
cHDL (< 40mg/dl) 44.07 £ 13.73 43.5% Phosphate (> 4.5mg/dl) 5.27 £ 1.59 65.6%
Calcium (> 9.5mg/dl) 9.28 £ 0.92 34.6%
Fibrinogen (> 4.5g/1) 441 +1.08 43%

HBP: hypertension; LVH: left ventricular hypertrophy; CRP: C reactive protein.

pressure. The following factors were negatively associated
with the presence of CVD: history of previous renal
transplant, cardiac ejection fraction, and low levels of
cLDL and phosphate.

In the multivariate analysis, the factors associated with CVD
were age, dyslipidaemia, LVH, and negatively the level of
cLDL, as shown in Table 5. By ROC analysis, these factors
predicted CVD prevalence with a value of 0.736 (95% CI:
0.675-0.797). (Figure 1).

Table 3. Comparison of patients with and without cardiovascular disease

Associated clinical factors CVD (mean = SD) No CVD (mean = SD) P
Age (years) 65.82 + 13.89 5493 + 16.64 < 0.001
Time undergoing HD (months) 50.42 + 61.78 72.44 + 81.65 0.015
BMI (kg/m2) 24.77 £ 4.41 2354 +4.2 0.023
SBP (mmHg) 132.59 + 21.03 128.35 + 22.78 0.136
DBP (mmHg) 70.46 + 10.35 72.04 £ 13.30 0.310
MAP (mmHg) 91.17 £ 12.44 90.81 + 15.35 0.843
PP (mmHg) 62.13 = 16.99 56.30 + 15.77 0.007
Sex (male/female) 103/37 78/47 0.064
Previous transplant (yes/no) 28/112 40/85 0.034
Tobacco use (yes/no/ex) 27/76/37 17/79/29 0.292
Diabetes mellitus (yes/no) 50/90 21/104 0.001
HBP (yes/no) 128/12 102/23 0.028
Dyslipidaemia (yes/no) 61/79 34/91 0.007
Charlson comorbidity index 6.84 + 2.36 435 +1.85 < 0.001
Inter-HD weight gain (kg) 2.55 +0.91 2.75 + 0.96 0.115
Dialysis dose (Kt/Veq) 1.37 +£0.20 1.42 +0.25 0.057
Ventricular mass index (g) 271.76 + 70.89 243.53 + 64.56 0.006
LVH (yes/no) 44/96 19/106 0.002
Ejection fraction (%) 56.44 + 11.56 61.05 + 8.31 0.002
CIMT (mean) 0.882 + 0.321 0.700 + 0.202 0.002

CVD: cardiovascular disease; HD: haemodialysis; BMI: body mass index; SBP: systolic blood pressure; DBP: diastolic blood pressure; MAP: mean arte-
rial pressure; PP: pulse pressure; HBP: hypertension; LVH: left ventricular hypertrophy; CIMT: Carotid intima-media thickness.

Nefrologia 2010;30(3):342-8

345



Document downloaded from http://www.elsevier.es, day 07/10/2017. This copy is for personal use. Any transmission of this document by any media or format is strictly prohibited.

S. Collado et al. Cardiovascular disease in uraemia

originals

Table 4. Comparison of analytic parameters between patients with and without cardiovascular disease

Associated Analytic Factors CVD (mean = SD) No CVD (media = SD) P

Fibrinogen (g/l) 4.56 + 1.05 4.25 +1.09 0.024
CRP (mgy/dl) 1.53+2.70 0.96 + 1.13 0.027
Albumin (g/l) 39.57 +4.77 40.73 +4.75 0.053
IL-6 (pg/ml) 17 (8, 33) 17 (6, 26.75) 0.316
Ferritin (ng/ml) 312 (160, 520) 323 (149.5, 517.5) 0.746
Homocysteine (umol/l) 28.08 + 14.60 28.74 + 16.28 0.736
Troponin | (ng/ml) 0.043 + 0.047 0.049 + 0.151 0.681
BNP (pg/ml)* 243.1(114.7, 508.4) 153.24 (99.46, 332.73) 0.015
AOPP (umol/l) 195.6 +92.2 186.5 + 104.0 0.478
ADMA (pmol/l) 0.81 +0.36 0.8031 + 0.33 0.767
Malondialdehyde (nmol/l) 52.25 +27.74 57.56 + 48.86 0.297
Osteoprotegerin (umol/l)® 9.43 (6.66, 13.34) 7.96 (5.15, 12.27) 0.032
Ferritin (ng/ml) 42.60 + 39.60 43.73 £27.21 0.805
Adiponectin (ug/ml) 19.90 + 3.41 2121 +£7.7 0.220
Total cholesterol (mg/dl) 151.28 + 39.31 159.4 + 36.86 0.085
cLDL (mg/dl) 80.17+ 29.08 89.55 + 29.63 0.012
Lipoprotein a (mg/dl) 33.14 + 33.84 28.46 + 32.20 0.279
Calcium (mg/dl) 9.35 + 0.89 9.21 £ 0.95 0.250
Phosphate (mg/dl) 5.07 £ 1.60 5.49 + 1.56 0.035
Haemoglobin (g/l) 12.40 + 1.82 12.20 +2.02 0.395

¢ For variables with non-normal distributions, a non-parametric test was performed for independent variables (Mann-Whitney U test).
CVD: cardiovascular disease; CRP: C reactive protein; BNP: brain natriuretic peptide; AOPP: advanced oxidation protein products; ADMA: Asymmetric

dimethylarginine.

DISCUSSION

The results of this study, carried out in a population of
patients with CKD on HD, emphasize the high prevalence of
CVD, which is consistent with results from other similar
series. This would explain, in part, the high incidence of
fatal and non-fatal cardiovascular pathology in these
patients. Furthermore, the prevalence of subclinical CVD
(LVH or increased carotid intima-media thickness), as well
as of classic and new CVRF is high in this unselected
population of patients on HD.

The elevated cardiovascular risk in patients on HD is much
higher to that of the general population, and even to other
groups of patients recognised to have high cardiovascular
risk (e.g., diabetics or hypertensives). This is in part

explained by the high prevalence of CVD, both clinical and
subclinical. In the univariate analysis, the factors associated
with the presence of CVD were age, the presence of
subclinical CVD or classic CVRF, markers of inflammation-
malnutrition, or markers of cardiac disease, such as BNP. In
the multivariate analysis, only some classic CVRF and LVH
maintained their predictive value.

The apparent discrepancy between the predictive value of
dyslipidaemia and the lowest levels of cLDL may be
explained in several ways. The clinical history of
dyslipidaemia included hypercholesterolaemia, but also low
levels of cLDL or hypertriglyceridaemia (the latter two being
more common in kidney patients); on the other hand,
patients with CVD were more often given statins and, lastly,
low levels of cLDL may be associated with inflammation-

Table 5. Associated factors in the multivariate analysis

Associated factors B Exp (B) 95% Cl p
Dyslipidaemia 0.713 2.040 1.131-3.678 0.018

LVH 0.768 2.156 1.119-4.156 0.022

cLDL -0.071 0.931 0.976-0.995 0.004

Age 0.200 1.222 1.022-1.060 < 0.001
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malnutrition (another recognised CVRF in this population).
These data reinforce the predictive role of classic CVRF for
the prediction of CVD in patients on HD. An interesting
finding in the univariate analysis was that patients with CVD
had significantly higher levels of osteoprotegerin. In recent
years there has been a growing interest in the possible role of
abnormalities in mineral metabolism, in its markers (e.g.,
osteoprotegerin, fetuin, or FGF-23), or in the vascular
calcifications on cardiovascular morbidity and mortality in
patients on HD. Therefore, a relationship between elevated
levels of osteoprotegerin and vascular calcification and
mortality has been described in these patients.”? Although the
predictive role of OPG was lost in the multivariate analysis,
our results add to the association between this marker and
CVD in these patients.

Another aspect of our study that is important to draw
attention is the poor CVRF control and scarce use of
treatments with demonstrated CV protective effects in the
non-uraemic population (RAAS inhibitors, statins,
antiplatelet agents) in our population even among patients
with diabetes or CVD, similar to what has been described in
the literature.”® This low CVRF control and a certain
“therapeutic nihilism” that is detected in our study may
contribute to elevated morbidity and mortality in patients on
HD. This may be due, in part, to polypharmacy, which
hinders therapeutic compliance and facilitates therapeutic
inertia, in addition to the scant evidence of the beneficial
effects of the aforementioned treatments in reducing the risk
of events in patients on HD >

To conclude, the prevalence of clinical and subclinical CVD
is very high in our population of patients on HD.
Furthermore, the prevalence of classic and new CVRF is
also high. The factors predictive of clinical CVD in our
population were age and the presence of subclinical CVD
(LVH) and classic CVRF. Furthermore, controlling CVRF
and using cardioprotective medications in this general
population is not sufficient, according to recommendations
from the various clinical practice guidelines for these
patients. Efforts must be made for early and aggressive
treatment (in the pre-dialysis stage) of the CVRF in these
patients in order to try to reduce their high CV morbidity and
mortality.
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Abstract

Background

To evaluate the predictive value of carotid atherosclerotic disease (CAD) and intima-media
thickness (IMT) on incident cardiovascular disease and mortality in hemodialysis patients.

