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FRCV: factor de risc cardiovascular

DML1.: diabetis mellitus tipus 1

MAC: malaltia arterial coronaria

MCYV: malaltia cardiovascular

250HD: 25-hidroxivitamina D

EHNA: esteatosi hepatica no alcoholica

CAC: calcificacio arterial coronaria

GIMC: gruix intima-mitja carotidi

DM2: diabetis mellitus tipus 2

AHA: American Heart Association

CV: cardiovascular

HbALc: hemoglobina glicosilada Alc

HDL.c: colesterol unit a lipoproteines d’alta densitat
PAs: pressi6 arterial sistolica

PESA: Progression of Early Subclinical Atherosclerosis
TC: tomografia computeritzada

CAC:s: calcificacio arterial coronaria score

UA: unitats d’ Agatston

ECG: electrocardiograma

ITB: index turmell-brag

CACTI: Coronary Artery Calcification in Type 1 Diabetes Study
IMC: index de massa corporal

NADPH: nicotinamida adenina dinucleotid fosfat

RI: resisténcia a la insulina

VLDLc: colesterol unit a lipoproteines de molt baixa densitat
PAI-1: inhibidor de I’activador del plasminogen 1
LDLc: colesterol unit a lipoproteines de baixa densitat
PCR: proteina C reactiva

PAd: pressio arterial diastolica

IL: interleucina

TNEF: factor de necrosi tumoral

Th1: activacio limfocitaria T cooperadora tipus 1
Th2: activacio limfocitaria T cooperadora tipus 2
1,250HD: 1a,25-dihidroxivitamina D

PTH: parathormona

DCCT: Diabetes Control and Complications Study
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= EDIC: Epidemiology of Diabetes Interventions and Complications
= PCR-as: proteina C reactiva d’alta sensibilitat

= NCEP-ATP IlI: National Cholesterol Education Program-Adult Treatment Panel 11
= SCORE: Systematic Coronary Risk Evaluation

= REGICOR: registre gironi del cor

= |AM: infart agut de miocardi

= UKPDS: United Kingdom Prospective Diabetes Study

= ADA: American Diabetes Association

= EURODIAB: European Diabetes Prospective Complications Study
= ARIC: Atherosclerosis Risk in Communities

= ACC: arteria carotida comu

= ACI: artéria carotida interna

= UH: unitats Hounsfield

= mm: mil-limetres

= ESC: European Society of Cardiology

= EASD: European Association for the Study of Diabetes
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Breu resum

La millora en el control dels diferents factors de risc cardiovascular (FRCV) classics que
afecten els pacients amb diabetis mellitus tipus 1 (DML1), no ha aconseguit que la malaltia arterial
coronaria (MAC) deixi de ser la causa primordial de morbimortalitat en aquesta poblacié. La
reconeguda rellevancia d'aquest tema contrasta amb la controvérsia sobre la necessitat d'un cribratge
cardiovascular entre els pacients amb DM, la disparitat d’opinions sobre el potencial diagnostic de
les proves d'imatge per a la detecci6 de la malaltia cardiovascular (MCV) subclinica i I'existent debat
sobre el paper de determinats FRCV no classics com la vitamina D, marcadors inflamatoris diversos
o la coexisténcia d’esteatosi hepatica en 1’arterioesclerosi precog que pateixen aquests pacients.

En aquest treball de tesi s’ha realitzat un estudi minucios d’una cohort de malalts de I'area
Mediterrania afectes de DM1, asimptomatics i amb més de 10 anys d’evolucié de la malaltia,
mitjancant la caracteritzacié clinica, l'analisi de parametres serics de potencial rellevancia
(adiponectina, I'YKL-40, 25-hidroxivitamina D (250HD), etc.) i I'estudi ecografic hepatic per a la
deteccid d'esteatosi hepatica no alcoholica (EHNA). Aquesta informacié s’ha correlacionat amb
dades d'ateroesclerosi preco¢ obtingudes mitjancant l'estudi de la calcificacio arterial coronaria
(CAC) per tomografia i la mesura del gruix de la capa intima-mitja arterial mitjangant 1’ecografia
carotidia.

La realitzacio del estudis sobre una mostra de pacients amb DM1 de la nostra area va revelar
una molt reduida prevalenca de MCV subclinica i una correlacié entre els resultats de l'ecografia
carotidia i la quantificacié del calci coronari que assenyalaren el potencial d’aquestes proves pel
diagnostic de la MCV subclinica en els pacients amb DM1. En la investigacié dels FRCV no classics
associats a la presencia de MCV subclinica es van descartar les concentracions de 250HD i els
marcadors serics com l'adiponectina o I"YKL-40. Per contra, en I'estudi univariant del quart treball es
va demostrar una associacio significativa entre la preséncia d'ateroesclerosi carotidia i d'esteatosi
hepatica.

Es conclou que, en el nostre territori, existeix una molt baixa prevalenca de MCV subclinica
entre els pacients amb DM1 que no en justifica el cribratge generalitzat perd que, en pacients
determinats, disposem de proves diagnostiques per a la seva deteccid. Aixi doncs, en ’estudi del

pacient amb DML1 de I'area Mediterrania i, basant-nos en les dades obtingudes, ens podem valdre de
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I'ecografia carotidia per a la deteccié i de l'ecografia abdominal per a I’estratificacié del risc
cardiovascular. EI coneixement més profund de la MCV subclinica en els pacients amb DM1 de la
nostra area quant a prevalenga, métodes de diagnosi adequats, gravetat i factors associats ens
ajudaria a dissenyar intervencions preventives, terapeutiques i de seguiment potencialment més

dirigides i eficaces.

The control improvement of classical cardiovascular risk factors that affect patients with
type 1 diabetes mellitus, has not been able to stop coronary artery disease from being the primary
cause of morbidity and mortality in this population. The acknowledged relevance of this issue
contrasts with the controversy over the need for cardiovascular screening among these patients, the
disparity of opinions about the diagnostic potential of imaging tests in subclinical cardiovascular
disease detection and the existing debate about the role of certain non-classical cardiovascular risk
factors in the early arterioesclerosis of these patients such as vitamin D, various inflammatory
markers or the coexistence of liver steatosis.

In this thesis work, a detailed study of a cohort of DM1 patients from the Mediterranean
area, without cardiovascular symptoms and with more than 10 years of disease evolution has been
done by clinical characterization, the analysis of analitical parameters of potential relevance
(adiponectin, YKL-40, 25-hydroxyvitamin D, etc.) and a liver ultrasound study for the detection of
non-alcoholic hepatic steatosis. This information has been correlated with early atherosclerosis
data obtained through the study of coronary artery calcification by tomography and the

measurement of the thickness of the intima-medial carotid artery by carotid ultrasound.

The perfomance of studies on a sample of patients with type 1 diabetes from our area
revealed a very low prevalence of subclinical cardiovascular disease and a correlation between the
results of carotid ultrasound and the quantification of coronary calcium that indicated the potential
of these tests in subclinical atherosclerosis diagnosis in patients with type 1 diabetes. The
investigation of the non-classical cardiovascular risk factors associated to the presence of

subclinical cardiovascular disease discarded 250HD concentrations and serum markers such as
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adiponectin or YKL-40. In contrast, in the univariate study of the fourth thesis work, a significant
association was found between the presence of carotid atherosclerosis and hepatic steatosis.

It is concluded that, in our territory, there is a very low prevalence of subclinical
cardiovascular disease among patients with type 1 diabetes that does not justify generalized
screening but that, in certain patients, we have diagnostic tests for its detection. Therefore, in the
study of the patient with type 1 diabetes from the Mediterranean area and, based on the data
obtained, we can use the carotid ultrasound for the detection and abdominal ultrasound for
cardiovascular risk stratification. Deeper knowledge of subclinical cardiovascular disease in
patients with type 1 diabetes in our area regarding prevalence, severity grade, appropriate
diagnostic methods and associated factors would help us to design more targeted and effective

preventative, therapeutic and monitoring interventions.
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Presentacio de la tesi

Aquesta tesi doctoral es presenta com un compendi d’articles originals, préviament aprovada
per la Comissi6 Académica del Programa de Doctorat de la Universitat Autonoma de Barcelona, on
el doctorant és autor o coautor principal de tots els treballs.

Com a eix fonamental de la tesi doctoral, la investigacio aprofundeix en la naturalesa de
’arterioesclerosi preco¢ que presenten, en general, els pacients amb DM1 en dues esferes clarament
diferenciades. L’una analitza la prevalenga de la MCV en una cohort de pacients amb DM1 de I’area
Mediterrania de I’entorn de Badalona, mitjangant dos meétodes de diagnosi com son 1’ecografia
carotidia amb la mesura del gruix de la intima-mitja carotidia (GIMC) i la mesura de la CAC amb la
realitzacié d’una tomografia axial computeritzada mutidetectora.

L’altra area d’estudi de la tesi i dels articles que la componen és 1’avaluacio6 del potencial vincle
entre el resultats de les proves d’exploracié cardiaca amb determinats factors associats al risc
cardiovascular recentment proposats en la literatura com la vitamina D, 1’esteatosi hepatica i
determinats biomarcadors inflamatoris, de cara a establir-ne el seu rol concret en una cohort de
persones amb DML de la nostra area de treball.

Aquesta investigacio ha estat parcialment financada amb I’Ajut a la Recerca Gongal Lloveras
de la Societat Catalana de Diabetis. Aquesta beca és va atorgar el 2010 a la Dra. Eva Aguilera

Hurtado com a investigadora principal.
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2.1 LADIABETIS MELLITUS I LA MALALTIA CARDIOVASCULAR

2.1.1 PREVALENCA DE DIABETIS MELLITUS

La DM1 és una malaltia caracteritzada per la deficiéncia absoluta d’insulina provocada per la
destruccio autoimmunitaria de les cél-lules B pancreatiques. Segons ’estudi Di@bet.es, la
prevalenca a Espafa de la diabetis mellitus tipus 2 (DM2) és del 13,8%. Al seu torn, la prevalenca de
la DML1 és del 0,2 - 0,3%, representant aproximadament entre un 10 i un 15% del total de la diabetis.
La incidéncia anual per cada 100.000 habitants de la DM1 oscil-la entre el 9,5 i el 16 entre els
menors de 14 anys i entre el 9,9 i el 15 entre els adolescents dels 15 als 29 anys'. Per motius encara

no ben establerts, la prevalenca de la DM1 esta en augment?.

2.1.2 PREVALENCA DE MALALTIA CARDIOVASCULAR

En el territori de I’Estat espanyol, les MCV s6n la principal causa de mort. En I’any 2015 es
van produir 422.568 defuncions (49.5% de dones), essent el grup de malalties del sistema circulatori,
malalties isquemiques del cor i malalties cerebrovasculars les que van ocupar la primera posicié amb
un total de 124.197 defuncions (29.4%). Segons el génere, les malalties isquemiques del cor foren la
principal causa de mortalitat entre els homes i per contra, les malalties cerebrovasculars foren la
causa principal de defuncié en el sexe femeni®.

Si focalitzem en els pacients amb DM2, es considera que la meitat de les defuncions sén
provocades per les MCV i, alguns estudis realitzats en el nostre territori, apunten a percentatges
superiors de fins el 70%*. Entre els pacients amb DM1 la proporcié de defuncions per MCV assoleix
magnituds del 44%°.

Aquesta mortalitat per MCV incrementada deriva d’una predisposici6 a patir esdeveniments
cardiovasculars (CV) dels pacients amb diabetis mellitus, tanmateix la magnitud d’aquest risc CV
genera controversia. L’ American College of Cardiology i 1’American Heart Association (AHA)
consideren la diabetis com un dels principals factors afavoridors de la coronariopatia i equiparen el
risc CV dels pacients amb DM2 i sense antecedents CV al risc d’aquells pacients amb MCV

establerta pero sense diabetis, anomenant aquest fenomen 1’equivalent coronari®. Aquesta afirmacio
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ha estat ampliament criticada i rebatuda en diferents estudis de casos i controls, un d’ells elaborat en
el nostre territori”®.

Sembla existir un major consens en considerar que el risc de patir un esdeveniment CV d’un
pacient amb DM2 és dues vegades superior al de la poblaci6 general i, de 2,5 vegades superior quant
als esdeveniments cerebrovasculars. Aquest risc €s proporcionalment major en el sexe femeni i en
els majors de 60 anys®™.

Existeix menys informacié sobre el risc CV i la DM1. Malgrat tot, hi ha estudis que eleven
la possibilitat de patir una malaltia coronaria en aquest col-lectiu en 10 vegades respecte els
subjectes no diabetics de la mateixa edat i sexe'!?. Recentment s’ha observat una lleu milloria en la
taxa d’esdeveniments CV entre els pacients amb DM1%, pero persisteix una tendéncia a
1’arterioesclerosi accelerada i precog associada a aquesta malaltia.

Aguest increment de risc CV dels pacients amb DM1 presenta una série de factors associats
que depenent del genere. D’aquesta manera, entre els pacients amb DM1 del génere masculi, aquest
risc s’ha vinculat de forma independent amb el percentatge d’hemoglobina Alc (HbAlc), la rad
cintura-maluc, la concentracié de colesterol unit a lipoproteines d’alta densitat (HDLc), el
tabaquisme, la taxa d'excrecié urinaria d'albimina i la preséncia de neuropatia autonomica. D’altra
banda, entre les dones amb DM, s’hi han vist associades I'edat, la pressi¢ arterial sistolica (PAs), la
concentracié dels triglicérids en deja, la taxa d’excrecio urinaria d’albimina i la presencia de

retinopatia diabética??.
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2.1.3 MALALTIA CARDIOVASCULAR SUBCLINICA

L’arterioesclerosi és la paraula utilitzada per indicar qualsevol pérdua d’elasticitat arterial
essent I’ateroesclerosi el terme que s’utilitza per designar, de forma especifica, que aquesta pérdua
es deguda a la preséncia de plaques d’ateroma.

Paral-lelament, es defineix la MCV subclinica com aquella fase arterioesclerotica
asimptomatica o preclinica que es pot expressar topograficament com a malaltia arterial periférica,
lesio carotidia, aortica, ilio-femoral o amb com a CAC. En major o menor mesura, les dades de
prevalenca dependran del métode utilitzat en la seva deteccid i estudi, aixi com de la poblacié a
estudi. Seguidament es presenten les dades de MCV subclinica en poblaci6 general, DM2 i DML1.

Poblaci6 general:

L’estudi Progression of Early Subclinical Atherosclerosis Study (PESA) es va realitzar en
4.184 treballadors de Madrid asimptomatics per MCV i amb una edat compresa entre els 40 i els 54
anys. Sobre aquesta cohort es va avaluar la prevalenga d’arterioesclerosi subclinica en la regio
carotidia, aortica, ilio-femoral i coronaria emprant-se 1’ecografia i tomografia computeritzada (TC).
S’establiren com a indicadors de MCV subclinica tant I’existéncia de plaques arterioesclerotiques en
les esmentades localitzacions com la CAC. Aquesta darrera lesié fou mesurada amb la puntuacié de
la CAC o el calcium score (CACs), considerant-se positiu en aquelles proves amb una puntuacio
igual o superior a 1 Unitat d'Agatston (UA) (veure apartat 2.5.1.4). Es van estratificar els pacients
segons els resultats obtinguts: a) lliures de MCV subclinica, 0 regions afectades, b) MCV subclinica
focal, 1 regi6 afectada, ¢c) MCV subclinica intermedia, 2-3 regions afectades, d) MCV generalitzada,
4-6 regions afectades.

Es va concloure que existia una prevalenca global de MCV subclinica en poblacié general del
63% (71% en homes i 48% en dones), classificant-se com a intermédia i generalitzada en un 41%

dels casos.
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Diabetis mellitus tipus 2:

Si ens centrem en els pacients amb DM2, disposem d’un treball amb una cohort procedent del
Cardiovascular Heart Study®®, formada per 5.712 pacients majors de 65 anys. A aquests pacients
se’ls van realitzar proves vasculars i estudis analitics per a estratificar-los segons si presentaven un
trastorn del metabolisme de la glucosa i/o una MCV subclinica o clinica. En aquells individus sense
MCYV coneguda on es detectava una alteracio de 1’ecografia carotidia, de 1’electrocardiograma (ECG)
i/0 de I’index turmell-brag (ITB), se’ls classificava com afectes de MCV subclinica.