Methods

Multicenter, observational, prospective study including 110 patients, followed-up to 6 years.
Carotid doppler ultrasonographic findings were classified in 4 degrees of severity: 1) IMT
<0.9 mm, 2) IMT >0.9 mm, 3) carotid plaque with stenosis <50% and 4) plaque with stenosis
>50%. The associations between IMT and CAD and cardiovascular events, total and car-
diovascular mortality were assessed.

Results

83% of the patients had atherosclerotic plaques (CAD degrees 3-4). During follow-up, 29.1%
of patients experienced cardiovascular events, and 28.2% died, 38.7% of cardiovascular ori-
gin. The presence of plaques was associated with cardiovascular events (p = 0.03) while cal-
cified plaques were associated with both cardiovascular events (p = 0.01), cardiovascular
mortality (p = 0.03) and non-significantly with overall mortality (p = 0.08) in the survival analy-
sis. Carotid IMT was not associated with outcomes. Cardiovascular events correlated with
CAD severity (HR 2.27,95% Cl 1.13-4.54), age (HR 1.04, 1.01-1.06), previous cardiovascu-
lar disease (HR 1.75, 1.05-4.42), dyslipidemia (HR 2.25, 1.11-4.53), lipoprotein (a) (HR 1.01,
1.00-1.02), troponin | (HR 3.89, 1.07-14.18), fibrinogen levels (HR 1.38, 0.98-1.94) and anti-
platelet therapy (HR 2.14, 1.04-4.4). In an age-adjusted multivariate model, cardiovascular
events were independently associated with previous coronary artery disease (HR 3.29,
1.52-7.15) and lipoprotein (a) (HR 1.01, 1.00-1.02).
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Conclusions

The presence of carotid plaques and, especially, calcified plaques, are predictors of new
cardiovascular events and cardiovascular mortality in hemodialysis patients, while IMT was
not. The prognostic value of calcified plaques should be confirmed in future studies.

Introduction

Cardiovascular (CV) disease is the main cause of mortality in hemodialysis (HD) patients [1-
4]. However, the high prevalence of CV disease and traditional CV risk factors, such as hyper-
tension, diabetes, smoking, dyslipidemia, sedentary lifestyle, or left ventricular hypertrophy, do
not fully explain this increased CV risk in uremic patients [5,6]. In fact, the Framingham Risk
Score underestimates the CV risk in HD patients, thus suggesting that other factors are in-
volved in the development and progression of the CV disease in these patients [5]. In recent
years, several markers have been reported to have prognostic implications in dialysis patients
[7]. Among them, an increased carotid intima-media thickness (IMT) has been associated with
CV disease and risk of stroke, both in the general population and in HD patients [8,9]. This pa-
rameter is associated with traditional and emerging CV risk factors, as well as with the progres-
sion, stabilization, and regression of atherosclerosis with lipid-lowering and antihypertensive
treatments in the general population [10-13].

On the other hand, the presence of carotid plaques is considered as target organ damage by
the ESH-ESC Practice Guidelines for the Management of Hypertension, and it is an indepen-
dent marker of increased risk and the likelihood of CV events or mortality in HD patients
[9,14,15]. It is tempting to speculate that, while IMT may be a better marker of arteriosclerosis
and arterial stiffness, which are highly prevalent in HD patients, carotid atherosclerosis (pres-
ence of plaques) is a marker of subclinical atherosclerosis and a better predictor of CV events
than IMT in these patients.

Currently, the assessment of IMT and carotid plaques is not uniform, making it difficult to
interpret and compare the results between studies [16]. In addition, there are only few long—
term prospective studies evaluating the prognostic value of carotid ultrasound findings in the
HD population [9,15,17,18].

The aim of this study was to assess the predictive value of carotid IMT, the presence of ca-
rotid atherosclerotic plaques and their characteristics, on the incidence of CV disease and over-
all and CV mortality in HD patients.

Material and Methods
Design

This was a multicenter, observational, cross-sectional and prospective study including 110
adult patients with end-stage renal disease on maintenance HD for at least 6 months from the
Hospital Clinic and 4 satellite HD units. Patients had to be clinically stable and without evi-
dence of clinical heart failure at the time of enrollment. Clinical heart failure was defined as
dyspnea plus two of the following conditions: increased jugular venous pressure, bibasilar pul-
monary rales, pulmonary venous hypertension or interstitial edema requiring hospitalization
or ultrafiltration and/or a left ventricular ejection fraction <25%. Patients agreed to participate
in the study and signed an informed written consent. The study was approved by the Ethics’
Committee of the Hospital Clinic (Barcelona, Spain).
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All patients underwent a carotid Doppler ultrasound study, evaluating the common carotid,
bifurcation and the origin of the internal carotid artery, analyzing the presence of plaques, calci-
fications and degree of stenosis (1-4) [16], in addition to measuring the carotid IMT according
to the Mannheim Consensus 2006. Carotid atherosclerotic disease (CAD) was classified in 4 de-
grees of severity (Grade 1: IMT <0.9 mm, grade 2: IMT > 0.9 mm, grade 3: presence of carotid
plaques with stenosis <50% and grade 4: presence of carotid plaques with stenosis >50%).

At baseline, anthropometric, demographic, clinical and analytical data were collected at
baseline: age, sex, time on HD, previous kidney transplants, and etiology of renal disease; histo-
ry of CV risk factors (hypertension, diabetes, hypercholesterolemia, smoking); characteristics
of the HD, and concomitant treatments (antihypertensive, lipid-lowering and antiplatelet/anti-
coagulant agents, vitamin D analogs, erythropoiesis stimulating agents and doses of calcium
and intravenous iron). The Charlson comorbidity index was also calculated. Patients were fol-
lowed up for a maximum of 6 years, and events including: CV disease of cardiac origin (defined
as coronary artery disease events, congestive heart failure or cardiac arrhythmias), cerebrovas-
cular events (stroke or transient ischemic attack) and peripheral arterial events (peripheral ar-
tery disease, mesenteric ischemia, etc.), as well as total and CV mortality were collected, until
death, loss to follow-up or kidney transplantation. The associations of CAD and IMT with CV
events, CV and overall mortality were prospectively assessed.

Methods

Blood pressure was measured before each HD session during one week. Blood samples were
obtained before the second dialysis session of the week after 20-30 minutes of rest in a supine
position. At baseline, the following biochemical and hematological parameters were also mea-
sured: calcium, phosphorus, CaxP product, iPTH, total cholesterol, LDL-cholesterol, triglycer-
ides, hemoglobin, fibrinogen, ferritin, C reactive protein (CRP), blood urea nitrogen (BUN)
and Kt/V. Additional special tests included: lipoprotein (a), homocysteine, troponin-I and
brain natriuretic peptide (BNP).

Carotid Doppler ultrasound was performed with the model color Doppler ultrasound
equipment and software to measure IMT. We used a high resolution linear transducer with 7.5
MHz of frequency and 0.1 mm of resolution in real time image and 3.75 MHz for Doppler.
Subjects were placed in a supine position with the head rotated 45°, contralateral to the exam-
ined carotid. Three segments were examined: the common carotid artery at 1 cm proximal to
the carotid bulb, the carotid bifurcation (1-2 cm) and the origin of the internal carotid (1 cm
distal to the bifurcation) bilaterally. Carotid IMT was measured at 1 cm prebifurcation, ex-
plored in a longitudinal section on the far wall, obtaining 4 measurements at regular intervals.
We calculated the average of 8 measurements, right and left, considering as a normal value an
IMT < 0.9 mm, according to the criteria of the European Guidelines on Hypertension of the
ESC-ESH of 2007 [14]. We defined the presence of plaque as a focal structure that invaded the
arterial lumen of at least 0.5 mm or >50% of the surrounding IMT or demonstrated a thicken-
ing >1.5 mm measured from the media-adventitia interface to the intima-lumen interface
[16]. For plaque evaluation, longitudinal and transverse section in B mode were performed and
then, analyzed in each vessel by color Doppler and describing the location, number and struc-
tural ultrasonographic features, including calcification.

Statistical analysis

Data were analyzed using the software Statistical Package for the Social Sciences (SPSS, version
20.0, SPSS Inc). Comparison of continuous variables was performed by using the Student's t
test for unpaired data and the Chi-square test for qualitative variables. If continuous variables

PLOS ONE | DOI:10.1371/journal.pone.0127344  June 1,2015 3/12



®PLOS | one

Carotid Atherosclerosis and Cardiovascular Risk in Hemodialysis

did not show a normal distribution, data were analyzed using the Mann-Whitney s U test. Sur-
vival analysis was carried out by using the Kaplan-Meier test and multivariate Cox regression
analysis. A P-value <0.05 was considered significant.

Results
Demographics and baseline assessment

The demographic parameters of the 110 patients included are summarized in Table 1. Sixty
nine percent were male, mean age was 58.9 + 15.3 years and median time on HD 37 [14.75,
85.5] months. The mean Charlson comorbidity index was 5.26 + 2.18 points, and 27.3% of the
patients had had a previous renal transplant. The most common causes of end-stage renal dis-
ease were vascular (19.1%) and glomerular (19.1%), followed by unknown etiology (16.4%)
and diabetic nephropathy (15.5%). The prevalence of CV disease at baseline was 52.7%: 46.4%

of patients had a history of cardiac disease and 17.3% had non-cardiac vascular disease

Table 1. Descriptive analysis of the hemodialysis population and carotid ultrasound findings.

Patients (n)

Age (years)

Sex (male/female)

Charlson Comorbidity Index

Body mass index (Kg/m?)

Time on HD (months)

Dialysis dose (eKt/V)

Previous kidney transplant

Previous heart disease

Previous cerebrovascular or peripheral artery disease
Mean blood pressure (mmHg)
Tobacco use (yes/no/former)
Diabetes mellitus (yes/no)
Hypertension (yes/no)

Dyslipidemia (yes/no)

Left ventricular hypertrophy (yes/no)
IMT mean (mm)

IMT > 0.9 mm

Presence of Plaques

Calcified plaques

Presence of Stenosis

<50%

50-70%

>70%

Occlusion

Stage classification according to IMT and plaques
Grade 1 (IMT <0.9 mm, no plaques)
Grade 2 (IMT >0,9 mm, no plaques)
Grade 3 (Plaque with stenosis <50%)
Grade 4 (Plaque with stenosis >50%)

HD: Hemodialysis. IMT: Intima media thickness.

doi:10.1371/journal.pone.0127344.t001

(Mean * SD)(Cases/%)

110

58.9+15.3

76 (69.1%)/34 (30.9%)
5.26+2.18
24.33+4.39

37 [14.75, 85.5]
1.35%0.22

30 (27.3%)

51 (46.4%)

19 (17.3%)

90.72 £13.18
23/63/24 (20.9%/57.3%/21.8%)
24 (21.8%)/86 (78.2%)
94 (85.5%)/16 (14.5%)
43 (39.1%)/67 (60.9%)
34 (30.9%)/76 (69.1%)
0.78 £0.28 mm

37 (40.2%)

93 (83.6%)

80 (72.7%)

43 (39.1%)

32 (29.1%)

8 (7.3%)

2 (1.8%)

1(0.9%)

17 (15.5%)
1 (0.9%)
81 (73.6%)
11 (10%)
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Table 2. Association between abnormal intima-media thickness (IMT) and plaques with clinical and laboratory parameters.

Sex (M/F)

Age (years)

Time on HD (months)
Charlson comorbidity index

Previous kidney transplant
(yes/no)

Tobacco (yes/no)
Hypertension (yes/no)
Calcium (mg/dl)

Phosphate (mg/dl)

Calcium Phosphorus product
Pulse pressure (mmHg)
Arrhythmia (yes/no)

Prevalent cardiovascular
disease (yes/no)

Cardiovascular events (yes/
no)

Intima media thickness (mm)
Left ventricular mass (g)
CRP (mg/dl)

Fibrinogen (g/l)

IMT >0.9 mm IMT <0.9 mm P-Value (IMT>0,9 Plaques No plaques P-Value (plaques vs

(n=37) (n=55) vs <0,9) (n=92) (n=18) no plaques)

31/6 32/23 0.01 64/28 12/6 0.78

66.3%12.7 52.7 £ 141 <0.001 61.7+14.3 447 %123 <0.001

38 [15, 86] 57 [20,144] 0.33 37 [17,84] 39 [11,174] 0.87

6.16£2.15 4.4%1.89 <0.001 55+2.17 4.06 £ 1.86 0.01

6/31 21/34 0.03 24/68 6/12 0.56

21/16 16/39 0.01 42/50 5/13 0.19

33/4 46/9 0.55 84/8 10/8 0.001

9.31£0.85 9.05%1.0 0.19 9.28 £ 0.94 8.8%0.77 0.07

5.09%1.28 6.04 £1.76 0.006 5.71%1.72 5.76 £1.82 0.9

472%11.9 54.4%15.7 0.01 52.7*15.7 51.3%17.8 0.73

63.8+18 546%17.1 0.02 59.9%16.7 50.0+14.4 0.03

13/24 5/50 0.003 22/70 0/18 0.02

13/24 35/20 0.01 41/51 12/6 0.12

12/25 12/43 0.33 31/61 117 0.02
0.81+0.28 0.58+0.14 0.04

252.5+57.8 273.1 £56.4 0.12 2735+64.9 228.7%49.1 0.01

1.05%1.31 1.08 £0.95 0.9 117%£1.2 0.56 £ 0.59 0.003

4.42£0.97 4.65 +0.81 0.25 4.73+0.88 3.8%0.78 <0.001

HD: Hemodialysis. CRP: C reactive protein

doi:10.1371/journal.pone.0127344.t002

(cerebrovascular disease or peripheral artery disease). The prevalence of traditional CV risk
factors is included in Table 1.

Mean IMT was 0.78 + 0.28 mm (n = 92). In 40.2% of the cases, IMT was abnormal. The
presence of carotid plaques was very common (83.6% of patients), showing some degree of ste-
nosis in 43 of them (39.1%). Furthermore, most patients had their plaques calcified (72%).
Thus, most of our patients were allocated to the more severe degrees of our CAD classification
(degrees 3-4) (Table 1 and S1 Fig).

In the univariate analysis, pathological carotid IMT was positively associated with age, male
sex, previous CV disease, smoking, Charlson comorbidity index and pulse pressure. And nega-
tively with history of a previous transplant, serum phosphate levels and calcium-phosphorus
product (Table 2).

The presence of atherosclerotic plaques showed a positive correlation with age, hyperten-
sion, history of arrhythmia, IMT, Charlson comorbidity index, pulse pressure, left ventricular
mass index, CRP and fibrinogen levels. We did not find differences with daily calcium dose
or calcium/phosphorous product between patients with calcified plaques and non-calcified
plaques.

Prospective observational study

During a mean follow-up of 3.17 + 2.07 years, 42 (38.2%) patients received a kidney transplant
and 11 patients (10%) were lost to follow-up. Thirty-two patients (29.1%) suffered new cardiac
(69%) or vascular events (31%), the most frequent type being coronary artery disease-related
events, such as acute myocardial infarction (22%); arrhythmia (19%), heart failure (16%) and
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Fig 1. Actuarial survival in patients according to carotid atherosclerotic disease grades (grade 1-2
versus grade 3-4) and calcified versus non-calcified plaques. A) Survival analysis of patients free of
cardiovascular events. B) Cardiovascular mortality-free patients. C) Overall mortality free patients.

doi:10.1371/journal. pone.0127344.9001

peripheral vascular disease (16%). Total mortality was 28.2%, being of CV origin in 38.7% of
cases. Among the CV causes of death the most frequent were also myocardial infarction (13%),
sudden death (10%) and vascular pathology (9%). Among the non-CV causes of mortality, the
most frequent were infectious diseases (26%), followed by bleeding (16%), and cancer (10%)
(S1 Table). Patients with previous cardiovascular disease had more new cardiovascular events
(36.2%, 21/58) and a higher total mortality (32.75%, 19/58) during the follow-up compared
with patients without prevalent cardiovascular disease at baseline (21.15%, 11/52 and 23% 12/
52, respectively).

In the Kaplan Meier survival analysis, the most severe degrees of carotid atherosclerotic dis-
ease (degrees 3 and 4) were associated with new CV events (p = 0.03) (Fig 1). Overall and CV
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mortality were also higher in the group with severe CAD, but without reaching statistical
significance.
The presence of calcified plaques was associated with new CV events (p = 0.01), CV mortality
(p = 0.03) and non-significantly with overall mortality in the survival analysis (p = 0.08) (Fig 1).
Carotid IMT did not correlate with new CV events, overall or CV mortality in our analysis.