Com a resultats, es va detectar una prevalenca de MCV subclinica de fins el 60% en el conjunt
de la mostra. Aquesta prevalenca representava el 56,8% entre els pacients amb glucémia basal
alterada, el 66,5% entre el pacients amb recent diagnostic de DM2 i assolia el 78,9% entre els
pacients amb DM2 coneguda.

Diabetis mellitus tipus 1:

En un estudi realitzat a Denver (Colorado, Estats Units d’Ameérica) sobre una cohort de
pacients amb DM1, es va avaluar la prevalenca de MCV subclinica mitjancant el CACs. En aquest
estudi anomenat el Coronary Artery Calcification in Type 1 Diabetes Study (CACTI Study)®, la
mostra estava formada per 656 pacients amb DM1 i 764 controls sans, tots ells sense
simptomatologia ni antecedents de MCV. En aquesta cohort, tant entre els pacients com entre els
controls, en destacava una elevada proporci6 de sobrepés grau Il (index de massa corporal (IMC) >
27 kg/m?) de fins el 45% i una elevada proporcié de fumadors actius i d’ex-fumadors, de fins el 70%.

Els resultats van demostrar un CACs > 0 en el 48% dels homes i en el 27,5% de les dones amb
DM1. Comparant amb els controls no diabetics, els pacients amb DM1 van demostrat 2,.1 vegades

més risc de presentar MCV subclinica, en el genere masculi i 3,6 vegades més de risc, en el femeni.
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2.2 L’ARTERIOESCLEROSI EN LA DIABETIS MELLITUS

2.2.1 ARTERIOESCLEROSI EN LA DIABETIS MELLITUS

En els pacients amb diabetis mellitus, tant DM1 com DM2, sembla existir una modificacid
prematura o envelliment prematur de I’estructura vascular que s’inicia amb la preséncia de disfuncid
endotelial seguit per un engruiximent de la intima coronaria i un augment de la rigidesa arterial,
produint-se una arterioesclerosi accelerada i precog. Multiples autors convergeixen en la hipotesi de
gue aquesta arterioesclerosi precog s’establiria com a resultat sumatori entre factors metabolics
(inflamacio, hiperglucémia i resisténcia a 1’accié de la insulina), factors trombotics (disfuncid
endotelial, disfuncié plaguetaria, glicosilacio) i FRCV classics, més frequents en aquesta poblacio
(hipertensi6 arterial, dislipemia i insuficiencia renal)*’.

Alguns dels processos implicats en el desenvolupament de 1’arterioesclerosi en el pacient amb
diabetis son els seglients:

Hiperglucémia:

La hiperglucémia, per si mateixa, pot provocar dany vascular. Les concentracions
incrementades de glucosa modulen 1’expressié genica de les cél-lules presents en el vas sanguini
(endotelials, macrofags, monocits, cel-lules musculars llises, etc.), produeixen estrés oxidatiu a
través de diferents vies metaboliques (generant superoxids per la via mitocondrial, nicotinamida
adenina dinucleotid fosfat (NADPH) a través dels macrafags i dels mondcits o radicals hidroxils a
partir de mecanismes redox). A més, s’ha vinculat amb una reducci6 de la produccio endotelial
d’0xid nitric afectant la relaxacio del vas sanguini tot conduint a la rigidesa vascular?®,

Resisténcia a la insulina:

En els pacients amb DM2 i en aquells pacients amb DM1 i sindrome metabolica,
malauradament cada cop més frequents®®, trobem la resisténcia a la insulina (RI) com a factor
fonamental associat al desenvolupament de 1’arterioesclerosi. Existeix una relacio complexa i
bidireccional entre la RI, 1’arterioesclerosi i alguns FRCV classics (dislipemia aterogeénica, la

hipertensio arterial i la hiperglucemia) i condueixen plegats cap al dany endotelial.
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A nivell fisiopatologic, la RI actua a través a través de dos mecanismes fonamentals. Per una
banda, la manca d’acci6 de la insulina implica un increment reactiu de les concentracions d’insulina
circulant o hiperinsulinisme i, d’altra banda conduint cap a la hiperglucémia en aquelles persones
amb fallida progressiva de la secrecio d’insulina. L’hiperinsulinisme derivat de la Rl actua a
diferents nivells:

1. A nivell del macrofag: diferents estudis suggereixen que els pacients amb RI presenten
macrofags amb una disminuci6é de 1’expressio a la seva superficie de la proteina tirosina
quinasa del receptor de la insulina, potenciant la situacio de RIl. Aquests macrofags resistents a
I’acci6 de la insulina circulant estan predisposats a la captacié de particules aterogéniques i a
la formacié de cél-lules escumoses. Aquest procés forma part de les primeres fases de
1’arterioesclerosi i de la formacié de la placa aterogenica, com s’explicara més endavant.

2. A nivell de I’hepatocit: la hiperinsulinemia actua directament sobre els hepatocits promovent
la lipogenesi i estimulant el catabolisme de particules d’HDLc a favor de la formacio de
particules proaterogéniques de colesterol unides a proteines de molt baixa densitat (VLDLc).

3. A nivell hemorreologic: unes concentracions incrementades d’insulina s’han vinculat amb
I’increment de I’inhibidor de 1’activador del plasminogen-1 (PAI-1) condicionant un estat
protrombotic, amb 1’impediment de la dilatacio arterial mediata per oxid nitric i amb la
proliferacio de les cél-lules musculars Ilises®.

Dislipémia:

Les particules de colesterol unides a lipoproteines de baixa densitat (LDLc) que han patit
processos d’oxidacié son citotoxiques per les cél-lules endotelials, estimulen la quimiotaxi dels
monocits circulants i la proliferacié de macrofags i de cel-lules musculars llises. Aquests leucocits

internalitzen les particules, acumulen ésters de colesterol i formen cel-lules escumoses?.
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2.2.2 ATEROESCLEROSI EN LA DIABETIS MELLITUS TIPUS 1

Tot i que és complicat diferenciar fisiopatologicament la DM1 i la DM2 en el procés de
I’ateroesclerosi, focalitzarem en el procés de formacio de la placa d’ateroma en el pacient amb DML1.
Tal i com es resumeix en la (Figura 1), es diferencien els seglients passos en aquest proceés i, de cada
punt, es puntualitzaran aquelles particularitats vinculades amb la DM1.:

FIGURA 1. Fases fisiopatogéniques de la formacid de la placa d’ateroma
A B

Migracié \
de cél-lules
musculars
Permeabilitat Migracié Adhesié Adhesié llises Formacié de
endotelial leucocitaria i I itaria el-lul

c ' D

Adhereéncia i Adhereéncia i
Activacié  agregacié de entrada de

T

Acumulacié Formacié d’un Formaci6 de Ruptura de la Aprimament de Hemorragia dels
de macrofags nucli necrétic capa fibrosa placa la capa fibrosa microvasos de la placa

A: fase de disfuncio endotelial, B: fase de placa greixosa, C: fase de placa complicada, D: fase de
placa fibrosa

Adaptat de Ross R. Atherosclerosis — an inflammatory disease. N Engl J Med. 1999 14;340:115-
2628

Fase de disfuncid endotelial:

La DM1 es considera una malaltia que condiciona un estat proinflamatori cronic. A favor

d’aquesta hipotesi trobem que mdaltiples estudis han objectivat concentracions circulants
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incrementades de biomarcadors inflamatoris en aquests pacients respecte a la poblacio general.
Es el cas de la proteina C reactiva (PCR), la interleucina (IL)-6 i el factor de necrosi tumoral
(TNF)-a?2. A més, se n’han correlacionant les concentracions amb la preséncia de
complicacions micro®2* i macrovasculars®, conseqiiéncies d’aquesta arterioesclerosi precog i
accelerada.

Aquesta inflamaci6 cronica propia dels pacients amb DM1 i els altres factors metabolics
esmentats provoquen un estrés continu sobre les cél-lules endotelials. Aquest dany continu
provoca la disfuncié endotelial que engloba una reactivitat vascular anormala i una alteracié

de la interaccio entre I’endoteli i els diferents components de la sang.

Fase de reclutament cel-lular, d’infiltracié lipidica i de resposta inflamatoria:

L’estrés i el dany cel-lular persistents condueixen a la fase de placa greixosa en que, les
cel-lules endotelials danyades augmenten la permeabilitat a particules proaterogeniques,
expressen multiples gens proinflamatoris i presenten més molécules d’adhesio que faciliten la
quimiotaxi sobre els monacits circulants. Els macrofags infiltrats en 1’espai endotelial capten
les particules oxidades de LDLc, es transformen en cel-lules escumoses portadores d’ésters de
colesterol, alliberen metal-loproteinases i secreten factors de creixement i citocines
inflamatories®.

A part del monocits/macrofags, en les lesions arterioesclerdtiques sempre existeix una

infiltracio de limfocits T. S6n predominantment CD4 positius perd amb presencia de cel-lules

natural killer i CD8. La seva activacio provoca una cascada de processos que culminen en una
alliberacid de citocines que es pot presentar en dues diferents vessants:

a) L’activacio limfocitaria tipus 1 cooperadora (Type 1 helper response (Thl)), que estimula
als macrofags provocant una resposta inflamatoria de caracteristiques similars a la defensa
contra I’atac de patogens intracel-lulars.

b) L’activacié limfocitaria tipus 2 cooperadora (Type 2 helper response (Th2)) que

desemboca en una reaccié inflamatoria similar a una al-lérgia.
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En les lesions arterioesclerotiques hi predomina la resposta Thl que indueix la produccid
d’interferd-Y per part dels macrofags que desencadena que, al seu torn, afavoreix una
produccié sinergica de TNF-o, IL-1. Com a resultat, es poden detectar concentracions
incrementades de PCR i IL-6 en sang periférica®®.

En estudis realitzats en pacients amb DM1 es demostra que els monocits circulants estan més
activats i que a part, presenten una major concentracio de citocines proinflamatories derivades
de la resposta Thl que els controls no diabétics?2242’, Tant les cél-lules espumoses com els
limfocits T responen a la preséncia d’aquests tipus de citocines (concretament TNF-o i IL-1) i
de particules de LDLc modificat, que actuen com a potents quimiotactics de noves cél-lules T

i més macrofags, reverberant el procés.

Migracié de cél-lules musculars llises o fase de placa complicada:

Existeixen multiples factors que estimulen la migracié de les cél-lules musculars llises a la
zona de la capa intima i la seva proliferacio: les particules de LDLc oxidat, els factors de
creixement com el derivat de les plaquetes, les citocines, etc. En cas de persisténcia dels
factors desencadenants es van succeint processos de reclutament, migracio, proliferacid i
fibrosi que reestructuren la lesid esdevenint una estructura composta per una capa fibrosa

externa que engloba un nucli central de greixos i de teixits necrosats.

Alliberacio6 de les metal-loproteinases i adhesio plaquetaria:

Tant els macrofags com les cél-lules musculars llises que infiltren i conformen la lesio
arterioesclerotica i, sota I’estimul constant de les particules de LDLc oxidat i dels limfocits T
estimulats, produeixen 1’alliberament de metal-loproteinases que degraden la matriu
extracel-lular i el col-lagen. Aquesta fase també rep el nom de placa fibrosa i inestable. Dins
d’aquesta familia de proteinases, les més predominants son les metal-loproteinases tipus 2 i
tipus 9. Aquests enzims participen en el procés de remodelacid, hemorragia dels vasa vasorum
i ruptura de les plaques ateromatoses?,

Paral-lelament, les plaquetes s’adhereixen a la lesié i granulen alliberant diferents molécules

com ara citocines que participen en el procés inflamatori, factors de creixement que recluten i
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afavoreixen la proliferacio de cél-lules musculars Ilises i mondcits, acid araquidonic que pot
convertir-se en tromboxa A2 (vasoconstrictor) o en leucotriens (proinflamatori). Al seu torn,
les plaquetes un cop activades, expressen la glicoproteina Ilb/Illa que intervé en el reclutament
de més plaquetes i afavorint la formacié i I’expansié del trombe?.

La placa d’ateroma dels pacients amb diabetis és més inestable que la propia de la poblaci6é no
diabética per la seva major proporcié de lipids, de trombes intramurals, d’infiltracié de
macrofags i de metal-loproteinases macrofagiques tipus 2 i 9%°. Aquest és un fet molt rellevant
gue pot explicar la major gravetat i el major nombre d’esdeveniments CV en les persones amb
DML.

Aquest fet ha provocat que, en els pacients amb DM1, s’hagin proposat les metal-loproteinases
tipus 2% i la tipus 9! com a marcadors de microangiopatia i macroangiopatia, respectivament.

Aquesta dada vincula el mecanisme fisiopatologic amb 1’arterioesclerosi precog i accelerada

d’aquests pacients que condueix a la preséncia de complicacions croniques.
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2.3 FACTORS DE RISC CARDIOVASCULAR CLASSICS EN LA DIABETIS MELLITUS

Els FRCV so6n caracteristiques, condicions o habits d’un individu que afavoreixen 1’aparicid
de MCV, no sempre amb una relacié causa-efecte, perd que la seva deteccié ens permet calcular el
risc de patir esdeveniments vasculars d’un determinat pacient. Es poden classificar en causals,

predisposants i condicionals®. (Taula 1)

Classificaci6 dels factors de risc cardiovasculars

Factors de risc causals
Tabac
Hipertensié arterial
Augment del ColT o del LDLc
HDLc baix
Diabetis mellitus
Edat avancada

Factors de risc condicionals
Hipertrigliceridémia
Particules LDL petites i denses
Homocisteina sérica incrementada
Lipoproteina (a) serica incrementada
Factors protrombotics (fibrinogen, PAI-1)
Marcadors inflamatoris (PCR)

Factors de risc predisposants
Obesitat (IMC > 30 kg/m?)
Inactivitat fisica
Insulinresisténcia
Obesitat abdominal (perimetre cintura > 102 cm en homes, > 88 cm en dones)
Historia familiar de cardiopatia isquémia precog
Caracteristiques étniques
Factors psicosocials
Factors socioeconomics

ColT: colesterol total, LDLc: colesterol unit a proteines de baixa densitat, HDLc: colesterol unit
a lipoproteines d’alta densitat, PAI-1: inhibidor de 1’activador del plasminogen 1, PCR: proteina
C reactiva, IMC: index de massa corporal

Adaptat de Grundy SM, Pasternak R, Greenland P, Smith SJ, Fuster V. Assessment of
cardiovascular risk by use of multiple-risk-factor assessment equations: a statement for
healthcare professionals from the American Heart Association and the American College of
Cardiology. Circulation. 1999;100:1481-923
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Concretament, els FRCV causals son els que s’associen, de forma independent, amb el
desenvolupament de ’arterioesclerosi. D’altra banda, els FRCV condicionals s’han vinculat amb el
risc de cardiopatia isquémica perd no amb el desenvolupament de 1’arterioesclerosi, molt
probablement perque posseeixen un poder aterogénic menor i/o a una prevalenca poblacional menor.
Finalment, els FRCV predisposants podrien incrementar el potencial aterogenic dels propis factors
causals.

Com ja s’ha mencionat, 1’arterioesclerosi és un procés cronic caracteritzat per 1’engruiximent i
I’enduriment progressiu de les artéries de mitja i gran calibre. Aquest procés presenta com a lesid
principal la placa d’ateroma que esta composta, basicament, de lipids, teixit fibros i cel-lules
inflamatories®. El control i tractament dels FRCV s’ha associat, en diversos estudis experimentals,
epidemiologics i d’intervencio, a la disminuci6 de la morbimortalitat CV en prevencié primaria i en
prevencié secundaria. Aquest fet es compleix amb la hipercolesterolémia®, la hipertensi6 arterial®,
el tabaquisme® i la diabetis mellitus®”. Malauradament, no existeix forma d’actuar sobre I’edat,
considerant-se un FRCV independent i no modificable vinculat amb 1’arterioesclerosi i la MCV a
partir dels 45 anys en els homes i dels 55 anys en les dones®.