Cox regression analysis and multivariate analysis

In the univariate Cox regression analysis, new cardiovascular events showed a positive correla-
tion with CAD severity (HR 2.27, 95% CI 1.13-4.54, p = 0.02), age (HR 1.04, 95% CI 1.01-1.06,
p = 0.004), previous CV disease (HR 1.75, 95% CI 1.05-4.42, p = 0.03) and, especially, coronary
artery disease (HR 4.14, 95% CI 2.05-8.37, p<0.001), as well as, dyslipidemia (HR 2.25, 95% CI
1.11-4.53, p = 0.02), lipoprotein (a) (HR 1.01, 95% CI 1.00-1.02, p = 0.02), troponin I (HR
3.89,95% CI 1.07-14.18, p = 0.03), antiplatelet therapy (HR 2.14, 95% CI 1.04-4.4, p = 0.03)
and fibrinogen levels (HR 1.38, 95% CI 0.98-1.94, p = 0.05) (Table 3). And negatively with dia-
stolic blood pressure (HR 0.97, 95% CI 0.95-1.00, p = 0.05). All these significant values were in-
cluded in a stepwise multivariate Cox model. In the final multivariate model, new CV events
were independently associated with age (HR: 1.04, 95% CI 1.01-1.06, p = 0.007), history of cor-
onary artery disease (HR: 3.29, 95% CI 1.52-7.15, (p = 0.003) and lipoprotein (a) (HR: 1.01,
95% CI 1.00-1.02, p = 0.02) (Table 3).

Discussion

The main results of our study are the high prevalence of carotid atherosclerosis and the pre-
dominance of calcified plaques in hemodialysis patients. The presence of carotid plaques, rath-
er than IMT, predicted new cardiovascular events during the follow-up. Furthermore, the
presence of calcified plaques predicted both new cardiovascular events, as well as CV mortality,
thus suggesting the additional predictive value of plaque calcification in hemodialysis patients.

The presence of carotid plaques has been reported to be present in more than 60% of hemo-
dialysis patients in several studies [9,19-21]. An increased plaque burden and a higher preva-
lence of plaque calcification has been reported in this population vs the general population
[21,22]. In hemodialysis patients, authors have found association with different types of carotid
atherosclerosis and CV risk: such as the sum of the thickness of all plaques found [21], with the
sum of bilateral location of all plaques [22], while others propose scores based on the number
or calcification of plaques [19].

Ultrasonographic and necropsic studies have shown a much higher prevalence of calcified
plaques in ESRD patients than in age-matched controls, in whom soft plaques are more fre-
quent [20,23]. Although it has been suggested that calcified plaques are more stable; this con-
cept has been recently challenged in ESRD by some studies that have shown that the
atherosclerotic plaques of CKD patients are more complex than those of individuals with nor-
mal renal function. Coronary plaques in patients with CKD had a larger lipid core with a
higher content of calcium, cholesterol crystals and plaque disruption, as well as intraplaque
hemorrhage and new intimal vessels, compared with non-CKD patients [24,25], suggesting
that atherosclerotic plaques in CKD patients are more vulnerable, despite the higher presence
of calcium.

ESRD is associated with an increased IMT, as well as arteriosclerosis, vascular calcification,
and subsequent arterial stiffness [9,26-28]. Although carotid IMT has been traditionally consid-
ered a marker of subclinical atherosclerosis in the general population [29] and in dialysis patients
[30], recent studies indicate that the addition of this parameter to traditional cardiovascular risk
factor prediction models does not significantly improve their performance in the general
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Table 3. Univariate and Multivariate Cox regression analyses for cardiovascular events in hemodialysis patients.

Variable

Age (years)

CAD (yes/no)

Previous cardiovascular disease (yes/no)
Previous coronary heart disease (yes/no)
Dyslipidemia (yes/no)

Diabetes Mellitus (yes/no)

Hypertension (yes/no)

Tobacco (yes/no)

SBP (mmHg)

DBP (mmHg)

PP (mmHg)

Total cholesterol (mg/dl)

LDL-c (mg/dl)

Lipoprotein (a) (mg/dl)

CRP (mg/dl)

Troponin I (ng/ml)

Fibrinogen (g/l)

Antiplatelet therapy (yes/no)

ACE inhibitors / ARB treatment (yes/no)

Univariate analysis Multivariate analysis

HR (CI 95%) P-Value HR (CI 95%) P-Value
1.04 (1.01-1.06) 0.004 1.04 (1.01-1.06) 0.007
2.27 (1.13-4.54) 0.02

1.75 (1.05-4.42) 0.03

4.14 (2.05-8.37) <0.001 3.29 (1.52-7.15) 0.003
2.25 (1.11-4.53) 0.02

0.91 (0.39-2.12) 0.84

2.11 (0.64-6.95) 0.22

1.19 (0.59-2.38) 0.62

0.99 (0.98-1.01) 0.54

0.97 (0.95-1.00) 0.05

1.00 (0.98-1.02) 0.62

0.99 (0.98-1.01) 0.54

1.00 (0.98-1.01) 0.87

1.01 (1.00-1.02) 0.02 1.01 (1.00-1.02) 0.02
1.21 (0.95-1.54) 0.11

3.89 (1.07-14.18) 0.03

1.38 (0.98-1.94) 0.05

2.14 (1.04-4.40) 0.03

0.15 (0.02-1.11) 0.06

CAD: carotid atherosclerosis disease, SBP: systolic blood pressure, DBP: diastolic blood pressure, PP: pulse pressure, CRP: C reactive protein, ACE:
angiotensin converting enzyme, ARB: Angiotensin receptor blockers

doi:10.1371/journal.pone.0127344.t003

population [10]. Carotid IMT has been found to be associated with the presence of prevalent CV
disease, traditional cardiovascular risk factors (age, male gender, smoking, diabetes, dyslipide-
mia, hypertension), as well as malnutrition-inflammation status and different biomarkers in he-
modialysis patients [9,26,28]. In our study, IMT was associated with age, male sex, prevalent CV
disease, smoking, but not with other cardiovascular risk factors or markers of malnutrition-in-
flammation. Carotid IMT was also associated with pulse pressure, which can be considered a
surrogate of arterial stiffness; but did not predict new cardiovascular events or mortality in our
patients. Although some studies have shown a relationship between IMT and mortality in hemo-
dialysis [9,31], this relationship may be indirect, since IMT was associated with prevalent cardio-
vascular disease and the presence of plaques. Thus, in our hands, IMT seems to be a marker of
arteriosclerosis, rather than atherosclerosis and CV risk in these patients.

The association of carotid atherosclerosis with cardiovascular events and/or mortality has
been previously reported in dialysis patients [19,32]. Benedetto et al [15] further found that the
rate of formation of new plaques was a strong, independent predictor of incident cardiovascu-
lar events in ESRD, while changes in IMT did not predict cardiovascular outcomes. Several
studies in dialysis patients [9,19] and in the general population [10,33] have shown that the
presence of plaques is a better prognostic marker than IMT. Our results are in agreement with
these previous studies, further supporting that the presence of carotid atherosclerosis is a better
predictor of future CV events than IMT.

Furthermore, in our study the presence of calcified plaques was also associated with both
fatal and non-fatal cardiovascular events. Our results show the prognostic value of calcified pla-
ques as a cardiovascular risk marker, similarly to previous studies [19,32], and its association
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with cardiovascular morbidity and mortality in dialysis patients. However, the additional pre-
dictive value of plaque composition on the cardiovascular risk in this population deserves
further research.

Carotid plaque calcification has been associated to secondary hyperparathyroidism [34],
hypoalbuminaemia and the chronic inflammatory state, although other studies failed to find
these relationships, neither with age nor with time on dialysis [20]. In our study, in agreement
with Savage et al [20] we failed to find a relationship between the presence of calcified plaques
with markers of bone mineral metabolism, such as levels of phosphorus, calcium or iPTH; pre-
scribed daily dose of calcium or vitamin D administration, although this issue remains contro-
versial [34].

Lipid abnormalities and serum lipoprotein (a) levels are associated with IMT, the presence
and number plaques, suggesting a role for lipoprotein (a) as an independent risk factor for ath-
erosclerosis in this population [35,17]. We found no relationship between lipid abnormalities
or Lp (a) and IMT, in contrast to other studies (22), Lp (a) levels were associated with the sever-
ity of CAD in the univariate analysis, and with the incidence of cardiovascular events in the
multivariate analysis, in agreement with previous studies [36]. Our results also found an associ-
ation between CAD severity and serum troponin-I levels, suggesting its association with sub-
clinical myocardial injury.

We recognize the limitations of the present study. The definition of high-risk CAD was
based on published data linking severity and plaque characteristics. Although we had an ade-
quate long-term monitoring with minimal losses, the number of patients studied was limited,
as well as the incidence of some types of CV events, especially stroke. In addition, we did not
conduct additional carotid US examinations during the follow-up or considered time-averaged
levels of clinical and analytical parameters, thus our analyses relied on baseline measurements,
limiting the validity of our results, considering the high variability of some serum parameters
and the evolution of carotid atherosclerosis. The association between carotid atherosclerosis
and calcified plaques with the incidence of cardiovascular events was lost in the multivariate
analysis, which may be due to the low sample size and number of events. Thus, further studies
with higher sample sizes and more events should confirm our findings. The evolution of pa-
tients that received a kidney transplant after the transplant was unknown since we discontin-
ued the follow-up.

Conclusions

In summary, we found that the echographic severity of CAD, and, especially, the presence of
calcified plaques, are predictors of CV events, while IMT was not, in prevalent hemodialysis
patients. These results challenges the general believe that calcified plaques are more stable, at
least in this population. Larger prospective studies are needed to assess the relevance of CAD
and, specifically, calcified CAD, as CV outcome predictors in ESRD patients. Carotid ultra-
sound is a simple and non-invasive tool that can help to evaluate the atherosclerotic burden in
uremic patients and, perhaps, in combination with other imaging or biochemical markers may
improve the CV risk prediction in this population. This is especially relevant in our hemodialy-
sis patients in whom the Framingham risk score underestimates their actual cardiovascular
risk [5].

Supporting Information

S1 Fig. Examples of CAD classification (A-D). A) IMT <0.9 mm. B) IMT >0.9 mm. C)
Carotid plaque with stenosis <50%. D) Plaque with stenosis >50%.
(ZIP)
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Abstract

Background: To assess whether serum osteoprotegerin (OPG) and/or fetuin-A predict mortality and cardiovascular
(CV) morbidity and mortality in hemodialysis patients.

Methods: Multicenter, observational, prospective study that included 220 hemodialysis patients followed up for up
to 6 years. Serum OPG and fetuin-A levels were measured at baseline and their possible association with clinical
characteristics, CV risk biomarkers, carotid ultrasonographic findings, as well as their association with overall and CV
mortality and CV events were assessed.

Results: During a mean follow-up of 3.22 + 1.91 years, there were 74 deaths (33.6%) and 86 new cardiovascular
events. In the Kaplan-Meier survival analysis, the highest tertile of OPG levels was associated with higher overall
mortality (p = 0.005), as well as a higher, although non-significant, incidence of CV events and CV mortality. In
contrast, fetuin-A levels did not predict any of these events. OPG levels were directly associated with age, the
Charlson comorbidity index (CCl), prevalent cardiovascular disease, carotid intima-media thickness, adiponectin,
troponin-l and brain natriuretic peptide (BNP). OPG showed a negative correlation with left ventricular ejection
fraction (LVEF) and phosphate levels. In the multivariate Cox proportional hazard analysis, all-cause mortality was
associated with the highest tertile of OPG (HR:1.957, p = 0.018), age (HR:1.031, p = 0.036), smoking history (HR:2.122,
p = 0.005), the CCl (HR:1.254, p = 0.004), troponin-I (HR:3.894, p = 0.042), IL-18 (HR:1.061, p < 0.001) and albumin
levels (HR:0.886, p < 0.001). In the bootstrapping Cox regression analysis, the best cut-off value of OPG associated
with mortality was 17.69 pmol/L (95%Cl: 5.1-18.02).

Conclusions: OPG, but not fetuin-A levels, are independently associated with overall mortality, as well as clinical
and subclinical atherosclerosis and cardiac function, in prevalent hemodialysis patients.
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Background

Overall mortality remains exceedingly high in hemodialysis
patients, mainly due to cardiovascular (CV) disease [1].
The higher prevalence of classical CV risk factors do not
fully explain the excess CV risk in this population, and the
Framingham risk score poorly predicts CV events in end-
stage renal disease (ESRD) [2]. In recent years, the possible
contributory role of new and uraemia-related CV risk
factors has been thoroughly investigated in this population.
ESRD results in the accumulation of uremic toxins,
volume overload, electrolyte abnormalities, metabolic
acidosis, inflammation, anaemia, bone-mineral disorders
(BMD), oxidative and carbamyl stress, and neurohumoral
or metabolic abnormalities that can contribute to the
excess mortality in these patients [3]. The role of chronic
kidney disease (CKD)-associated BMD and vascular calcifi-
cation in this increased mortality risk in ESRD is also a
matter of intensive research. Vascular calcification is a
common finding in ESRD, appears earlier and progresses
faster than in the general population, and it is associated
with a higher mortality risk [4]. Several CKD-BMD
biomarkers, such as fetuin-A, osteoprotegerin (OPG),
osteopontin, fibroblast growth factor-23 (FGF-23), recep-
tor activator of nuclear factor-«B ligand (RANKL), klotho
or bone morphogenetic protein 7 (BMP-7) have been asso-
ciated with vascular calcification [5, 6].

OPG is a soluble cytokine of the tumour necrosis factor
(TNF) receptor superfamily expressed in osteoblasts, but
also in endothelial cells (EC), vascular smooth muscle cells
(VSMC), or in the heart; and it is modulated by inflamma-
tory cytokines. It acts as a decoy receptor for RANKL,
thus inhibiting osteoclast differentiation and activity;
and also binds TNF-related apoptosis-inducing ligand
(TRAIL), preventing TRAIL-induced apoptosis [7].
Although OPG protects against vascular calcification,
patients with ESRD show increased serum OPG levels
and in different studies, it has been directly associated
with vascular calcification [8], arterial stiffness [9, 10]
and increased mortality risk in this population [11].

Fetuin-A is a circulating glycoprotein secreted by the
hepatocytes, which acts as a potent systemic inhibitor of
calcification and a negative acute phase reactant. It pre-
vents calcium and phosphate precipitation in serum, and
protects from arterial media calcification by inhibiting
VSMC apoptosis and preventing basic calcium particle
nucleation in the extracellular matrix. In hemodialysis
patients, its plasma levels are lower than in healthy con-
trols [12]. Low fetuin-A levels have been associated with
severe and extensive vascular calcification, arterial stiff-
ness [9], as well as with increased all-cause and cardio-
vascular mortality in this population in some studies
[11, 12], but not all [13].

In this study we have evaluated the possible relation-
ship of serum OPG and fetuin-A levels with overall
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mortality risk and cardiovascular morbidity and mor-
tality in a prevalent population of hemodialysis pa-
tients, as well as their association with atherosclerosis
and/or vascular calcification, as well as with cardiac
structure and function.

Methods

Design

This was a multicenter, observational, prospective study
that included 220 patients with ESRD on maintenance
hemodialysis for at least 6 months from a University
Hospital and 4 satellite dialysis units. Patients had to be
clinically stable and without evidence of clinical heart
failure at the time of enrolment. No other specific
exclusion criteria were applied. The study was con-
ducted in accordance with the Declaration of Helsinki
and approved by the local Ethics Committee. Patients
agreed to participate in the study and signed an informed
written consent.

All patients were receiving conventional hemodialysis,
3.5 to 4.5 h, three times weekly, with dialyzers of cellu-
lose diacetate or polysulphone membranes, and a bicar-
bonate dialysate. Low molecular weight heparin was
used as standard anticoagulation. Dialysis prescription
was guided to achieve a target Kt/V = 1.3.

In a subgroup of 101 (45.9%) unselected patients, we
performed a carotid Doppler ultrasound study, while in
156 (70.9%) unselected patients an echocardiographic
study was performed.

Demographic, anthropometric, clinical and biochem-
ical data were collected at baseline, including: age, sex,
time on hemodialysis, previous kidney transplants and
aetiology of renal disease; history of cardiovascular risk
factors (hypertension, diabetes, hypercholesterolemia
and smoking); patients’ comorbidities, characteristics of
the hemodialysis sessions, and concomitant treatments
(antihypertensive, lipid-lowering, antiplatelet/anticoagulant
agents, vitamin D analogues, erythropoiesis-stimulating
agents and doses of calcium salts, such as acetate or
carbonate, as daily dose of calcium in g/day; and
intravenous iron).