Per als pacients amb diabetis mellitus, on existeix aquesta arterioesclerosi accelerada i aquest
major risc CV, semblaria logic disposar de proves de cribratge especifiques i mesures terapéutiques
dirigides. Tanmateix, les principals guies de maneig del pacient amb diabetis mellitus®*-*2, proposen
el control del FRCV classics com a Unica mesura per a la prevencio primaria de la MCV en aquesta
poblacié i rebutgen la necessitat del cribratge de la MCV preclinica. En aquestes guies de maneig es
limita la realitzacié de proves per a la deteccié d’arterioesclerosi Unicament en aquells pacients amb
signes o simptomes cardiacs.

En aquestes guies, on no sempre es diferencia entre els pacients afectes de DM1 i de DM2, hi
queda remarcada la necessitat del control dels FRCV classics (Taula 2). Malgrat tot, aquestes
recomanacions no semblen haver consolidat una veritable milloria entre els pacients amb DM1. Tot i
haver-s’hi reportat una disminucié de la taxa d’esdeveniments CV totals, aquesta reduccié ha estat

en paral-lel i proporcional a la experimentada pel col-lectiu no diabétic?®.
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Objectius de control dels factors de risc cardiovascular en pacients amb diabetis mellitus

tipus 1

Hiperglucéemia
PA
Perfil lipidic

Antiagregants

Tabac

Albumindria

Objectius
< 7,0% d’HbAlc en adults

< 130/80 mmHg

LDLc < 100 mg/dL o noHDLc < 130 mg/dL
LDLc < 70 mg/dL si antecedents de SCA

HDLc > 50 mg/dL en dones
HDLc > 40 mg/dL en homes

Triglicérids < 150 mg/dI

Prevencio primaria:

Si factors de risc de MCV arterioesclerotica
Prevencié secundaria:

Si antecedents de MCV arterioesclerotica

No necessaria:

Menors de 50 anys i amb abséncia de factors de
risc de MCV arterioesclerotica

Abandonament

< 300 mg/g de creatinina

PA: pressio arterial, LDLc: colesterol unit a proteines de baixa densitat, noHDLc: colesterol no
HDL, SCA: sindrome coronaria aguda, HDLc: colesterol unit a lipoproteines d’alta densitat, MCV:

malaltia cardiovascular

Adaptat de, de Ferranti SD, de Boer IH, Fonseca V et al. Type 1 diabetes mellitus and
cardiovascular disease: a scientific statement from the American Heart Association and American
Diabetes Association. Diabetes Care. 2014;37:2843-2863
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2.4 FACTORS DE RISC CARDIOVASCULAR NO CLASSICS EN LA DIABETIS
MELLITUS

La prevencio, deteccio, modificacid o tractament dels FRCV classics sembla tenir un impacte
significatiu en la prevencid i estabilitzaci6 de la progressio de 1’arterioesclerosi i, en darrera
instancia, de la MCV. El control de la hipertensié arterial, de la diabetis mellitus i de la
hipercolesterolémia, aixi com 1’abandonament tabaquic i la realitzacié d’exercici fisic es proposen
com a preventius de I’arterioesclerosi. I d’altra banda, la seva preséncia i descontrol s’ha vinculat
amb I’aparicio d’arterioesclerosi. Per exemple, entre les persones amb DM1 s’ha demostrat que
aquells pacients amb FRCV classics pitjor controlats demostraven un major GIMC*344,

Tanmateix, ’estudi, 1’avaluacio i el control dels FRCV classics sembla representar menys del
50% de la variabilitat de la carrega ateroesclerdtica de la placa i només poden explicar la minoria de
la variabilitat de la placa carotidia®“®.

Sembla Iogic pensar que altres factors, els quals anomenarem com a FRCV no classics, puguin
estan afavorint el procés arteriosclerotic i tinguin un paper fonamental en 1’arterioesclerosi del
pacient amb DM1. En aquesta linia i, atés que la base fisiopatologica de 1’arterioesclerosi és 1’estat
inflamatori subjacent i cronic d’aquests pacients, no és d’estranyar que els biomarcadors inflamatoris

estiguin entre els principals candidats a la designacié de FRCV no classics’.
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241 VITAMINAD

Un bili6 de persones pateixen deficiéncia o insuficiéncia de vitamina D arreu del mén* i
els pacients amb DM1 en sén especialment vulnerables. Tot i que hi ha estudis en contra®,
sembla que els subjectes amb diabetis presenten concentracions disminuides d’aquesta hormona
respecte la poblacié general, fenomen observat tant en DM1%%1, com en DM2%2,

Fisiologia de la vitamina D:

Es de les poques vitamines que poden ser sintetitzades pel nostre organisme, tot i que
podriem dir que la vitamina D es més una hormona que una vitamina, en el concepte establert
dels dos tipus de compostos. El seu precursor és el colecalciferol i aquest s’obté principalment
(90-95%) a través de la conversi6 fotoguimica del 7-dehidrocolesterol cutani per accié de la
radiacié ultraviolada B i, minoritariament, procedeix de la ingesta (5-10%). Per a esdevenir un
metabolit actiu aquest precursor haura d’experimentar dues hidroxilacions. En una primera fase
hepatica, el colecalciferol es converteix en 250HD i, posteriorment es produeix una segona
hidroxilacié, fonamentalment a nivell renal tot i que sembla existir una amplia distribucio6
tissular d’aquest procés metabolic, on la 250HD s’hidroxila novament i esdevé el metabolit
actiu, anomenat 1a,25-dihidroxicolecalciferol o 1a,25-hidroxivitamina D (1,250HD) o calcitriol.

Mesura de la vitamina D:

No sense controversia, es consideren les concentracions circulants de 250HD les més
adequades per establir I’estatus d’aquesta vitamina en un determinat subjecte. Aquesta afirmacio
es basa en que existeix una solida vinculacio entre 1’hiperparatiroidisme, la absorcid intestinal de
calci i la250HD. A concentracions de 250HD inferiors a 20 ng/mL s’han demostrat increments
proporcionals de parathormona (PTH) i, d’altra banda, sembla apar¢ixer una disminucié de
I’absorci6 intestinal de calci a partir de concentracions inferiors al llindar de 32 ng/mL.
D’aquesta forma s’ha establert la deficiéncia de vitamina D en unes concentracions de 250HD
inferiors a 20 ng/mL, la insuficiéncia entre 21 i 29 ng/mL i, finalment, la suficiéncia per a les

concentracions iguals o superiors a 30 ng/mL*,
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Hi ha pocs sistemes per mesurar 1’exposicio al sol i I’associacié d’aquesta amb les
concentracions de 250HD. Una eina senzilla és la realitzacidé d’un test d’exposicié a la llum
solar en la setmana de I’extraccié sanguinia, métode validat en la poblacié caucasica i
mediterrania italiana®. El test interroga sobre el temps, quantificat en minuts, que el subjecte
es troba a I’aire lliure (< 5 minuts, entre 5 i 3 minuts i > 30 minuts) i sobre les zones corporals
descobertes durant aquests minuts. Les arees corporals s’engloben en 4 possibilitats: a) cara i
mans, b) cara, mans i bragos, c) cara, mans, bracos i cames, d) vestit de bany. El test adjudica
una puntuacio a cada grup temporal i a cada grup d’arees exposades i, en multiplicar ambdos
valors s’obté la puntuacié d’exposici6 solar diaria, essent el sumatori dels set dies, la setmanal.

Paral-lelament, seguint les recomanacions de diversos autors, s’acostuma a aplicar una
correcci6 a I’alga de les analisis de 250HD realitzades durant el periode hivernal. Aquest biaix
prové de factors estacionals hivernals com un angle zenital no optim dels rajos solars, una
disminucié de zones cutanies exposades al Sol per glestions climatologiques i una reduccid
del temps destinat a I’aire lliure degut a la climatologia d’aquest periode de 1’any®*.

Vitamina D en la poblacié amb diabetis mellitus tipus 1:

No es coneixen les causes exactes que explicarien una major prevalenca d’insuficiéncia i
deficiéncia de 250HD entre els subjectes amb diabetis mellitus. Entre els pacients amb
nefropatia diabetica establerta o incipient, la pérdua d’una porci6é de 250HD lligada a la proteina
transportadora de la 250HD podria ser-ne la causa o part d’aquesta®. A aguesta incognita s hi
sumen xifres de prevalenca de la deficiéncia de 250HD en els pacients amb DM1 molt variades:

L’estudi CACTI®, és un estudi realitzat a Denver (Colorado, latitud 39° 44> 21””) amb
persones amb DM1, amb fototipus caucasic, amb una edat mitja de 39 anys i amb un temps
d’evolucio de la malaltia de 23 anys de mitja. En aquest treball es va detectar una prevalenca de
deficiéncia de 250HD, entenent-la com una concentracié de 250HD inferior a 20 ng/mL, del
10,2%. D’altra banda, en el Diabetes Control and Complications Study (DCCT) / Epidemiology
of Diabetes Interventions and Complications (EDIC) Study o DCCT/EDIC®, un estudi dut a
terme a Seattle i per tant, en una latitud més septentrional que en ’estudi anterior (Seattle, latitud

47° 36> 00”), es va reclutar i avaluar una cohort de pacients amb diabetis mellitus,
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majoritariament caucasica, amb una lleu menor edat mitja que en I’estudi CACTI (39 vs 32,6
anys) i amb un menor temps d’evolucio de la diabetis (23 vs 7,5 anys). S’hi va detectar una
prevalenca de deficiéncia de 250HD del doble (27,6% vs 10,2% en el CACTI study).

Destaquen dues altres investigacions realitzades a Europa. Primer, el treball de Joergensen
i col.8, on es va detectar una prevalenca de fins el 10% de valors propis d’una deficiéncia greu
(concentracions inferiors a 6,2 ng/mL). En aquest treball la latitud podria jugar-hi un paper,
doncs la investigacio es va realitzar a Copenhagen (latitud 55°, 40°, 34”). D’altra banda,
Taskiran i col.*®® van realitzar un estudi a la conca Mediterrania (Turquia, latitud 39° 52° 00”) i
en una cohort de 93 pacients amb DML. La deficiéncia reportada fou sorprenentment del 78%.

Deficiéncia de vitamina D i risc cardiovascular:

Concentracions circulants suboptimes de vitamina D han estat proposades recentment com
a FRCV no classic en diferents estudis, tant en poblacié general®®, com en persones amb DM25!
0 DM1%6%8, Una aportacié adequada de vitamina D seria important per la salut vascular i la
manca s’associa a alteracions propies del dany endotelial i de ’aterogenesi (Figura 2).

Patogénia del dany vascular per deficiéncia de 25-hidroxivitamina D

Increment de citoquines inflamatories Augment de MMPs i remodelacio
com el TNF-a i reduccié en les cél-lules adversa de la matriu del teixit
Th2 connectiu de la paret vascular
Proliferacid i migracio Deficiencia de Increment de proteines
de cél-lules musculars | ViETiE B I morfogenétiques dssies
llises vasculars i calcificacié vascular

/N

Formacié de cel-lules i L,
] ) Increment de I'agregacio
espumoses i ateroesclerosi . L.
L plaquetaria i trombogenesi
accelerada de I'intima

Activacio incrementada de
SRAA

TNF-a: factor de necrosi tumoral a, Th2: activacié limfocitaria T cooperadora tipus 2,
MMPs: matriu de metal-loproteinases, SRAA: sistema renina-angiotensina-aldosterona

Adaptat de Brewer LC, Michos ED, Reis JP. Vitamin D in Atherosclerosis, Vascular
Disease, and Endothelial Function. Curr Drug Targets. 2011 Jan;12(1):54-60°
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La deficiencia de vitamina D es pot vincular amb el dany vascular pels segiients fenomens:

Aterogénesi:

A través de varies vies metaboliques i fisiopatologiques, la deficiencia de vitamina D s’ha

vinculat amb 1’aterogénesi. Trobariem els segilients mecanismes:

a)

b)

Des d’un punt de vista genetic, 1’1,250HD influeix en 1’expressié d’un gran nombre de gens
implicats en la formacié de la placa arterioesclerotica com son el factor de creixement
endotelial, la matriu de metal-loproteinases tipus 9, la miosina, I’elastina i el col-lagen del
tipus 1°2. A part, les proteines morfogenetiques ossies vinculades a la calcificacié vascular
mitjancat la conversi6 en osteoblasts de les cel-lules musculars llises i les
metal-loproteinases, concretament les del tipus 2 i 9, es veuen inhibides en estudis in vitro
pel calcitriol®,

Els macrofags activats expressen 1-a-hidroxilasa i produeixen, a nivell de la placa
arteriosclerdtica, 1,250HD. Aquest fet podria limitar el component inflamatori de
I’ateroesclerosi, ja que 1,250HD s’ha proposat com a un regulador de la resposta
inflamatoria afavorint activacions limfocitaries del tipus Th2%*, Paral-lelament, i en poblaci6
amb DM2, 1’1,250HD podria inhibir la captacio de colesterol per part dels macrofags de la
placa i reduir la formacié de macrofags escumosos®.

Les cél-lules musculars llises s6n estimulades pel calcitriol i, en concentracions adequades,
s’ha vist implicat en la regulacié a la baixa de la proliferacio i migracidé d’aquest grup
cel-lular en la regié coronaria®. Sobre I’activitat plaquetaria, fonamental en el procés

d’aterogénesi, la 250HD regularia els processos d’agregaci6 plaquetaria i trombogenicitat®,

Una mostra de I’associacio entre la 250HD i I’aterogénesi és I’estudi del GIMC mitjangant

I’ecografia carotidia. En pacients amb DM2, les concentracions de 250HD s’han vinculat amb

la mesura del GIMC de forma inversament proporcional®® mentre que, en pacients amb DM1, tot

i que existeixen diversos treballs que han analitzat la potencial associacio entre la deficiéncia de

250HD i la MCV silent mesurada per GIMC, aquesta no ha pogut ser demostrada®’°.
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Rigidesa i calcificaci6 arterial:

A través dels seglents punts es podria vincular la deficiéncia de 250HD amb la rigidesa i la

calcificacio arterial:

a) En poblacio general, la deficiéncia de vitamina D s’ha associat amb els FRCV classics com
ara la hipertensié arterial, I’obesitat, la hipercolesterolémia i la diabetis mellitus®’; FRCV
altrament associats amb la rigidesa arterial i ’arterioesclerosi®,

b) Sobre el vas sanguini, el sistema renina-angiotensina-aldosterona estimula la formaci6 de
col-lagen, la remodelaci6 i la hipertrofia vascular, incrementa 1’estrés oxidatiu, disminueix la
sintesi d’elastina i redueix la relaxacié oxid nitrit depenent®. S’ha evidenciat una regulacio a
la baixa d’aquest sistema mediat per la vitamina D%, Seria congruent pensar, que la
disminuci6 d’aquesta vitamina es pugui relacionar amb I’estimul d’aquest sistema hormonal.

Novament, disposem d’un clar exemple del potencial vincle entre les concentracions de vitamina

D i la calcificacio arterial, que és I’estudi de la CAC mitjancant el sistema Agatston. D’aquesta

forma, s’ha pogut establir una relacid, també inversament proporcional, entre les concentracions

de la vitamina i el CACs, tant en poblacié amb elevat risc CV segons I’equaci6 de Framingham™
com en pacients amb DM2% i, fins i tot, en pacients amb DM1%. Aquesta darrera associacié no
dista de presentar controversia®’. Les seguients investigacions han aprofundit en aquest tema:

En el treball de Joergensen i col.%® es van estudiar 227 pacients amb DM1 sense nefropatia

diabética i durant un periode de 26 anys. Cada 5 anys es van realitzar noves determinacions
de les concentracions de 250HD. Com hem vist anteriorment (principi de ’apartat 2.4.1),
es va detectar una proporci6 de “deficiéncia molt marcada” (< 6,2 ng/mL) del 10%. D’altra
banda, es va estudiar el potencial vincle entre la “deficiéncia greu” de 250HD i la
morbimortalitat CV en aquesta cohort de pacients amb DM1, detectant-se una associacid
significativa entre els pacients amb “deficiencia greu” i la mortalitat per qualsevol causa
(HR 2.7 [1.1-6.7], p = 0.03).