Attending physicians periodically evaluated the par-
ticipating patients in their dialysis units for up to
6 years. Death and cause, kidney transplantation or
transfers to another dialysis unit were recorded. Clinical
events were also registered, including cardiovascular
events of cardiac origin (defined as coronary heart disease
events, congestive heart failure or cardiac arrhythmias),
cerebrovascular events (stroke or transient ischemic
attack) and peripheral ischemic events (peripheral artery
disease events, mesenteric ischemia, etc.). Patients were
followed until death, loss to follow-up or kidney trans-
plantation. All clinical events recorded were evaluated and
reviewed by SC, EC and AC before being assigned.
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Methods

Blood pressure was measured before each hemodialysis
session during one week and the mean of all three
sessions was considered. Blood samples were obtained
before the second dialysis session of the week after
20-30 min of rest in the supine position. Routine bio-
chemical and haematological parameters were measured
at baseline in the laboratory facilities of our institution
using pertinent autoanalyzers: Blood urea nitrogen
(BUN), creatinine, calcium, phosphate, total cholesterol,
HDL-cholesterol, triglycerides, lipoprotein (a) haemoglobin,
fibrinogen, ferritin, or C reactive protein (CRP). LDL
cholesterol was calculated by the Friedwald’s formula.
Homocysteine was determined by immunoassay in an
Advia-Centaur autoanalyzer (Siemens Spain, Barcelona),
using reagents from the manufacturer. Troponin-I, brain
natriuretic peptide (BNP) and iPTH were measured by
electrochemiluminescence assay in an Advia Centaur
analyzer (Siemens, Tarrytown, USA) using Siemens
reagents. Additional special tests included: OPG, mea-
sured through an ELISA kit (Biomedica Medizinprodukte
GmbH, Vienna, Austria), fetuin-A, by an ELISA kit
supplied by Epitope Diagnostics (Epitope Diagnostics, San
Diego, California, USA), asymmetric dimethylarginine
(ADMA) by HPLC, advanced oxidation protein products
(AOPP), by a photometric Chloramine T method, malon-
dialdehyde (MDA) by HPLC measurement of thiobarbitu-
ric acid reaction products, interleukin 6 (IL-6) and IL-10
by enzyme immunoassay from Diasource (Louvain-la-
Neuve, Belgium), IL-18 by MBL (Nagoya, Japan) and adi-
ponectin by radioimmunoassay (Millipore Corp. Billerica,
MA, USA).

Carotid Doppler ultrasound was performed with a
colour Doppler ultrasound equipment and software to
measure IMT and evaluation of plaques. Carotid IMT
was measured at 1 cm prebifurcation, explored in a
longitudinal section on the far wall, obtaining 4 measure-
ments at regular intervals. A value of an IMT < 0.9 mm
was considered as normal, according to the criteria of the
European Guidelines for the management of Hypertension
of the ESC-ESH of 2013 [14]. The presence of plaque was
defined as a focal structure that invaded the arterial lumen
of at least 0.5 mm or >50% of the surrounding IMT or
demonstrated a thickening >1.5 mm measured from the
media-adventitia interface to the intima-lumen interface
[15]. Carotid atherosclerotic disease (CAD) was classified
in 4 degrees of severity (Grade 1: IMT <0.9 mm, grade 2:
IMT > 0.9 mm, grade 3: presence of carotid plaques with
stenosis <50% and grade 4: presence of carotid plaques
with stenosis >50%). Grades 3 and 4 were considered
severe degrees.

The echocardiographic studies were performed with a
commercially available system (VIVID 7, General Electrics;
Milwaukee, WI and Sonos 5500 Philips, Andover, MA,
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USA). Measurements included left ventricular ejection
fraction (LVEF) and left ventricular wall mass indexed
(LVMI) to body surface area; LV was calculated from
M-mode recording, according to the recommendations of
the American Society of Echocardiography [16].

Statistical analysis

Results are expressed as mean + standard deviation,
median and interquartile range, or as hazard ratio (HR)
with its corresponding 95% confidence interval (95%ClI),
as appropriate. The Kolmogorov-Smirnov test was
applied to continuous variables to check for distribution
normality. The Student’s t-test for independent samples
and the Mann-Whitney U test were used for compara-
tive statistics, where appropriate. The chi square test
was used for qualitative variables. The Spearman rank
correlation coefficient, was used when at least one
variable was not assumed to be normally distributed.
Survival analysis was carried out by using the Kaplan-
Meier test and the multivariate Cox regression analysis.
Intervals and formal test for the proportional hazards
assumption of the OPG risk prediction model was
performed by bootstrapping (95%CI). Significance was
set at p < 0.05. Data were analysed by using the SPSS
software (Statistical Package for Social Sciences, version
22.0, SPSS Inc).

Results

Demographics and baseline assessment

We included 220 patients followed-up between 2004
and 2010; 70 % were male, with a mean age of
61.1 + 6.1 years, and median time on hemodialysis of
31 months [interquartile range: 9-77.7]. The mean
Charlson comorbidity index was 5.76 + 2.46 points, and
23.2% of the patients had a previous kidney transplant.
Their demographic parameters and the prevalence of
classical CV risk factors are summarized in Table 1. The
most common causes of ESRD were vascular and glom-
erular (20% and 17.3% respectively), followed by diabetic
nephropathy (16.8%) and unknown aetiology (16.4%).
The prevalence of CV disease at baseline was 54.5%:
47.7% of patients had a history of cardiac disease and
24.1% had a history of vascular disease (cerebrovascular
disease or peripheral artery disease).

The median serum level of OPG was 8.78 pmol/L
[interquartile range: 6.07-12.95] and of fetuin-A
36.88 ng/ml [interquartile range: 26.51-51.46]. The asso-
ciations of OPG and fetuin with qualitative variables
(Man-Whitney U test) and with quantitative variables
(Spearman’s rank correlation coefficient) are described
in Table 2A and B, respectively. OPG levels were associ-
ated with age, prevalent arrhythmia, the Charlson comor-
bidity index, levels of troponin-I, BNP or adiponectin,
beta-blocker treatment, phosphate, Ca x P product, or
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Table 1 Descriptive analysis of the hemodialysis population

Patients (n) 220

Age (years) 61.1 6.1

Sex (male/female) 154 (70%) / 66 (30%)
Charlson Comorbidity Index 576 + 246

Body mass index (BMI) (Kg/m?) 2433 + 439

Time on HD (months) (median) 31109, 77.7]

Previous kidney transplant 51 (23.2%)

35/130/55 (15.9%/59.1%/25%)
56 (25.5%)/164 (74.5%)
194 (88.2%)/26(11.8%)
84 (38.2%)/136 (61.8%)

Smoking (yes/no/former)
Diabetes mellitus (yes/no)
Hypertension (yes/no)

Dyslipidaemia (yes/no)

IMT, mean (mm) 0.789 + 0.282
IMT > 0.9 mm 35 (15.9%)
Presence of Plagues 85 (84.2%)
Calcified Plaques 69 (68.4%)
Presence of Stenosis 40 (72.3%)
LVH (%) 54 (24.5%)
LVMI (g/m?) 96.27 + 2607
LV ejection fraction (%) 5834 +10.73

Data are shown as mean * SD or cases (percentage) unless
otherwise specified

creatinine levels. No association was observed between
OPG levels and fetuin-A or concomitant treatments for
BMD (vitamin-D analogues or dose of calcium salts).
Fetuin-A levels were associated with age, diabetes
mellitus, and a previous kidney transplant, the Charlson
comorbidity index, levels of IL-6, homocysteine, ADMA,
or malondialdehyde and the daily dose of calcium salts.
No correlation was found with calcium, phosphorus,
iPTH or other concomitant treatments, such as vitamin D
analogues (Table 2).

The presence of carotid atherosclerotic disease, de-
fined by a pathological IMT and/or presence of carotid
plaques with stenosis, or calcified atherosclerotic plaques
was associated with higher OPG levels, but not with
fetuin-A levels (Table 2). With respect to cardiac param-
eters, fetuin-A was negatively associated with LVMI,
while OPG levels were negatively associated with LVEF.

Prospective study

During a mean follow-up of 3.2 + 1.91 years, 74 deaths
(33.6%) were recorded. The causes were of cardiovascular
origin in 35 cases and non-CV in 39 cases. New cardiovas-
cular events were diagnosed in 86 cases (65.1% cardiac
and 34.9% vascular). Kidney transplants occurred in 68
(30.9%) patients and 13 (5.9%) patients were lost to
follow-up. Among the cardiovascular causes of death, the
most frequent were sudden death (37.1%), myocardial
infarction (22.9%), and stroke (11.4%) (Additional file 1:
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Table S1). Among the non-cardiovascular causes of
mortality, the most frequent were infectious diseases
(46.2%), followed by cancer (15.4%) and bleeding (12.8%).