Amb unes caracteristiques similars, ’estudi CACTI*® va avaluar 374 pacients amb DM1,

tant quant a I’estatus de vitamina D com sobre la CAC segons el sistema Agatston. Com s’ha
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esmentat a I’inici d’aquest mateix apartat, €s va detectar una prevalenca de deficiéncia de
250HD (250HD < a 20 ng/mL) del 10,2%. Quant a la mesura de la CAC, en un 45,5% de la
mostra es va demostrar un CACs > 0 UA. En vincular aquestes dues dades, es va observar
una associacio estadisticament significativa entre la manca de la vitamina D i la preséncia de
CAC i, Unicament entre els pacients amb CACs negatius en ’inici de 1’estudi, amb la
progressié de CAC.

Aquests dos estudis presenten, al nostre parer, caracteristiqgues metodologiques i biaixos de

seleccio que podrien explicar parcialment els resultats.

Patré bimodal:

Els fendmens fisiopatologics que vinculen la vitamina D amb el dany vascular podrien seguir un
patr6 bimodal — en U — i dosi depenent. D’aquesta manera, dosis elevades de calcitriol s’han
vinculat amb el dany vascular, més que amb la proteccié. En casos de concentracions circulants
elevades d’1,250HD, com pot esdevenir en aquells pacients sota administracié exogena de
calcitriol a dosis altes, es podria afavorir el dany i la calcificaci6 arterial en comptes de prevenir-
la, observant-se plaques arterioesclerotiques amb inflamacié cronica.

Alguns treballs indiquen que els nivells molt elevats d’1,250HD inhibeixen els mecanismes
paracrins de proteccié davant la calcificacio i estimulen els macrofags i les cél-lules musculars
llises afavorint 1’alliberacié local de fosfatasa alcalina, I’apoptosi cel-lular, I’increment del to

vascular i la inducci6 de la proliferacié i migracio de les cel-lules musculars llises™ "2,
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242 MARCADORS INFLAMATORIS

Davant la dificultat de 1’avaluacio precisa del risc CV mitjancant la utilitzacio dels FRCV
classics, s’han proposat marcadors sérics com a possibles predictors. Aquests marcadors se’ls ha

dividit en aquells vinculats a ’aterosclerosi i aquells associats a la trombosi”. (Taula 3)

Marcadors sérics de 1’arterioesclerosi

Inflamatoris

PCR

Interleuquines

Lligand CD40

Proteina amiloide A

Molécules d’adhesiod
Protrombotics

Fibrinogen

Factor von Willebrand

PAI-1

Fibrinopéptid A

Fragment 1 + 2 de la protrombina

PCR: proteina C reactiva, PAI-1: inhibidor de I’activador del plasminogen 1

Adaptat de Viles-Gonzalez JF, Fuster V, Badimon JJ. Atherothrombosis: a widespread
disease with unpredictable and life-threatening consequences. Eur Heart J.
2004;25:1197-207"7

2.4.2.1 PROTEINA C REACTIVA

Es el biomarcador inflamatori més ben estudiat. Es sintetitza a nivell hepatic quan
existeixen concentracions elevades d’IL-6 i diferents estudis la vinculen amb 1’oxidaci6 del
LDLc, la disminucio de la produccié d’oxid nitrit, la sintesi de PAI-1 o 1’activacio del
complement3*7, En poblaci6 general s’han suggerit els valors de PCR d’alta sensibilitat (PCR-as)
baixos (< 1 mg/dL) com a propis d’un risc CV baix, d’entre 1 i 3 mg/L d’un risc CV moderat i,
finalment, les concentracions superiors a 3 mg/L s’han vinculat amb un risc CV elevat™.

En un meta-analisi de 14 estudis prospectius sobre poblacié general, Danesh i col.”, va
confirmar una associacié directe entre les concentracions de la PCR-as i el risc de desenvolupar
MAC. També en poblacié general, s’ha proposat la PCR com un marcador d’ateroesclerosi

subclinica en pacients asimptomatics, vinculant-se tant amb el GIMC’ com amb el CACs'’.
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En els pacients amb diabetis mellitus, 1’associacié de PCR-as amb la MCV subclinica no
esta tant ben caracteritzada. En pacients amb DM2 s’han detectat dades contradictories, establint-
se una relacio directa entre la PCR i el GIMC (o la seva progressié)’ i per contra, una associacio
indirecta amb el CACs’®. En pacients amb DM1 la PCR-as no s’ha arribat a vincular ni amb el

GIMC?8! ni amb el CACs®?, ni directa ni indirectament.

2.4.2.2 FIBRINOGEN

A aquesta glicoproteina, igual que la PCR, se li adjudiquen activitats implicades en
I’arterioesclerosi. El fibrinogen estimula 1’agregacié plaquetaria i presenta propietats
vasoconstrictores, de quimiotaxi, d’adhesi6 cel-lular i d’increment de la viscositat de la sang®.
En poblacié general, les concentracions del fibrinogen s’han associat de forma independent a la
presencia de MCV subclinica mesurada per CACs i GIMC®. Aquesta vinculacié no s’ha

aconseguit demostrar entre les persones amb DM 18081,

2.4.2.3 ADIPONECTINA

Aguesta citocina alliberada pels adipocits madurs, no s’ha considerat com a biomarcador
de I’ateroesclerosi perque n’és la seva manca, i no pas ’excés, la que s’associa amb el procés
ateromatés (Taula 3). Amb una estructura similar al col-lagen, aquesta proteina s’ha vinculat
amb el metabolisme de la glucosa i el dels lipids. Les seves concentracions sériques estan
disminuides en aquelles situacions on existeix Rl com I’obesitat, la DM2, la sindrome metabolica,
la MAC, I’arterioesclerosi, la dislipémia aterogenica, etc®:8,

En els pacients amb DM2, sobretot els que presenten una dislipémia aterogénica, s’han
detectat unes concentracions disminuides d’adiponectina®. Paradoxalment i per mecanismes no
del tot coneguts, en poblaci6 amb DMI1 s’han descrit concentracions incrementades
d’adiponectina. Es postula que la propia condicié6 de DM1, amb una abséncia absoluta d’insulina
endogena, pugui afectar els mecanismes de sintesi, secrecio i eliminaci6 de 1I’adipoquina®’®,
Respecte 1’ateroesclerosi, 1’adiponectina realitza diferents funcions. Per una banda,

disminueix, de forma dosi depenent, la concentracié de molécules d’adhesio dels monocits a

nivell de les cel-lules endotelials aortiques humanes. També inhibeix la proliferacié de les
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cel-lules musculars llises, la fagocitosi macrocitica, la conversio a cél-lules espumoses i la
produccio, per part d’aquestes ultimes, de TNF-a. Sembla millorar la sensibilitat a la insulina a
través de la fosforilacio del receptor de la insulina i, en concentracions disminuides, s’associa a
perfils lipidics proaterogenics®.

Tant en poblacié general® com en pacients amb DM2%, existeixen estudis que vinculen
unes concentracions disminuides d’adiponectina amb un major GIMC, atorgant un paper
cardioprotector a la citocina. No existeixen estudis que relacionin adiponectina, DM2 i MCV
subclinica mesurada per presencia de CAC.

En pacients amb amb DM1, tot i algunes discrepancies®, sembla existir consens sobre
que les concentracions d’adiponectina estan incrementades en aquests malalts®”889-% Per contra,
la controvérsia recau en si aquestes elevades concentracions ofereixen un efecte protector
antiinflamatori i antiaterogénic o per contra, un paper conductor del dany endotelial i, en darrer

terme, vascular. Existeix un ampli ventall de resultats:

Funcid proaterogénica de I’adiponectina en la diabetis mellitus tipus 1:

Existeixen treballs que atorguen a 1’adiponectina una paper proaterogénic. Aquestes treballs
detecten una associacio directa i dosi depenent entre les concentracions d’adiponectina i la
presencia de complicacions microvasculars®”%+%%_ Alguns autors critiquen I’associacié amb la
microalbumindria, doncs consideren que les concentracions elevades, en aquest cas, s’expliquen
pel deteriorament del filtrat glomerular i en canvi, hi associen un major risc de mortalitat CV®.

En un estudi realitzat a Dinamarca amb una cohort de 391 pacients amb DM1 de llarga evolucid
(27 anys de mitja), Frystyk i col.!” van detectar que les concentracions d’adiponectina en sérum
eren majors entre els pacients amb DM1 respecte els controls no diabétics i, encara eren més
elevades en aquells pacients amb DM1 amb complicacions microvasculars, concretament la
nefropatia diabética i la retinopatia diabética proliferativa. Tanmateix, aquesta troballa no es va
mantenir amb els pacients amb DM1 i complicacions macrovasculars. Es important mencionar

que es considerava una complicacié macrovascular el fet de presentar un ECG amb signes
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d’isquémia miocardiaca i els antecedents de MCV o cerebrovascular establerta. No es realitzaren
estudis sobre d’aterosclerosi subclinica.

Més a prop, a Franca, Hadjadj i col.** analitzaren I’adiponectina sérica en 126 pacients amb DM1,
en un estudi prospectiu de sis anys de durada i en relacié a I’aparicio de retinopatia diabética i
nefropatia diabetica. Novament es detectaren concentracions majors en els pacients amb DM1 i
en aquells amb retinopatia diabética proliferativa. A part, els autors defensen que les
concentracions d’adiponectina estan independentment associades amb 1’aparicio de

microalbumindria. En aquest treball no s’aportaren dades sobre les complicacions macrovasculars.

Funcio antiaterogénica de I’adiponectina en la diabetis mellitus tipus 1:

D’altra banda, existeixen estudis que confereixen un paper protector de I’adipocitocina. En
aquests treballs, on es realitza I’avaluacio de 1’ateroesclerosi subclinica i de les concentracions
d’aquesta citosina, es demostra una associacio inversament proporcional entre 1’adiponectina i la
dilatacié ventricular®® i amb la preséncia o progressi6 de MCV subclinica tant mesurada per

MAC®, com per CACs* com per GIMC?'.

Funcio neutre de I’adiponectina en la diabetis mellitus tipus 1:

No falten els autors que defensen un paper neutre de 1’adiponectina en el procés de
I’arterioesclerosi del pacient amb DM1. En un estudi realitzat en 40 pacients amb DM1 i 12
controls no diabetics, es van avaluar les concentracions d’adiponectina, la preséncia de
complicacions microvasculars i el GIMC. En aquest estudi de Sherief i col.® es detecta
I’anteriorment descrita vinculacio entre I’adiponectina i la preséncia de microalbumintiria pero no

s’aconsegui demostrar ni un efecte antiaterogénic ni proaterogenic de la citosina.

24.2.4 YKL-40

L’YKL-40, una glucoproteina d’unié a I’heparina i a la quinina, és coneguda amb
diferents denominacions: glicoproteina del cartilag huma 39, 38-kDa glicoproteina d’uni6 a
I’heparina, proteina 1 similar a la quitinasa-3 0 YKL-40. Aquest darrer nom respon a un codi on

s’enumeren els tres aminoacids en situacio N-terminal i el pes molecular®.
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Aquesta glucoproteina és alliberada per diferents tipus cel-lulars i s’ha vinculat amb
diverses funcions implicades en el procés arterioesclerotic com I’activacié immunitaria, els
processos de remodelacié de la matriu extracel-lular i la maduraci6 monocitica i macrocitica.
També es considera que 1’YKL-40 actua com un factor de migracio i d’adhesio cel-lular en teixits
inflamats i en plaques arterioesclerotiquest®10L,

Diferents estudis realitzats en poblacié general, han posat de manifest una vinculacié
entre aquest biomarcador inflamatori i la preséncia de FRCV classics, ’augment de la rigidesa
arterial i la sindrome de I’apnea de la son'21%, A més, s’ha proposat com a predictor precog de
Iexisténcia de MCV subclinica mesurada per GIMC%2,

En els pacients amb diabetis i, sobretot en aquells amb microalbuminuria, s’han
demostrat concentracions incrementades d’aquesta glicoproteina respecte els controls sense
diabetis mellitus®102104107  En subjectes amb DM2, un estudi recent, ha vinculat les
concentracions circulants d’YKL-40 amb la preséncia de MAC valorada per angiografia
coronaria per TC1%,

També disposem d’informacié d”YKL-40 en pacients amb DM1, on I’YKL-40 es vincula
de forma directa amb la preséncia de complicacions microvasculars®®% i amb la MCV subclinica
mesurada per GIMC, Existeixen diversos estudis que avaluen les concentracions d”YKL-40 en
poblaci6 amb DM1 i respecte la presencia de complicacions micro o macrovasculars,
seguidament se n’exposen alguns exemples:

L’estudi de Rathcke i col.', fou un treball on hi participaren 149 pacients amb DML,
amb una edat mitja de 52 anys, amb una evoluci6 de la malaltia de 36 anys i amb una important
proporcié de complicacions microvasculars que assolia el 50% de la mostra. En aquest treball es
van detectar unes concentracions mitges majors d’YKL-40 entre els pacients respecte els controls
I una associacio independent d’aquestes concentracions amb la preséncia de microalbuminuria.

En la mateixa linia trobem I’estudi de Sakamoto i col.®®. En aquest altre treball es van
avaluar 131 pacients amb DML del Japd. Aquesta cohort presentava una menor edat mitja que
I’anterior estudi (25 vs 36 anys), una menor evolucié de la malaltia (13 vs 36 anys) i una molt

menor proporcié de complicacions croniques microvasculars (9% de nefropatia i 33% de
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retinopatia). De forma similar a 1’estudi anterior, es van detectar concentracions incrementades
d”YKL-40 entre els pacients amb DML i una associacié independent tant amb la presencia de
microalbumindria com amb la presencia de retinopatia diabética. En I’avaluacio de les
complicacions macrovasculars, es va estudiar la potencial vinculacio entre I’YKL-40 i el GIMC
mesurat per ecografia carotidia sense detectar-se una correlacié significativa entre les
concentracions de la glicoproteina i el GIMC.

Finalment, cal destacar I’estudi de Jafary i col.® En aquesta investigacié es van
examinar 49 pacients pediatrics amb DM1 i 43 subjectes sans aparellats per edat i sexe. La cohort
d’aquest treball és molt dificilment comparable amb la dels darrers dos estudis mencionats, doncs
presentava una edat mitja de 12 anys, un temps d’evolucio de la malaltia de 6 anys i 1’abséncia de
complicacions croniques associades o0 d’altres FRCV. Tanmateix, en 1’analisi de la potencial
vinculaci6 entre les concentracions d’YKL-40 i 1’ateroesclerosi preco¢ propia de la DM1, es va

detectar una associacio significativa i independent entre les concentracions d”’YKL-40 i el GIMC.
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2.4.3 MALALTIA HEPATICA PER DIPOSIT DE GREIX NO ALCOHOLICA

La malaltia hepatica per diposit de greix no alcohdlica, lipoidosi hepatica 0 EHNA és una
hepatopatia que engloba des de ’esteatosi fins a la cirrosi, tot passant per I’esteatohepatitis no
alcoholica. L alteraci6 que produeix s’assembla molt a 1’hepatopatia induida per alcohol, llevat que
es produeix en pacients que no presenten un consum abusiu d’aquesta substancial®,

Existeix molta disparitat de dades sobre la prevalenca de 1’esteatosi hepatica en poblacid
general, xifrant-se entre el 10% i el 40% segons la mostra. La major part dels estudis apunten que
la preséncia d’aquesta hepatopatia es troba incrementada entre els pacients amb diabetis, amb
obesitat i sobretot, amb obesitat de distribucié central i entre els pacients amb dislipémia’®,

La major part de les investigaciones realitzades en persones amb DM1 detecten una elevada
prevalenca d’esteatosi hepatica'®!2, tot i que no és una troballa unanime!*® i novament, les dades
de prevalenca descrites en la literatura entre els pacients amb DM1 sén molt variables. Els valors
descrits oscil-len entre el 10%%3, xifra de prevalenca inferior a les reportades en poblacié general
en el nostre territori***°, el 30 i el 50%%%-111,

Mesura del diposit de greix hepatic:

Per a I’estudi de I’estructura hepatica s’utilitza un ecograf equipat amb un transductor
d’elevada freqiiencia (4 MHz). El protocol que es proposa per la seva avaluacié s’especifica
seguidament i es fonamenta amb recomanacions preestablertes de la literatura'®’:

a) S’han d’obtenir set diferents imatges de cada pacient:

¢ Dues adquisicions del Iobul hepatic esquerre.
e Dues adquisicions del 10bul hepatic dret, incloent el diafragma i el cortex renal dret.
e Una tall de la bifurcacié portal i de les venes hepatiques.
e Un tall de I’hilum hepatic.
e Una imatge de la vesicula biliar.
b) S’ha d’establir la preséncia o abséncia d’EHNA.

c) Per acada pacient s’ha de quantificar el grau d’esteatosi estratificant-la en lleu, moderat
o greu. Aquesta definicid es determina segons si 1’ecogenicitat es troba incrementada
respecte el cortex renal, es detecta una atenuacio de ’ona d'ultrasons o existeix una

deficient definicio del diafragma o dels vasos intrahepatics.
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Esteatosi hepatica no alcohodlica en poblacié amb diabetis mellitus:

El vincle entre la preséncia d’esteatosi hepatica i els trastorns del metabolisme de la glucosa
és complex. La diabetis mellitus provoca alteracions en el teixit adip6s, incrementant-ne la sintesi
de citocines proinflamatories i promovent la resisténcia d’aquest teixit a ’acci6 de la insulina. En
situacio de RI, la dificultat d’acci6 de la insulina es tradueix en una estimulacié de la lipolisi i de la
glucogenesi, aixi com d’una alliberacié d’acids grassos lliures al torrent sanguini i a nivell de la
circulaci6 portal. Els productes que se’n deriven s’acumulen en 1’hepatdcit propiciant 1’aparicid
d’esteatosi hepatica. Més enlla d’aquest influx excessiu de greixos cap al fetge i de la seva
acumulacié en els hepatocits, fins a un 15% dels triglicérids implicats en aquesta patologia
provenen dels acids grassos i dels sucres de la dietal!8120,

Aquesta afeccié hepatica es podria considerar tant causa com conseqiiéncia d’un estat
d’inflamaci6 sistémica cronica. Per una banda, la RI de determinades condicions metaboliques
afavoreix, com hem vist anteriorment, ’aparici6 d’EHNA. D’altra banda, alguns estudis han
vinculat la preséncia d’EHNA amb un fenotipus séric proaterogenic amb concentracions
incrementades de biomarcadors protrombotics com la PCR, el fibrinogen, el PAI-1 i unes

concentracions disminuides d’HDLc i d’adiponectinat?'?2, (Figura 3)
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FIGURA 3. Patogenia del dany vascular en context d’esteatosi hepatica no alcoholica

Variabilitat genética
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RI: resisténcia a la insulina, PCR: proteina C reactiva, PAI-1: inhibidor de I’activador
del plasminogen 1, VLDLc: colesterol unit a lipoproteines de molt baixa densitat,
LDLc: colesterol unit a lipoproteines de baixa densitat, HDLc: colesterol unit a
lipoproteines d’alta densitat

Adaptat de Targher G, Marra F, Marchesini G. Increased risk of cardiovascular disease
in non-alcoholic fatty liver disease: causal effect or epiphenomenon? Diabetologia. 2008
Nov;51(11):1947-53'%

Aquesta associacio entre EHNA, inflamacio sistémica cronica i RI, s’ha proposat com a

fonament fisiopatologic en 1’associacié d’EHNA amb la MCV subclinica i és recolzada per molts

autors. En aquesta direccid s’ha vinculat la preséncia d’EHNA i, sobretot la seva forma amb

esteatohepatitis amb elevacio de les concentracions seriques dels enzims hepatics, amb la preséncia

de MCV subclinica. Tot i que n’existeixen discrepancies*?>24, la major part dels treballs corroboren

aquesta connexio, tant en poblacié general!!8120-122125 com en pacients amb DM2118:126-128,
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Diabetis mellitus tipus 2:

En els diferents estudis entre DM2, EHNA i MCV subclinica, la Rl es troba com un
element comu de les tres condicions. En un estudi realitzat a Corea del Sud en una cohort de
4.437 pacients amb DM2, es va realitzar I’avaluacio de la preséncia d’EHNA i la mesura del
GIMC mitjancant ecografia carotidia. Un 72,7% (3.226 pacients del total de la poblaci6)
presentava EHNA i al seu torn, aquests pacients amb DM2 i EHNA van ser subdividits en
pacients amb RI i sense RI (2.479 vs 747 sense RI). En I’estudi es va observar que el grup de
pacients amb DM2, EHNA i RI tenia un GIMC mig significativament major al dels grups de
pacients amb DM2 sense EHNA o sense RI, recolzant la necessitat de les dues condicions
metaboliques per derivar en un ambient proaterogenic?,

En la mateixa linia, en un estudi italia de Targher i col.'®, es va comparar el GIMC de 100
pacients amb DM2 i EHNA respecte el GIMC de 100 pacients amb DM2 perd sense EHNA. El
GIMC mig dels pacients amb diabetis i EHNA fou significativament major al dels pacients amb
diabetis sense EHNA (1,24 £ 0,13 vs 0,95 £ 0,11 mm, p < 0.001). En I’estudi de regressio lineal
es va objectivar que I’index del homeostatic model assessment (HOMA) que estima la Rl
s’associava de forma independent al GIMC mentre que la preséncia d’EHNA no, novament
recolzant la necessitat de la coexisténcia d’ambdos factors o la necessaria participacié de la RI.

Un altre exemple el trobem en un estudi transversal amb 213 pacients amb DM2 de Corea
del Sud. En aquest treball de Kwak i col.!?® es va establir una correlacié estadisticament
significativa entre la preséncia d’EHNA i la MCV subclinica mesurada per CACs en els pacients

amb mal control glucémic, establint-se com a mal control glucémic una HbAlc > 7%.

Diabetis mellitus tipus 1:

Sembla logic que no existeixi tanta literatura que avalui el potencial vincle entre diabetis,
EHNA i MCV subclinica en pacients amb DM1 donada la reiterada necessitat de Rl observada en
els estudis sobre poblaci6 amb DM2. Malauradament, el model de DM1 sense RI és cada cop
menys freqlient pel fet que existeix un increment dels trastorns metabolics associats a la R1 en els

pacients amb DML, com I’obesitat i la sindrome metabolica. La coexistencia de la DM1 i aquests
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trastorns és un fenomen creixent que s’ha anomenat “Diabetis doble” on la condicié de DML1 es
suma a un fenotipus propi dels pacients amb DM2%, De la mateixa forma que hem vist en
poblaci6 amb DM2, també en els pacients amb DM1 cal la coexistencia de Rl i EHNA per a
propiciar I’aparicié6 de MCV subclinica'?®.

En I’analisi del vincle entre ’EHNA i la MCV subclinica en els pacients amb DML,
trobem autors que recolzen que 1’existéncia de 1’hepatopatia s’associa amb una major preséncia
de FRCV classics com la PAs i la pressi6 arterial diastolica (PAd)!, altres descriuen una major
coexisténcia de complicacions croniques microvasculars com la retinopatia diabética o la
nefropatia diabétical®!! i fins i tot, hi ha investigacions que associen ’EHNA amb I’aparicio6 de
complicacions croniques macrovasculars com la MAC, la malaltia cerebrovascular i la malaltia
vascular periferica’®!!2 o la MVC subclinica detectada per GIMC%,

En la recent investigacié de Zhang i col.’® realitzada sobre una mostra de 722 pacients
amb DM1 de Shanghai, es va analitzar la mesura del GIMC en funcié de la presencia d’EHNA.
En aquest treball transversal es va detectar un 15,9% de prevalenca d’EHNA i, en el grup de
pacients amb EHNA es va objectivar un major GIMC mig (0,81 £ 0,25 vs. 0,69 + 0,18 mm; p <
0.001) i una major presencia de plaques carotidies (28,9% vs. 16,9%; p < 0.05). En I’estudi de
regressio lineal es van corroborar com a factors independentment relacionats amb GIMC: I’edat,
la preséncia d’EHNA i les concentracions de PCR-as. Si es revisen de forma més curosa els grups
a estudi (pacients amb DM1 i EHNA contra pacients amb DM1 sense EHNA), trobem clars
indicis que la RI és un factor clau en el vincle entre 1’hepatopatia i el GIMC. Els pacients amb
EHNA presentaven, de forma estadisticament significativa, un major IMC, un major perimetre de
cintura, una major prevalenca de sindrome metabolica i un pitjor control de FRCV com la PA i la
dislipémia. Tots aquests factors s’associen per si mateixos a la RI.

En la mateixa linia argumental trobem I’estudi de Mantovani i col.'?. En aquest treball

prospectiu on es reclutaren 286 pacients amb DM1 d’Italia es va efectuar un seguiment de fins a
5 anys. Entre els resultats obtinguts, es va detectar una elevada prevalenca de fins el 52%
d’EHNA i, més enlla d’aixo, es va confirmar una associacio independent entre la preséncia

d’esteatosi hepatica amb el risc de patir esdeveniments CV.
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2.5 APROXIMACIO DIAGNOSTICA DE L’ARTERIOESCLEROSI EN LA DIABETIS
MELLITUS

2.5.1 AVALUACIO DEL RISC CARDIOVASCULAR EN EL PACIENT AMB DIABETIS
MELLITUS

La manca de precisié en establir el major risc CV del pacient amb DM1 o DM2 és
proporcional a la manca d’eines validades per a la seva avaluaci6. En la majoria dels casos, el
diagnostic de la MCV es basa en els seus simptomes i per tant, és dificil la seva deteccio en fase
subclinica. El diagnostic precog, sobretot en el pacient amb DM1, és imprescindible, doncs ho
requereix 1’elevada possibilitat que el primer episodi sigui mortal, 1’elevada taxa de mortalitat per
MCYV en la poblacio amb DML1 i la irreversibilitat del dany arterial en 1’arterioesclerosi avangada.

Les eines per avaluar el risc CV presenten particularitats quant als pacients amb diabetis:

25.1.1 TAULES DE RISC CARDIOVASCULAR

Les taules majorment emprades a Catalunya son:

o National Cholesterol Education Program-Adult Treatment Panel 111 (NCEP-ATP 111)%®
o Les taules europees del Systematic Coronary Risk Evaluation (SCORE)**®
o Les taules del Registre Gironi del Cor (REGICOR)*!

Les taules NCEP-ATPIII, vinculades a I’equacio de prediccio d’esdeveniments coronaris de
Framingham, estimen el risc a 10 anys de MAC (incloent infart agut de miocardi (IAM) fatal i no
fatal) i en canvi, les taules SCORE avaluen el risc de mort per causa CV a 10 anys. Ni les taules
basades en la cohort de Framingham ni les taules SCORE avaluen especificament el risc CV en el
pacient amb diabetis mellitus, donat que consideren la DM1 o la DM2 com un equivalent coronari®3¢,
equiparant-ne el risc al d’un pacient amb MCV establerta o com un condicionant d’elevat risc CV
per se. D’aquesta forma, cap de les dues eines avaluadores especifiquen un risc determinat a 10 anys
per als pacients amb diabetis mellitus i simplement el classifiquen directament com a un pacient
d’alt risc, entenent-se com a alt risc una probabilitat major del 20% de patir MAC als 10 anys
(NCEP-ATPIII) o una probabilitat major del 10% de morir per causa CV als 10 anys (SCORE)™.

Recentment han aparegut nous estris per a ’avaluacioé del risc CV en el pacient amb diabetis
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mellitus com I’'UKPDS Risk Engine, basat en els resultats del seguiment de la cohort de 1’estudi
United Kingdom Prospective Diabetes Study (UKPDS)**2,

S’ha comprovat que les taules NCEP-ATPIII sobreestimen el risc CV en poblacions amb baix
risc CV inherent (com la poblacié de Catalunya sense DM2) aixi com el d’aquelles poblacions amb
un relatiu major risc CV (com la poblacié amb DM2 de Catalunya). Aquest fet és aixi fins al punt
que es va creure necessari el calibratge a la baixa per a la nostra poblacié en el REGICOR®, A més,
aquestes taules adaptades per a la poblacié catalana estratifiquen el risc segons si el pacient té
diabetis, mentre que les taules SCORE o les NCEP-ATP Il no permeten aplicar aquesta correccid.

Respecte 1’avaluacio del risc CV dels pacients amb DM2, les taules d’avaluacio basades en
poblacié anglosaxona (NCEP-ATPIII i UKPDS Risk Engine) sobreestimen el risc dels pacients amb
DM2 del nostre territori i les taules REGICOR el subestimen. Aixi doncs i en general, les taules de
prediccid del risc CV presenten resultats no optims tant en sensibilitat (25-75%) com en especificitat
per als pacients amb diabetis'®.

En un document especific sobre la DM1 i la MCV de I’American Diabetes Association (ADA)
i de PAHA® s’exposa la manca d’eines per a ’aproximacié diagnostica del risc CV dels pacients
amb DML1. Especifica que les eines d’estudi del risc CV de la poblacié general o propies de la DM2
basades en els algoritmes de I’'UKPDS, no son valides per als afectes de la DM 1. Com a alternativa
es proposen els models derivats de 1’estudi de la cohort de Pittsburgh de I’Epidemiology of Diabetes
Complications Study. Aquests models inclouen variables com el temps d’evolucié de la malaltia,
’albumintria o el recompte de globuls blancs™*. Malgrat que aquest algoritme fou validat en
I’estudi The European Diabetes Prospective Complications Study (EURODIAB)*®, ha estat
pobrament adoptat.

Altres eines han estat proposades com 1I’ADA risk-assessment tool o 1’Atherosclerosis Risk in

Communities (ARIC) risk predictor, presentant una dubtosa utilitat en DM1.
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2.5.1.2 INDEX TURMELL-BRAC

Aquesta senzilla prova que resulta de dividir la PAs dels turmells entre la PAs braquial, aporta
informaci6 util per I’avaluacio de la preséncia de malaltia arterial periférica. Per a una correcta
realitzacio, utilitzarem els valors més elevats de PAs de les extremitats inferiors i de les extremitats
superiors i, dels dos ITB que n’obtindrem, dret i esquerre, elegirem el menor®,

En poblaci6 general, un ITB inferior a 0.9 té una sensibilitat del 95% i una especificitat del 99%
a ’hora de detectar una obstruccid arterial superior al 50% respecte 1’arteriografia, considerada la
prova gold estandard. També en poblacié general, un ITB disminuit s’ha vinculat amb una major
prevalenca de MCV, malaltia cerebrovascular, arterioesclerosi carotidia mesurada per GIMC,
mortalitat C\V**1% j se i han atribuit propietats com a predictor de MCV i mort de causa CV,
independentment de la preséncia de criteris de la sindrome metabolical®”'*, Tanmateix no hi ha
informacié homogenia al respecte, doncs altres estudis han detectat una baixa sensibilitat de I’ITB
per a la deteccié de MCV subclinica mesurada per GIMC.