In the Kaplan-Meier survival analysis, the highest OPG
tertile (>11.44 pmol/L) was associated with a higher all--
cause mortality (p = 0.005) compared to the first
(<7.03 pmol/L) or second tertiles (7.03—11.44 pmol/L), as
well as when comparing the third tertile vs the two other
tertiles. Higher, although non-significant, incidence of
cardiovascular events and cardiovascular mortality were
also observed among patients in the third OPG tertile
(Fig. 1). Fetuin-A levels distributed in tertiles, were not
associated with any of these events.

Cox regression analysis

In the univariate Cox regression analysis all-cause
mortality, showed a positive relationship with age, left
ventricular hypertrophy (LVH), prevalent cardiovascular
disease, new CV events, the Charlson comorbidity index,
smoking, and the highest tertile of serum OPG,
troponin-I, BNP and CRP. A negative correlation was
observed with a history of a previous kidney transplant,
LVEE, diastolic blood pressure (BP), mean BP, serum
albumin and creatinine. No correlation was found with
calcium, phosphate, iPTH, fetuin-A levels neither its
tertiles, nor with concomitant medications, such as daily
dose of calcium salts or vitamin D analogues (Table 3).

Multivariate analysis
In the multivariate Cox proportional hazards ratio ana-
lysis all-cause mortality, was significantly associated with
the highest tertile of OPG, age, smoking history, the
Charlson comorbidity index, troponin-I, IL-18 and albu-
min levels (Table 3).

In the multivariate linear regression analysis serum
OPG levels were independently associated with age,
BNP levels, adiponectin levels and statin treatment
(Table 4), while fetuin-A was only associated with
malondialdehyde levels.

Regression models with OPG and Fetuin-A levels con-
sidered as continuous variables confirmed the robustness
of the association.

The best OPG cut-off value with bootstrap validation
in the Cox Proportional Hazards Ratio Model to predict
overall mortality in our hemodialysis population was
17.69 pmol/L (95% CI: 5.1-18.02).

Discussion

Serum OPG levels in the highest tertile were independ-
ently associated with overall mortality in prevalent
hemodialysis patients. In contrast, serum levels of
fetuin-A were not, thus suggesting that OPG may be a
better prognostic biomarker in this population. Our
results provide additional evidence on previous studies
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Table 2 Associations of osteoprotegerin and fetuin-A in the univariate analysis
A) Mann-Whitney U-test
Osteoprotegerin Fetuin-A
Variable Median (interquartile range) P-Value Median (interquartile range) P-Value
Previous Transplant
Yes 9.77 (5.14-14.27) 0944 44.1 (30.18-58.51) 0.022
No 8.58 (6.21-12.69) 35.24 (25.55-49.83)
Diabetes Mellitus
Yes 9.29 (7.06-11.76) 0575 31.12 (20.8-43.94) 0.008
No 863 (5.72-13.01) 3746 (28.04-54.02)
Left Ventricular Hypertrophy
Yes 10.02 (7.6-12.88) 0.068 3492 (26.13-51.19) 0.639
No 8.23 (5.65-12.99) 37.02 (26.93-51.97)
Arrhythmia
Yes 12.1 (6.89-15.1) 0.009 35.17 (26.79-5541) 0916
No 8.26 (5.91-11.85) 37.02 (26.50-50.89)
Statin treatment
Yes 7.93 (6.1-10.62) 0.086 35.17 (24.21-54.02) 0631
No 9.67 (6.05-13.43) 37.02 (26.87-50.75)
ACEI/ ARB treatment
Yes 7.84 (5.03-11.30) 0.059 39.99 (33.68-57.52) 0.078
No 9.08 (6.38-13.04) 35.17 (26.11-50.89)
Beta-blockers treatment
Yes 7.27 (4.99-11.49) 0.038 37.03 (27.35-54.98) 0920
No 9.08 (6.39-13.04) 36.58 (26.50-50.92)
Carotid Plaques
Yes 8.5 (6.1-12.69) 0.002 31.24 (23.48-44.91) 0.728
No 598 (341-7.77) 3534 (22.37-51.71)
Calcified Plaques
Yes 8.22 (6.23-12.66) 0.038 30.14 (23.49-44.34) 0378
No 6.94 (4.97-10.64) 37.04 (21.54-51.46)
Severe Degrees of CAD
Yes 85 (6.1-12.69) 0.002 31.24 (23.48-44.91) 0728
No 5.98 (3.41-7.77) 35.34 (22.37-51.71)
B) Spearman rank correlation test
Osteoprotegerin Fetuin-A
Variable Rho Spearman P-Value Rho Spearman P-Value
Age (years) 0.383 < 0.001 -0.161 0.018
LV mass (gr) 0.126 0.117 -0.19 0.020
LV ejection Fraction (%) —0.206 0.01 —0.056 0491
Charlson Comorbility Index 038 < 0.001 -0.14 0.040
Calcium (mg/dl) 0.115 0.088 -0.015 0.828
Phosphate (mg/dl) —-0.245 < 0.001 0011 0.870
iPTH (pg/ml) -0.118 0.083 -0.083 0.228
Ca-P product -0.2 0.003 0012 0.861
Dose of calcium salts (gr/day) -0.016 0816 0.207 0.003
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Table 2 Associations of osteoprotegerin and fetuin-A in the univariate analysis (Continued)

Creatinine (mg/dl) -0.224 0.001 0.096 0.161
BUN (mg/dl) -0.156 0.039 0017 0.824
Troponin | (ng/ml) 0.207 0.003 -0.071 0312
BNP (pg/ml) 0.305 < 0.001 -0.091 0.182
Systolic Blood Pressure (mmHg) -0.008 0.907 -0.017 0.805
Diastolic Blood Pressure (mmHg) —0.081 0.243 -0.028 0.690
Mean Blood Pressure (mmHg) —-0.049 0479 —0.025 0.727
Adiponectin (ug/ml) 0.237 < 0.001 -0.04 0.558
IL-6 (pg/ml) 0.075 0.291 -0.16 0.027
CRP (mg/dl) 0.062 0.362 -0.013 0.846
Malondialdehyde (mMol/L) 0.086 0.205 0.179 0.009
Homocysteine (umol/L) -0.021 0.757 -0.137 0.047
ADMA (umol/L) -0.034 0625 0.143 0.040
Carotid Intima-media thickness (mm) 0234 0.034 —0.071 0529

Significant results (p<0.05) are in bold

[17-19] and a recent metaanalysis [20] that reported an
increased mortality risk associated with higher OPG
levels. Furthermore, results from previous studies indicate
that OPG levels could be predictive of fatal [18, 19] and
non-fatal cardiovascular events in hemodialysis patients
[21, 22]. Although elevated OPG levels have been associ-
ated with vascular calcification [8], and its progression
[23], as well as with arterial stiffness [18, 19, 21] in ESRD
patients, its predictive value on mortality is independent
of the presence of arterial stiffness [10] or vascular calcifi-
cation [24], thus suggesting that it may be involved in
other pathways/mechanisms associated with increased
mortality in this population, as discussed below.

OPG is expressed in vivo by EC and VSMC where it
modulates apoptosis and inflammation. It is likely that
OPG could play a role in the development of athero-
sclerosis by inhibiting TRAIL-induced apoptosis of
vascular cells. In addition, circulating OPG may directly
interact with heparan sulphates in the endothelium,
favouring leukocyte adhesion [25]. In fact, the OPG/
RANKL/RANK axis has been implied in several inflam-
matory responses and has also been associated with
atherogenesis and endothelial dysfunction in non-CKD
populations [25, 26]. In addition; OPG has been related
to changes in vessel matrix composition, development of
diabetic macrovascular disease, advanced atherosclerosis
or plaque destabilization [27, 28]. However, it is not clear
whether OPG is causally related to atherosclerosis or is
a marker of the atherosclerotic burden, with high OPG
levels being a compensatory response to subclinical car-
diovascular disease, its progression; or of the transition
of VSMC to an osteoblastic phenotype [11].

In this sense, we found that OPG levels were directly
associated with carotid intima-media thickness, severe

degrees of carotid atherosclerosis and calcified carotid
plaques, as has been reported in the general population,
and in agreement with a previous study [19], but not an-
other [9]. However, despite that higher OPG levels have
also been associated with an increased cardiovascular risk
in the general population [29], therapeutic drugs targeting
the RANK-RANKL-OPG axis have not been associated
with an effect on cardiovascular events in randomized
controlled trials in the general population.