En pacients amb DM2 disposem de menys literatura. Varis estudis vinculen un valor d’ITB
disminuit amb I’edat avangada, una major duracié de la diabetis i la malaltia arterial periférica®!,
aixi com, amb un elevat risc de mort per causes CV#2143, Malgrat tot, no tots els estudis van en la
mateixa direccid, doncs sembla que la mesura de I’'ITB no guarda una bona correlaciéo amb la
detecci6 de MCV subclinica per CACs en pacients amb DM2244,

Tant en poblacié amb DM1 com amb DM2, aquest index perd sensibilitat en aquells pacients
amb una durada de la malaltia superior als 10 anys!* i també en aquells subjectes on coexisteixen
complicacions croniques com la neuropatia diabética o la vasculopatia periferica amb calcificacid
arterial associada'**'*°. En un estudi britanic del 1993 que es va efectuar amb 137 pacients amb
diabetis mellitus (59% amb DM1) i 50 controls sans no diabetics, es van detectar ITB falsament
elevats en els pacients amb diabetis respecte el controls i sobretot en els pacients amb diabetis i
neuropatia diabética. En I’estudi es correlacionen aquests ITB incrementats, que assolien valors de
normalitat en alguns pacients, amb la preséncia de calcificaciéo arterial medial (alteracié
especialment prevalent en els pacients amb DM1), amb neuropatia diabetica i amb una llarga durada

de la malaltia. Finament, es proposa I’index dit del peu-brag i no I’'ITB per aquestes poblacions!.
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25.1.3 ECOGRAFIA CAROTIDIA

L’arterioesclerosi s’ha d’entendre com una malaltia sistemica que afecta a diferents arees
vasculars de forma simultania, tant en artéries de mitja com de gran calibre, presentant un especial
tropisme sobre les artéries coronaries, carotides, vertebrals, cerebrals, iliaques i femorals. Per tant, la
deteccio d’aquesta vasculopatia en algun d’aquests territoris pot €sser un indicador de la preséncia
d’arterioesclerosi en d’altres.

L'ecografia de l'artéria carotida és un métode no invasiu i altament reproduible que ens millora
I'nabilitat per estratificar els pacients segons el risc CV. Mitjancant un ecograf en mode B, es mesura
el GIMC en el seu recorregut extracranial i s’avalua la presencia de plaques carotidies. Importants
estudis de cohorts realitzats en poblacié general, han recolzat que el GIMC o la preséncia de plaques
carotidies sén FRCV independents de MAC i malaltia cerebrovascular**”*0, També en poblaci6
general, s’ha comprovat que el GIMC dels pacients amb isquemia miocardiaca silent és major,

avalant aquesta técnica per a I’avaluacié de MCV subclinica en el pacient asimptomatic’>®®,

Diabetis mellitus tipus 2:

En poblacié amb DM2 s’ha detectat un GIMC major que en pacients amb intolerancia a la
glucosa®™ i que en subjectes no diabétics!®. A més, de la mateixa forma que s’ha establert en
poblacié no diabetica, actua com una eina de prediccio d’esdeveniments CV amb una

sensibilitat i especificitat similar a I’aplicaci6 de les taules NCEP-ATP 111%%,

Diabetis mellitus tipus 1:

Alguns estudis demostren un major GIMC en els pacients amb DM1, independentment del
génere, respecte als subjectes sense diabetis i des d’estadis inicials de la malaltia**4+1%, tot i
que no tots®®57, El 2015 es va publicar un meta-analisi de 47 articles que comparaven el
GIMC de pacients amb DM1 contra el GIMC de controls sans sense diabetis i, entre els
articles se n’hi inclou un realitzat en poblacié catalana. En aquest treball es va concloure que
el GIMC dels pacients amb DML era significativament major que el GIMC dels subjectes no

diabétics®®.
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En una analisi de regressid lineal multiple realitzat sobre les dades del GIMC de 310 pacients
amb DM1 es van establir com a determinants de I’increment de GIMC, 1’edat, el sexe masculi,
les concentracions de triglicerids i la coexisténcia de nefropatia diabética’>®. Mentrestant, en
un altre treball, s’hi va vincular la coexisténcia dels FRCV classics*>#4,

Mesura de ’ateroesclerosi carotidia:

Per a la mesura del GIMC s’utilitza un ecograf d’alta resolucié en mode B, que consta d’un
transductor eléctric i lineal de 13-5 MHz i, a més, s’estableix un protocol d’exploraci6 que ha
d’incloure: a) la revisi6 de les parets proximals i distals del segment d’1 cm distal de ’artéria
carotida comu (ACC) (Figura 5) per a la mesura del GIMC i la detecci6 de plaques carotidies, b) la
inspeccid de la bifurcacid carotidia, c) el repas de 1’origen, aproximadament els primers dos

centimetres, de 1’artéria carotida interna (ACI).

Regions carotidies en I'exploraci6 d'ultrasonografia

Bifurcacid i origen d’ACI ACC

\ 4
A
\ 4

10 mm |ongitud

GIMC

1: gruix > 1,5 mm, 2: invasié luminal > 0,5 mm, 3,4: > 50% del GIMC circumdant

ACC: artéria carotida comu, ACE: artéria carotida externa, ACI: artéria carotida interna

Adaptacié de Touboul PJ, Hennerici MG, Meairs S, Adams H, Amarenco P, Bornstein N, et
al. Mannheim carotid intima-media thickness consensus (2004-2006). An update on behalf
of the Advisory Board of the 3rd and 4th Watching the Risk Symposium, 13th and 15th
European Stroke Conferences, Mannheim, Germany, 2004, and Brussels, Belgium, 2006.
Cerebrovasc Dis. 2007;23(1):75-80"°



Introduccio

Per a una avaluacié homogeénia es van delimitar els conceptes segiients:

Placa carotidia:

Es considera I’existéncia d’una placa carotidia en tres possibles escenaris (Figura 5):

a) Lesions focals que provoquen una invasio luminal de, com a minim, 0,5 mm.

b) Lesions focals que provoquen una invasio luminal de, com a minim, el 50% del GIMC
circumdant.

c) Unareaambun GIMC>1,5 mm.

Per establir el gruix d’una placa carotidia es mesura, de forma perpendicular a la direccié del

vas sanguini, des del punt de major invasio intraluminal de la lesi6 fins a la interficie media-

adventicia.

Gruix intima-mitja carotidi:

Aquest s’estudia en un punt lliure de plaques carotidies i en el recorregut del segment d’1 cm
distal de I’ACC. Aquest segment, a nivell proximal, comenca just abans de 1’inici de la
separaci6 de les parets de I’ACC previa a la bifurcacio (Figura 5). EI GIMC es defineix com
la longitud, mesurada en perpendicular respecte la direcci6 del vas sanguini, des de la
interficie media-adventicia fins a la interficie intima-lumen, expressada en mm.

25.14 CALCIFICACIO ARTERIAL CORONARIA

La mesura del calci de les artéries coronaries mitjangant una TC de feix rapid o una TC per
multidetectors s’ha demostrat predictora d’esdeveniments CV i de mort per qualsevol causa, en
subjectes no diabétics!60-162,

Ja en les primeres fases de ’ateroesclerosi coronaria, des de la fase de formacio de la placa
greixosa, trobem una acumulacid progressiva de calci a la paret vascular. EI mecanisme concret es
desconeix pero es postula que podrien estar-hi implicades unes proteines denominades proteines
contenidores de gamma-carboxiglutamat que presenten una elevada afinitat a la hidroxiapatita de
fosfat calcic. La regulacié de la calcificacio no sembla ser un procés passiu sinG per contra, es creu
que esta subjecte als mecanismes de formacié i remodelacié ossis*®!.

Per a una unificada avaluacio, es va preestablir el concepte seguent:
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Calcificacié coronaria

a) Una CAC és tota aquella zona densa, centrada en I’artéria coronaria i amb una densitat
superior a 130 UH.
Un exemple de progressié de CACs el trobem de I’article de revisié de Youssef i col.'3,

(Figura 6).

FIGURA 6. Increment progressiu de la calcificacio arterial coronaria i del calcificacio

arterial coronaria score

CAGS=35 v CACS=1127

CAC:s: calcificacio arterial coronaria score

Adaptat de Youssef G, Kalia N, Darabian S, Budoff MJ. Coronary calcium: new
insights, recent data, and clinical role. Curr Cardiol Rep. 2013 Jan;15(1):325%3

En el 1992 i després d’estudiar 522 coronaries, tant mitjancant 1’avaluacio del calci per TC
com histologicament, es va comprovar una bona correlacié entre la mesura de la CAC per TC, la
localitzaci6 anatomica de les plaques i el grau de calcificacié d’aquestes'®. Basant-se en aquest fet,
es va establir un sistema d’avaluacié de les imatges tomografiques denominat Agatston score.
Aquesta puntuaci6 té en compte dos factors principals que son, la densitat mesurada per unitats
Hounsfield (UH) i I’area de les calcificacions en mil-limetres (mm) quadrats. Segons la densitat de
la lesio s’hi associa un valor determinat (0, per densitats inferiors a 130 UH, 1 per densitats
compreses entre 130 i 199 HU, 2 entre 200 i 299 UH, 3 entre 300 i 399 UH i 4 per densitats iguals o
superiors a 400 UH). Aquest valor es multiplica per 1’area mesurada en mm quadrats de totes les

calcificacions. Del sumatori de tots els productes s’esdevé la puntuacié d’Agatston o CACs que
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s’expressa en UA®, El CACs s’ha correlacionat de forma directa amb el risc de patir esdeveniments
CV i amb la mortalitat per qualsevol causal®?. Centrant-nos en els pacients amb diabetis mellitus, el

CACs ha estat proposat com a predictor de la MCV subclinica.

Diabetis mellitus tipus 2

Independentment de la preséncia o del control dels FRCV tradicionals, els pacients amb DM2
asimptomatics presenten un major valor de CACs respecte als controls sense diabetis. Aquest
fet apunta a algun mecanisme fisiopatologic o a un FRCV no classic no ben establert i
dificilment justificable per I’existéncia o el control dels FRCV classics'®. Concretament,
’associacio entre CACs i els FRCV, tant els classics com els de més recent descripcid, varia
molt segons es tracti d’un pacient amb DM2, amb DM1 o es tracti d’un subjecte sense diabetis,

tal com es demostra en la taula segtient. (Taula 4)

Com a predictor de MCV, el valor del CACs esta relativament ben establert en pacients amb

DM2%7,

Diabetis mellitus tipus 1

En pacients amb DM1 s’ha comprovat que el CACs €és major que en la poblacio general. Hi ha
autors que, més enlla de corroborar aquesta relacié entre DM1 i major puntuacié del CACs,
postulen que la RI podria tenir-hi un pes important!®-16Z,

En I’intent d’explicar el perqué la condici6 de pacient amb DM1 implica una major puntuacio
del CACs i, a banda de I’existéncia d’un major o menor component de RI, semblaria que el
control glucemic podria estar-hi implicat. En un estudi observacional realitzat sobre la cohort
del DCCT denominat EDIC i anteriorment mencionat, es van realitzar 1.205 mesures del

CAC:s després de vuit anys de la fi del I’estudi DCCT.
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Associacions entre el CACs i els factors de risc cardiovascular nous i
convencionals

NO DIABETIS DM?2 DM1

Edat ++ ++
Geénere ++
Etnia ?
Rao cintura-maluc
IMC

PAs

Colesterol total

HDLc (disminuit)
Colesterol total/HDLc
Triglicérids

Risc Framingham
Glucosa en deju
Diabetis

Habit tabaquic

PCR

Homocisteina

HbAlc

Resistencia a la insulina
Microalbumindria

Apo B

Fibrinogen - -

+
+

+
+
+ o + +

++

+ + + + + + + + +
1 1
o o+ 4+

- NV

1 + i
1 1
+

+ 0+

+/-

N Y+ + +

CACs: calcificacio arterial coronaria score, DM2: diabetis mellitus tipus 2, DM1:
diabetis mellitus tipus 1, IMC: index de massa corporal, PAs: pressio arterial
sistolica, HDLc: colesterol unit a lipoproteines d’alta densitat, PCR: proteina C
reactiva, HbAlc: hemoglobina glicosilada Alc, Apo B: apolipoproteina B, NV: no
valorable

Adaptat de Elkeles RS. Coronary artery calcium and cardiovascular risk in diabetes.
Atherosclerosis 2010;210:331-33661

Es precis recordar que I’estudi DCCT fou un assaig clinic, aleatoritzat, multicentric i dissenyat
per contraposar un tractament intensiu (amb un objectiu glucémic estricte d’HbAlc < 6.0%)
contra un tractament convencional i de cara a avaluar-ne els efectes quant a la prevenci6 de les
complicacions vasculars i neurologiques propies de la DM1%818, Un subestudi de I’estudi
EDIC!", al seu torn, va evidenciar que el CACs dels pacients previament tractats de forma
intensiva era menor que la d’aquells tractats préviament de forma convencional. Tanmateix,
aquesta milloria de 1’estatus coronari només es va poder comprovar en els pacients de la

branca de tractament intensiu. Aquesta associacié fou posada en dubte perqué la branca dels
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pacients sota tractament intensiu, en el moment d’entrar a 1’estudi, presentaven una menor
evolucio de la malaltia (d’1 a 5 anys) i una absencia de retinopatia diabética.

Tot i les darreres puntualitzacions, aquest estudi va aportar evidencia sobre la vinculacio entre
el control glucémic i les complicacions macrovasculars, mesurades pel calcul de CACs per
mitja de la TC®®, Aquesta associacid, no s’ha pogut demostrar en pacients amb DM2166.170,

El valor del CACs també s’ha avaluat en pacients amb DM1 com a predictor de MCV i, en la
literatura, trobem estudis que indigquen que el CACs és un potent predictor de MAC. Per
exemple, en una cohort amb 302 pacients adults amb DM1, seguida durant 10 anys, es va
trobar que el CACs resultava ser un FRCV independent per MAC i per IAM. Aquesta
afirmacio es complia per ambdds sexes, perd presentava més poténcia en el cas dels homes. En
I’analisi exhaustiva de les dades, es detecta una sensibilitat del 84% per a la prediccié de MAC
i una del 100% per a IAM en els homes, mentre que en les dones resulta del 71% i del 100%,
respectivament. A més a més, es va poder definir el punt de tall de 400 UA com el més

eficient per a la prediccié de MAC en ambdds sexes'’.

2.5.2 CRIBRATGE DE L’ARTERIOESCLEROSI SUBCLINICA EN PACIENTS AMB
DIABETIS ASIMPTOMATICS

En les guies de maneig terapeutic de la diabetis mellitus de I’ ADA es desaconsella el cribratge
CV dels pacients asimptomatics, justificant que aquestes no proporcionen una avantatge quant als
resultats de prediccié de MCV respecte al control del FRCV classics. Unicament es considera
adequada, segons la majoria de les guies, la realitzacid de proves d’imatge cardiaques en aquells
pacients que presenten: a) Simptomes CV atipics com dispnea no explicable o dolor toracic. b)
Alteracions en ’ECG com les ones Q. c¢) Signes o simptomes de malaltia vascular com el buf
carotidi, infarts antics, ictus, la claudicacié intermitent o la malaltia vascular periferica.

Aquestes guies de maneig situen, per tant, el cribratge de la MCV subclinica dels pacients amb
DMI1 en el territori de la prevencié secundaria, recomanant 1’estudi quan hi hagin simptomes.
D’altra banda, no diferencien estratégies a seguir en poblacié amb DM1 i en poblacié amb DM2,
entenent-les com a una Unica entitat. Finalment, no fan mencié de ’ecografia carotidia amb la

mesura del GIMC com a metode de cribratge de la MCV subclinica®.
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En el document especific sobre la DM1 i la MCV de I’ADA i de I’AHA® es desaconsella el
cribratge CV en els pacients amb DM1 asimptomatics i en aquelles poblacions d’alta prevalenga.
Novament, es proposa la realitzacié de proves diferents a ’ECG en els pacients amb simptomes CV
0 amb un ECG anormal. Tanmateix, el propi document especifica que aquesta afirmacio es basa en
guies que no diferencien entre DM1 i DM2 i que, sobretot en aquells pacients amb DM1 i malaltia
renal, s’hauria de prestar una especial atencid. Creiem que tot plegat es quelcom discutible i que
segurament es produiran canvis en els propers anys, introduint més el concepte de detectar malaltia
subclinica i tractar-la, en el que avui entenem com a medicina de precisio, ja que el tractament de
FRCV té una prediccio6 ben poc precisa.

En aquest document es proposa la prova d’esfor¢ com la prova de cribratge inicial a realitzar,
basant-se en la seva cost-efectivitat i disponibilitat. Tanmateix, existeix una clara limitaci6 quant als
pacients amb neuropatia, peu diabétic, amputacid, etc. Com a alternatives a la prova d’esforg i,
malgrat no es disposa de suficients estudis que avaluin la utilitat d’aquestes proves en la prediccid
del risc CV en DML, es proposa la quantificacio del CACs i del GIMC.

Les guies de maneig de la European Society of Cardiology (ESC) en col-laboracié amb la
European Association for the Study of Diabetes (EASD)*#? també questionen que el cribratge CV
dels pacients amb diabetis asimptomatics aporti beneficis més enlla del control dels FRCV classics i,
igual que les guies anteriors, no diferencien entre DM1 i DM2 i segueixen acotant ’estudi de la
isquemia miocardiaca silent en aquells pacients amb signes de malaltia vascular periférica, amb un
CACs incrementat, amb preséncia de proteindria o en aquells que volen iniciar un programa intensiu
d’exercici fisic. Per contra, a diferéncia de les altres guies, afegeixen que aquelles proves que
detecten un dany dels organs vasculars diana com un ITB disminuit, un GIMC elevat, rigidesa
arterial, una CACs incrementada, la preséncia de neuropatia autonomica CV o d’isquémia
miocardiaca silent, poden contribuir a una més acurada prediccio del risc CV i que la seva deteccio
hauria de conduir a un control intensiu dels FRCV com disminuir I’objectiu de LDLc de < 100

mg/dL a < 70 mg/dL o valorar tecniques de revascularitzacio.
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2.5.3 MALALTIA CARDIOVASCULAR SUBCLINICA EN EL PACIENT AMB DIABETIS
MELLITUS TIPUS 1

2.5.3.1 PREVALENCA DE MALALTIA CARDIOVASCULAR SUBCLINICA SEGONS
CALCIFICACIO CORONARIA

La quantificaci6 del CACs s’ha utilitzat ja en alguns estudis per a I’estimacié de la
prevalenca de MCV subclinica en pacients amb DM1 asimptomatics!®t’217 j a part, ja s’ha proposat
la incorporacié d’aquest score, tant en pacients amb DM1 del sexe masculi com del sexe femeni,
com a factor independent en la prediccié de MAC i d’TIAM!™. Els estudis de la prevalenca de MCV
subclinica esmentats consideren la puntuacié del CACs com una variable qualitativa, essent
categoricament positiva amb valors superiors a 0 UA (veure apartat 2.5.1.4). Tal i com s’indica en
la Taula 5 hi ha diferents estudis que han avaluat la MCV silent per mitja d’aquest parametre:

Prevalenca de calcificaci6 arterial coronaria score > 0 UA en pacients asimptomatics
amb diabetis mellitus tipus 1

Dabelea | Colhoun | DCCT/ Salem i Djaberi | Aguilera
i col.t® icol.'® | EDIC? col.17 icol.'™ | icol.r™®

(EUA) | (RU) | (EUA) @ (EGIPTE) | (PB) | (CAT)

N 656 199 1205 60 65 150
Edat mitja (anys) 37 38 43 16 46 38
Evolucié de la DM1 (anys) 23 24 21 12 23 20
HbALc (%) 7.8 8.6 7.9 9.7 7.6 8.1
Retinopatia diabéetica (%) - - ~50 30 - 26
Nefropatia diabética (%) - - ~17 63 2 9
Hipertensio arterial (%0) 14 21 29 - 49 15
Dislipémia (%0) - - 30 - 63 21
Tabaquisme (%) S0 ~52* ~16* 27 26¢ 48*
CACs>1 (%) 37 50 31 20 67 18
Homes (%) 48 52 - 68 - 33
Dones (%) 28 47 - 34 - 9

CAC:s: calcificacié coronaria score, DM1.: diabetis mellitus tipus 1, DCCT/EDIC: Diabetes Control
and Complications Study / Epidemiology of Diabetes Interventions and Complications Study,
EUA: Estats Units d’Ameérica, RU: Regne Unit, PB: Paisos baixos, CAT: Catalunya

*Fumadors actius i ex-fumadors, *Fumadors actius, ~Aproximacio

En un estudi vinculat a I’anteriorment mencionat CACTI Study (veure apartat 2.1.3),
Dabelea i col.'® van detectar una proporcié de CACs > 0 UA en 243 dels 656 pacients amb DM1
estudiats (37% del grup amb DM1, 145 (48%) en homes vs 98 (27,5%) en dones, p < 0.01). En un

altre estudi de caracteristiques molt similars, Colhoun i col.}”® van detectar una positivitat de CACs

59



Introduccio

en 99 dels 199 pacients amb DM1 estudiats (49,7% del grup amb DM1, 50 (52%) en homes vs 49
(47%) en dones, p = NS). En un altre estudi derivat de la cohort DCCT/EDIC!"2, també mencionada
anteriorment (veure apartat 2.4.1), es va avaluar la preséncia de MCV subclinica en una cohort de
1.205 pacients amb DM1 mitjancant el CACs. En aquest treball es va reportar una prevalenca global
de CACs > 0 UA del 31% de la mostra. De forma més detallada, la prova resulta positiva en 374
pacients asimptomatics amb DML1 i es detectd un CACs > 200 UA en 102 pacients (8,5%).

En un estudi realitzat sobre una cohort de 60 pacients adolescents amb DM1 d’Egipte, amb
un temps d’evolucio de la malaltia de 12 anys, un mal control glucemic amb una HbAlc mitja de 9,7%
i una elevada proporcio de complicacions croniques microvasculars (30% de retinopatia diabética,
63% de nefropatia diabeética i 10% de neuropatia diabética), Salem i col.’* van detectar un CACs > 0
UA en 12 pacients, reportant per tant, un 20% de prevalenca.

Finalment, en una cohort de 65 pacients amb DML procedents dels Paisos Baixos, amb una
durada de la malaltia i un control glucemic cronic de 23 anys i 7,6% d’HbAlc, respectivament,

Djaberi i col.'® van detectar un CACs > 0 UA en 39 pacients, un 60% de la mostra a estudi.

2.5.3.2 PREVALENCA DE MALALTIA CARDIOVASCULAR SUBCLINICA SEGONS
ECOGRAFIA CAROTIDIA

Una altra técnica per valorar la MCV subclinica en els pacients amb DM1 asimptomatics és
la mesura del GIMC i la deteccido de plaques carotidies mitjangant 1’ecografia. L’existéncia
d’ateroesclerosi en aquest territori es pot extrapolar a la preséncia d’ateroesclerosi coronaria, ja que
ambdos territoris presenten un tropisme similar a aquest deteriorament®7% (veure apartat
2.5.1.3).

Tot i existir-ne una metodologia ben establerta, la naturalesa continua d’aquesta variable i la
manca d’un valor de GIMC especific per establir I’existéncia d’ateroesclerosi carotidia, dificulta
enormement parlar de prevalenga de MCV subclinica segons aquesta técnica o comparar dades entre
diferents arees geografiques. En la majoria dels estudis on s’avalua el GIMC en pacients amb DM1
se’n compara el valor mig entre pacients i els subjectes sans, pero no s’especifica la proporcio de
pacients amb un GIMC anormalment incrementat o la proporcié de pacients amb plagues

carotidi es43,155,157,158
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A part, existeix molta heterogeneitat a 1’hora de presentar els resultats; alguns autors
utilitzen la mitja aritmética del GIMC amb comparacions entre els pacients i controls, mentre que
d’altres reporten la proporcio de pacients amb un GIMC major que un determinat percentil o d’un
valor de GIMC arbitrari. Tanmateix, trobem una série d’investigacions que estudien aquest tema.

En el treball de Frost i col.’®, un estudi alemany realitzat sobre una cohort de 310 pacients
amb DM1 de més de 2 anys d’evolucio de la seva malaltia, es va explorar el GIMC i la preséncia de
plagques ateromatoses en el territori carotidi i es van comparar els resultats respecte un grup control
no diabétic de 40 subjectes i un segon grup control de 40 subjectes amb recent diagnostic (menys
d’un any) de DM1. El grup a estudi va demostrar un GIMC de 0,57 + 0,13 mm, que resultava
significativament superior a ambdos grups controls. En 1’analisi logistic es van correlacionar, de
forma independent amb el GIMC, les variables de 1’edat, el génere, el temps d’evolucié de la
malaltia, la PAd, el perfil lipidic i la coexisténcia de complicacions croniques com la retinopatia i la
nefropatia diabéetiques. En aquest article, tal i com succeeix en molts altres, no podem establir
prevalenca de MCV subclinica, Unicament mitja aritmética i comparacions.

En un estudi molt similar i realitzat a Noruega*, es va revisar el GIMC de 314 pacients
adolescents amb DM1 (edat mitja 13,7 anys) i es van estratificar els valors de GIMC segons el
percentil. En aquest treball es va detectar una proporci6 del 19,5% de la mostra amb un GIMC
superior al percentil 90 i del 13,1% superior al percentil 95. Per contribuir a 1’heterogeneitat de la
presentacid de les dades no s’especificava la mesura que corresponia a aquests dos percentils.

Finalment, en un estudi realitzat en la nostra area territorial, Giménez i col.'®, van avaluar
38 pacients amb DM1, asimptomatics des d’un punt de vista CV 1 sense complicacions croniques
associades. Un 32% de la mostra presentava un GIMC superior al 0,542 mm o terg superior. Aquest
valor no es va establir perd, com a punt de tall de preséncia d’ateroesclerosi.

Tanmateix existeixen excepcions que ajuden a la interpretacio d’aquests resultats:

En D’estudi de Frost del 199417, un altre estudi sobre poblacié alemany, s’estableix com a
GIMC patologic aquell GIMC major de 0,6 mm. Després d’analitzar el GIMC de 165 pacients amb
DM1 asimptomatics, s’hi va detectar un 18,7% de la mostra amb ateroesclerosi carotidia i una

prevalenca de plagues ateromatoses del 9,7%.
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La taula 6 resumeix la manca d’un consens a 1’hora de determinar la preséncia

d’ateromatosi subclinica mitjancant 1’ecografia carotidia.

Prevalenca d’ateroesclerosi carotidia segons GIMC i preséncia de plaques

ateromatoses
Margeirs | Giménez | Frosti Kupferi | Aguilerai
-dottir i i col.t7® col.r”" col .8t col.'7®
col.#
(EV) (CAT) (EV) (BRASIL) (CAT)
N 314 38 165 45 150
GIMC > 0.6 cm (%) - - 18,7 - 32
GIMC > percentil 90 (%) 19.5 - - - 9.9
GIMC > percentil 95 (%0) 13.1 - - - 5.7
GIMC > ter¢ superior (%) = 32 - - 34
Plaques ateromatoses (%o) - 21 9.7 13 11

GIMC: gruix intima-mitja carotidi, EU: Europa, CAT: Catalunya

2.5.3.3 PREVALENCA D’ATEROESCLEROSI PRECOC PER PRESENCIA DE PLAQUES
ATEROMATOSES CAROTIDIES

Quant a la detecci6 de plaques ateromatoses, existeix més homogeneitat de dades. En
I’estudi amb una cohort catalana de Giménez i col.'’® es reporten plaques carotidies en 8 dels 38
pacients a estudi (21%). Aquesta cohort de pacients presentava una edat mitja de 38 anys, una
evolucio mitja de la malaltia de 15 anys i una HbAlc mitja de 6,6%.

Paral-lelament, en una cohort de 45 dones amb DM1 del Brasil asimptomatiques per MCV
(edat mitja 36 anys, evolucié mitja 18 anys i HbAlc mitja de 8,5%) es reporta una prevalenca de

plaques carotidies d’un 13%?%.
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Essent la DM1 un paradigma de malaltia associada al desenvolupament d’arterioesclerosi, de
deteriorament vascular precoc i del risc de coronariopatia, una analisi minuciosa d’una cohort de
pacients amb DM i d’un grup control sense diabetis, que inclogui variables cliniques, la presencia
de complicacions croniques associades, la determinacio de potencials biomarcadors proaterogenics
proposats en la literatura, aixi com la mesura del CACs o del GIMC, pot contribuir a una millor
deteccié i caracteritzacié d’aquell subgrup de pacients amb DM1 que presenten un major risc de
desenvolupar esdeveniments CV, i aixi poder-hi establir estrategies més efectives i de més precisio

pel que fa a la prevencio i al tractament precog de la malaltia arterioesclerotica en la DML1.

3.2 JUSTIFICACIO DE LA HIPOTESI

Amb un risc 10 vegades superior de patir trastorns CV que els subjectes no diabéticst, la MCV
i concretament, la coronariopatia, continua essent la principal causa de mort entre els pacients amb
DMI1. Recentment s’ha observat una lleu disminucié en la taxa d’esdeveniments CV en aquest
col-lectiu, tanmateix aquesta reduccid no ha resultat significativament millor a 1’observada en la
poblacié general®3,

Tot i tractar-se de pacients amb un molt alt risc CV, amb una marcada predisposicié a
1’arterioesclerosi preco¢ i amb la coronariopatia com la principal causa de mortalitat, les societats
cientifiques persisteixen desaconsellant el cribratge actiu i universal de la MCV entre els pacients
asimptomatics amb DML1. En revisar les principals guies de maneig terapeutic de la diabetis®*“?, no
sempre s’esmenta I’ecografia carotidia amb la mesura del GIMC com a potencial prova de diagnosi
preclinica i a part, Gnicament es contempla la realitzaci6 de proves de cribratge CV en aquells
pacients amb un ECG anormal o amb simptomes tipics o atipics de MCV, que implica un moment
cronologicament molt avancat del desenvolupament de la MCV en aquest pacients. Per tant,
aquestes guies cliniques situen el cribratge CV en un territori complex entre la prevencid primaria i
la secundaria.

En la nostra area geografica i en la nostra practica clinica habitual, ’estratificacio del risc CV

del pacient amb DM1 asimptomatic es realitza mitjancant I’avaluacié i el tractament dels FRCV
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convencionals i practicant un ECG periodic. Manguen estudis que avaluin la MCV silent en pacients
amb DMI1 de l’area Mediterrania, doncs actualment s’extrapola de dades d’altres regions
geografiques, on ha estat avaluada mitjancant la quantificacié del CACs o la mesura del GIMC, en la
major part dels casos.

La implementacié d’estudis orientats a aquesta finalitat aportarien un millor coneixement
d’aquesta importantissima problematica permetent aprofundir sobre la seva magnitud i servirien per
examinar la capacitat i validesa d’aquestes técniques d’imatge i dels biomarcadors circulants en la
deteccid i el cribratge de la MCV preclinica. Tot plegat, ens dotaria d’una major precisio en la
classificacio dels pacients segons el seu risc i ens permetria fer una medicina més personalitzada i
predictiva.

Basant-nos en tota aquesta informacid, la nostra investigacié va destinada a I’avaluacid
minuciosa d’una cohort de pacients amb DM1 de 1’area Mediterrania, asimptomatics per MCV i amb
més de 10 anys d’evolucid de la DM1 i, a més, I’estudi homoleg d’un grup control no diabétic.
L’objectiu principal és la determinacio de la prevalenca de MCV silent entre els pacients
asimptomatics amb DM1 que viuen en una area territorial concreta de Catalunya. Paral-lelament es
pretén esbrinar la utilitat en la diagnosi i la correlacié entre els resultats de les diferents proves de
cribratge CV, incloent 1’ecografia carotidia o la puntuacio de la CAC mesurada per TC. Finalment,
es desitja aclarir la possibilitat d’identificar nous FRCV, no classics, associats causalment o no a
I’aparicio de 1’ateroesclerosi coronaria precog associada a la DM1.