We found intriguing the relationship of OPG with
troponin-I (a marker of cardiac damage), BNP (a marker of
biomechanical stress) and its inverse relationship with LVEF.
Furthermore, BNP remained as an independent predictor of
OPG levels in the multivariate analysis, in agreement with a
previous study [19]. OPG mRNA is widely distributed in
several organs, including the heart [30]. There is evidence of
its intra-cardiac production and release into the coronary
circulation, and it has been hypothesized that it may be in-
volved in the development of LVH [31, 32]. Circulating
OPG levels also reflect the severity of cardiovascular disor-
ders, such as coronary artery disease, cardiac hypertrophy,
and heart failure in the general population [33].

Two recent studies have shown an association of OPG
with global longitudinal strain, a marker of subclinical
LV dysfunction in diabetic hypertensive patients [34]
and diabetic patients with heart failure [35]. Global
longitudinal strain is a well validated and reproducible
technique for the measurement of ventricular longitu-
dinal deformation with predictive value regarding all-
cause mortality, as well as a composite of cardiac death,
malignant arrhythmia, hospitalization due to heart
failure, urgent valve surgery or heart transplantation,
and acute coronary ischemia [36]. Thus, we show for the
first time an association between OPG levels and cardiac
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dysfunction in ESRD. It is tempting to speculate that the
relationship between OPG and mortality in hemodialysis
patients may be related, at least in part, to its putative
association with the uremic cardiomyopathy, as has been
proposed for the diabetic cardiomyopathy [34, 35].

OPG was not associated with diabetes or hypertension
in our study. Although it has also been associated with
markers of inflammation-malnutrition, we failed to find
a relationship of OPG with CRP or with albumin, but
the negative correlation observed with serum creatinine,
BUN or phosphate levels might be attributed to its pos-
sible association with malnutrition. Actually, the rela-
tionship of this biomarker with CRP and/or albumin is

not uniform in the literature [9]. OPG levels were not
associated with CKD-BMD biomarkers in the multivari-
ate analysis, in agreement with previous studies [22].
Fetuin-A is a known systemic inhibitor of vascular calci-
fication. Low serum fetuin-A levels have been associated
with all-cause and cardiovascular mortality in ESRD pa-
tients [11, 12, 37, 38], as well as with vascular calcification
and arterial stiffness; although these associations have not
been confirmed by others, both before, and after adjust-
ment for several cardiovascular risk factors, or vascular
calcification [24]. In our study, we failed to find an associ-
ation between fetuin-A levels and all-cause, cardiovascular
mortality or new cardiovascular events, or with carotid
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Table 3 Univariate and Multivariate Cox proportional hazard analysis of overall mortality
Univariate analysis Multivariate analysis

Variable HR (Cl 95%) P-Value HR (Cl 95%) P-Value
Age (years) 1.052 (1.032-1.072) <0.001 1.031 (1.002-1.06) 0.036
Charlson Comorbidity Index 1305 (1.194-1.427) <0.001 1.254 (1.075-1.462) 0.004
Previous cardiovascular disease (yes/no) 5 (1.30-3.65) 0.003 -

Incident cardiovascular disease (yes/no) 2654 (1.646-4.279) <0.001 -

Left Ventricular Hypertrophy (yes/no) 1.764 (1.093-2.845) 0.002 -

Previous Kidney Transplant (yes/no) 0.374 (0.186-0.751) 0.006 -

Interdialytic weight gain (kg) 0.764 (0.579-1.007) 0.056 -

Dyslipidaemia (yes/no) 1.255 (0.793-1.985) 0332 -

Diabetes Mellitus (yes/no) 1401 (0.861-2.28) 0.174 -

Hypertension (yes/no) 1.32 (0.606-2.878) 0485 -

Smoking (yes/no) 5 (1.376-347) 0.001 2.122 (1.251-3.599) 0.005
Systolic Blood Pressure (mmHg) 0.993 (0.983-1.004) 0.191 -

Diastolic Blood Pressure (mmHg) 0.975 (0.957-0.994) 0.010 -

Mean Blood Pressure (mmHg) 0.983 (0.968-0.999) 0.032 -

Statin treatment (yes/no) 6 (0.929-2.473) 0.096 -

Osteoprotegerin (highesttertile) 1.9 (1.203-2.999) 0.006 1.957 (1.123-3411) 0.018
Calcium (mg/dl) 6 (0.9-1.434) 0.284 -

Phosphate (mg/dl) 0.868 (0.745-1.013) 0.072 -

iPTH (pg/ml) 0.999 (0.998-1.000) 0.114 -

Fetuin-A (ng/ml) 0.994 (0.984-1.004) 0.230 -

Albumin (g/1) 0.884 (0.844-0.925) <0.001 0.886 (0.837-0.937) < 0.001
C-reactive protein (mg/dl) 7 (1.09-1.252) <0.001 -

Adiponectin (ug/ml) 1.003 (0.973-1.033) 0.867 -

IL-18 (pg/ml) 1.0 (1.00-1.001) 0.011 1.061 (1.036-1.087) <0.001
Troponin | (ng/ml) 12,626 (3.795-42.01) <0.001 3.894 (1.048-14.462) 0.042
BNP (pg/ml) 1.0 (1.0-1.001) 0.001 -

LV ejection fraction (%) 0.966 (0.945-0.987) 0.002 -

Significant results (p<0.05) are in bold

Table 4 Osteoprotegerin and Fetuin-A associations in the

multiple linear regression analysis

Variable B (Cl 95%) P-Value
Multiple regression analysis OPG

Age (years) 0.113 (0.074-0.152) <0.001
BNP (100 pg/ml) 0.202 (0.103-0.301) <0.001
Adiponectin (ug/ml) 0.126 (0.042-0.210) 0.003

Statin Treatment (yes)

Multiple regression analysis Fetuin-A

—1.977 (-3.386- -0.568) 0.006

Age (years) —0.074 (—0.649-256) 0392
Dose of calcium salts (gr/day) 0.063 (—0.003-0.007) 0461
Malondialdehyde (mmol/L) 0322 (0.211-0.699) <0.001
IL-6 (pg/ml) —0.154 (-0.118-0.007) 0.079

Adjusted R” of model: 0.255
Significant results (p<0.05) are in bold

atherosclerosis, in agreement with previous studies [9].
Fetuin-A is a negative acute phase reactant, whose levels
may be influenced by the presence of inflammation, as well
as, insulin resistance, glucose intolerance, fatty liver
disease, metabolic syndrome and an atherogenic lipid pro-
file. In our study, we observed its association with diabetes
mellitus, daily dose of calcium salts, left ventricular mass
(but not with markers of cardiac dysfunction), and some
biomarkers of inflammation or oxidative stress, such as
IL-6, MDA or ADMA.

Apart from OPG levels, in our multivariate analysis
overall mortality was also associated with age, the degree
of comorbidity, and smoking, as expected; as well as with
the levels of troponin-I (as a marker of cardiac damage)
and IL-18 and albumin (as markers of inflammation-
malnutrition) showing the complex pathogenesis of the
disease in this population.
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The limitations of the present study need to be
addressed, including the relatively limited sample size and
number of events. Thus, a larger patient cohort would be
necessary to confirm our findings and to validate OPG as
a biomarker of mortality in this population. Our analysis
is limited to data obtained at baseline. The lack of
repeated measurements of both OPG and fetuin-A levels
during the follow-up, limited our ability to determine a
causal relationship between OPG and mortality [39].
Furthermore, other markers of bone turnover were not
measured (such as FGF23, sclerostin and Klotho). Another
limitation is that we did not perform a carotid Doppler
ultrasound and an echocardiographic study to the whole
group, but to a subgroup of unselected patients. However,
there are no reasons, to suspect significant bias in inter-
preting the results. Another limitation of the study was
that we included patients with prevalent cardiovascular
disease, which already have a higher cardiovascular risk. It
would be interesting to repeat this study including patients
without cardiovascular disease at baseline. Another poten-
tial limitation is the technical issues with the assay for the
determination of OPG or fetuin-A (e.g. potential fragmen-
tation) which are unexplored at present. In CKD, serum
fetuin-A is mainly present as a fetuin-mineral complex
(composed of fetuin-A, fibrinogen, fibronectin-I and
calcium), and the fraction of total fetuin-A as a complex,
rather than free fetuin-A increases progressively as the
estimated glomerular filtration rate decreases [40].

Conclusion

In conclusion, the present study shows that high levels
of OPG, but not fetuin-A, are associated with increased
mortality in prevalent hemodialysis patients. Higher
levels of OPG are associated with both markers of sub-
clinical atherosclerosis and cardiac function, but not
with CKD-BMD biomarkers. Understanding the possible
relationship between OPG and uremic cardiomyopathy
deserves further studies.
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