El descobriment d’aquests potencials nous FRCV no classics, més enlla del paper protector o
contribuidor de 1’arterioesclerosi, pot posar les bases d’una millor estratificacid dels pacients segons
el seu risc CV. D’aquesta forma es podrien personalitzar estratégies preventives i intensives
dirigides a la disminucié de la taxa d’esdeveniments CV. Només aixi, es podra millorar la
morbimortalitat CV del pacient amb DM1, més enlla del progressos reportats amb les estratégies
contemporanies®®.

Entre els FRCV no classics, s’ha proposat la concentracié de 250HD, tant en poblacié general
com en poblacié amb diabetis mellitus. En el nostre territori (Badalona, Latitud 41° 26” 00”’), la

prevalenca de deficiencia de 250HD en pacients amb DML1 i la seva potencial associaciéo amb la
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preséncia de MCV subclinica no ha estat analitzada. L'analisi d’aquesta vitamina/hormona esteroidal
en sang podria esdevenir d’utilitat a I’hora d’individualitzar el risc coronari dels pacients amb DM1.

De la mateixa manera, s’han proposat biomarcadors inflamatoris com 1I’YKL-40 i
I’adiponectina. En la nostra area territorial i d’influéncia, caracteritzada per un relativament reduit
risc CV, I’estudi de les concentracions d’adiponectina o d’YKL-40 en les persones amb DM1 no ha
estat realitzat ni en clau de comparacié amb la poblacié general ni en clau de FRCV no classic.
Novament i, de forma sinergica amb la mesura de les concentracions de 250HD, la determinacio
d’aquestes molécules pot aportar informacio per a la correcta estratificacid dels nostres pacients amb
DML respecte el seu risc CV.

Finalment, la deteccié d’EHNA per ecografia abdominal ha estat proposada com un nou FRCV.
Alguns equips han investigat la prevalenca d’EHNA en pacients amb DM1 de I’area Mediterrania i
n’han valorat I’impacte respecte la preséncia de MCV subclinica. El nostre equip recolza la hipotesi
que els pacients amb DM1 de la nostra area presenten una potencial elevada prevalenca d’EHNA i
que la seva deteccio és un indicador precog i independent de 1’arterioesclerosi subclinica accelerada
propia de la DML1. En tot cas, no disposem de dades de prevalenca d’EHNA en persones amb DM 1
del nostre entorn geografic i, aquesta dada és convenient coneixer-la.

En resum, en aquest treball s’analitza el potencial de les proves de diagnosi precog de la MCV
subclinica en els pacients amb DM1 de 1’area Mediterrania de 1’entorn geografic de Badalona i
detectar-ne els parametres analitics i/o radiologics vinculats. La finalitat és aconseguir una més
precisa tipificacio dels pacients amb DM1 segons el seu risc coronari per definir-ne subgrups de

molt alt risc i dirigir-hi estratégies terapeutiques intensives en clau de prevencid primaria.
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‘ 41 OBJECTIU PRINCIPAL

Avaluar la prevalenca de malaltia cardiovascular subclinica en la poblacié de pacients
amb diabetis mellitus tipus 1, amb més de 10 anys d’evoluci6 de la seva malaltia i

procedents de I’area geografica de Badalona

4.2 OBJECTIUS ESPECIFICS

1. Comparar la prevalenca de MCV subclinica en els pacients amb DML1 de la nostra
area mitjangant la mesura del CACs, la mesura del GIMC i amb la deteccio de
plaques d’ateroma carotidies i analitzar la potencial correlaci6 entre els resultats de
les diferents proves diagnostiques. Aquest objectiu s’ha perseguit en 1’estudi:

Aguilera E, Serra-Planas E, Granada ML, Alonso N, Pellitero S, Pizarro E, Reverter
JL, Salinas I, Soldevila B, Mauricio D, Puig-Domingo M. Low prevalence of
subclinical atherosclerosis in asymptomatic patients with type 1 diabetes in a
European Mediterranean population. Diabetes Care. 2014;37(3):814-20%"®

2. Estudiar les concentracions de vitamina D dels pacients amb diabetis mellitus tipus
1 de ’area geografica de Badalona, amb més de 10 anys d’evolucio de la malaltia i
avaluar la possible associaci6 amb la preséncia de malaltia cardiovascular
subclinica. Aquest objectiu ha estat objecte de I’estudi:

Serra-Planas E, Aguilera E, Granada ML, Soldevila B, Salinas I, Reverter JL,
Pizarro E, Pellitero S, Alonso N, Mauricio D, Puig-Domingo M. High prevalence of
vitamin D deficiency and lack of association with subclinical atherosclerosis in
asymptomatic patients with Type 1 Diabetes Mellitus from a Mediterranean area.
Acta Diabetol. 2015 Aug;52(4):773-91"°
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3. Analitzar les concentracions de marcadors inflamatoris com PYKL-40 i
I’adiponectina entre els pacients amb diabetis mellitus tipus 1 de la nostra cohort i
valorar-ne la potencial associacié amb la preséncia d’aterosclerosi preco¢. Aquest és
I’objectiu principal desenvolupat en la investigacio:

Aguilera E, Serra-Planas E, Granada ML, Pellitero S, Reverter JL, Alonso N,
Soldevila B, Mauricio D, Puig-Domingo M. Relationship of YKL-40 and adiponectin
and subclinical atherosclerosis in asymptomatic patients with type 1 diabetes mellitus
from a European Mediterranean population. Cardiovasc Diabetol. 2015 Sep
18;14:12118

4. ldentificar la preséncia d’esteatosi hepatica no alcoholica en un subgrup de pacients
amb diabetis mellitus tipus 1 de la nostra cohort per establir-ne la prevalenca i
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LOW PREVALENCE OF SUBLINICAL ATHEROSCLEROSIS IN ASYMPTOMATIC
PATIENTS WITH TYPE 1 DIABETES MELLITUS IN A EUROPEAN
MEDITERRANEAN POPULATION

Eva Aguilera, Enric Serra, M. Luisa Granada, Nuria Alonso, Silvia Pellitero, Eduarda
Pizarro, Jordi Reverter, Isabel Salinas, Berta Soldevila, Didac Mauricio and Manuel Puig-

Domingo

Abstract
Screening of cardiovascular disease in asymptomatic type 1 diabetes (T1D) is a controversial issue.

Objective: To evaluate the presence of early carotid and coronary atherosclerosis in asymptomatic

T1D patients with no history of ischemic heart disease.

Research Design and Methods: One hundred and fifty T1D patients (58% males; 38.6+8.1 years,
20.448.1 years of evolution; HbAi:: 8.1+2.3%; 52% non-smokers; 26% retinopathy; 9%

microalbuminuria) and 50 non-diabetic controls age and sex matched were studied. Carotid
ultrasonography to determine cIMT and the presence of atheroma plaques, and cardiac CT for

calcium analysis and quantification (CACS) were performed.

Results: Most T1D patients and controls displayed a CACS of 0 (82% vs 92%). T1D patients with
CACS >1 were older and had higher HbA1c (44.5£5.1 vs. 36.748.1 years p<0.001 and 8.5+1.1 vs.
7.8+£1.0% p<0.003, respectively), longer evolution of diabetes (25.4+9.2 vs. 19.3£7.4 years
p<0.005) and mean cIMT (0.53+0.11mm. vs. 0.67+£0.18mm. p<0.001) compared to patients with
CACS of 0. Smoking (p<0.02), nephropathy (p<0.05), retinopathy (p<0.05) and male gender
(p<0.03) were significantly and positively associated to CACS >1. Mean cIMT was significantly
higher in T1D patients (0.55+0.14 vs. 0.48+0.14mm p<0.01) and 11% of them presented atheroma
plagues (8% controls). Multivariant logistic regression analysis showed that c-IMT was related to
CACS (beta=6.87, p<0.001).

Conclusions: A small percentage of T1D patients showed data suggestive of subclinical
atherosclerosis. Universal screening of coronary disease in this population is not justified. Carotid
ultrasonography maybe useful for screening in the subset of patients with cardiovascular risk

factors and long disease evolution.
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Introduction

Cardiovascular disease and especially coronary heart disease (CHD) is the most common
complication and the leading cause of death in type 2 diabetes (T2D) (1). Remarkably, type 1
diabetes (T1D) is associated with even a higher CHD risk of at least 10-fold increase compared to
age matched non-diabetic subjects (2,3). Two prospective epidemiological studies, the Pittsburgh
Epidemiology of Diabetes Complications (EDC) and Eurodiab confirmed this higher rate of total
coronary events and a higher mortality in T1D patients (4,5). The reasons for this increased risk
have not been fully elucidated and can only be partly explained by standard cardiovascular risk
factors. The role of glycemic control is controversial and in some studies has not consistently been
demonstrated as a risk factor for cardiovascular events in T1D (5,6). Nevertheless, data from the
Diabetes Control and Complications Trial (DCCT) and the Epidemiology of Diabetes Interventions
and Complications study (EDIC) confirmed that intensive therapy significantly reduced the long-

term risk of clinical cardiovascular disease (7).

Different studies have shown that changes in vascular structure and function occur early in the
course of T1D, supporting the theory of accelerated atherosclerosis in these patients. Coronary
intimal thickening, changes in arterial compliance and stiffness, and endothelial dysfunction have

been observed in these patients (8,9).

Current guidelines consider T2D as a CHD equivalent, whereas type T1D is considered a high-risk
state only when microalbuminuria is present (10). Different studies in T1D have evaluated the
microvascular complications and risk factors associated (11) but prevalence of CHD and its related
factors have been studied less extensively. Most of the clinical trials regarding prevention of CHD
in diabetic persons include exclusively patients with T2D and clinical outcomes obtained in these
patients use to be extrapolated to patients with T1D. However, it is unclear whether asymptomatic
T1D patients benefit from the current preventive treatment strategies and if active screening is
justified. To optimize these preventive strategies, more detailed understanding of early coronary

atherosclerosis development in T1D is required.

Coronary artery calcium score (CACS) is a well-established index of atherosclerosis and is feasible
to be performed in the clinical practice by using a multi-detector computerized tomography
(MDCT) (12). Coronary calcium is expressed with a standardized scoring system devised by
Agatston (13). This scoring system has been validated in histological specimens of coronary
arteries from a large number of men and women and in all age groups showing a high degree of
correlation with the degree of atherosclerosis found on histological examination (14). CACS has
been shown to predict both incident CHD and all cause mortality in non-diabetic subjects (15, 16).
T2D is associated with higher CACS than general population, independently of other

cardiovascular risk factors (17).
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There is relatively scarce information of CACS in T1D patients. A positive relationship between
glycemic control and CACS has been described in T1D patients of the Epidemiology of Diabetes
Interventions and Complications study (EDIC) and the intensively treated group displayed lower
CACS (18). Another study has also reported increased coronary calcification in women with T1D
compared to controls (19). In the EDC cohort CACS was strongly correlated with CHD,

particularly in men (20).

Common carotid artery (CCA) intima-media thickness (c-IMT) as measured by high
resolution B-mode ultrasonography is a non-invasive marker of subclinical atherosclerosis
(21). An increased c-IMT has also been correlated with an increased relative risk for stroke
and coronary arterial disease in non-diabetic adults (22). In children, a significant
thickening of the endothelial wall has been found in several chronic diseases including
diabetes mellitus (23).

Prediction and early diagnosis of CHD allows an appropriate intervention in the initial stages of the
disease. Therefore, the aim of the present study was to evaluate the presence of early
atherosclerosis in asymptomatic T1D patients with long disease evolution (more than 10 years)

leaving in a Mediterranean country, with no previous history of ischemic heart disease.
Subjects and Methods

A group of 150 asymptomatic T1D patients followed at our outpatient clinic were concecutively
recruited between 2010-2012. Inclusion criteria were an age between 20 and 50 years and an
evolution disease of more than 10 years. The exclusion criteria were a previous history of clinical
macrovascular or CHD. Current smoking and previously smoking condition for less than 5 years
were included in the same category. A group of non-diabetic subjects matched for age, sex and
smoking condition recruited from the relatives and staff of our hospital was also included as control

group. All patients were under intensive insulin treatment and 15% of them using pump devices.

The study was approved by the local ethics committee, in accordance with the Declaration of

Helsinki; all participants gave their written informed consent prior to inclusion.

Demographic and clinical data, including age, sex, history of clinical macrovascular disease and
microvascular diabetic complications, family history of early CHD in first degree relatives (defined
as CHD occurring before age 55 years in men and before age 65 years in women) and medical
treatment (antihypertensive agents, statins and acetylsalycilic acid-ASA- ) were recorded for all
subjects. Body mass index (BMI) was calculated as weight in kilograms divided by height per

square meter.
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Diabetic nephropathy was evaluated according to urinary albumin excretion. Thus, normal urinary
albumin excretion was considered below 30 mg/24 h, microalbuminuria from 30 to 300 mg/24 h
and proteinuria above 300 mg/dl. These results were confirmed on at least two out of three
consecutive determinations. Diabetic retinopathy was defined by fundus oculi performed by a

specialized ophthalmologist.
Biochemical measurements

Blood samples were drawn by venipuncture at between 8.00 and 08.30 h. after an overnight fast.
Plasma glucose, total cholesterol, high density (HDL) and low density (LDL) lipoprotein
cholesterol and triglycerides were measured by routine clinical chemistry immediately after
extraction. HbA:. was measured in blood samples with EDTA by HPLC using a fully-automated
Adams Menarini HI-AUTO Alc 8160 analyzer manufactured by Arkray (Kyoto, Japan) with an
inter-assay coefficient of variation (CV) of 1.8 and 1.5% at HbA;. levels of 4.8 and 9.0%
respectively (reference range: 4-5.8%). Mean HbA:. was calculated as an average of three
determinations in the previous year before the inclusion in the study.

Cardiac computed tomography protocol

Multidetector cardiac CT (MSCT) was performed using a 16-slice high resolution CT ECG-gated,
with retrospective reconstruction and with special attention to the coronary arteries (SOMATOM
Sensation 16 and Syngo Calcium Scoring software for analysis and calcium calcification). CACS
was identified as a dense area in the coronary artery exceeding the threshold of 130 Hounsfield
units. A total Agatston score was determined for each patient. The results were expressed according
to the classification previously described by Shaw et al (24). Scans were read by a single

radiologist.
Carotid ultrasonography

Ultrasonographic images were acquired using high resolution B-mode ultrasound (Siemens Acuson
Sequoia 512) with an electric linear array 13-5 MHz transducer. Acquisition, processing and
storage of B-mode images were computer-assisted with the version of the software provided by the
manufacturer. All measurements were performed by the same trained radiologist. The CCA
segment was defined as the distal 1 cm of the CCA, immediately proximal to the onset of increased
spatial separation of the walls of the CCA. Both near and far walls of these arterial segments were
scanned longitudinally and transversely to assess the presence of plaques. The protocol involved
scanning of the CCA, carotid bifurcations and origins (first 2 cm.) of internal carotid arteries. The
presence of carotid plaques was defined as focal echo structures encroaching into the arterial lumen
of at least 0.5 mm or 50% of the surrounding c-IMT value, or when c-IMT was >1.5 mm as

measured from the media—adventitia interface to the intima—lumen interface. Quantification of
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plaque thickness was made at the site of the maximal encroachment perpendicularly to the vessel
wall by measuring the distance between the media—adventitia interface and the lesion surface
facing the lumen. CCA-IMT was measured in a longitudinal view at a site free of plagues along a
10 mm-long segment on the far wall of the CCA in agreement with the carotid IMT consensus
(2004-2006) (24). Composite right and left c-IMT were calculated as the average of the four
readings in each artery segment, and the mean of the left and right c-IMT measurements was used

in the analysis.
Statistical methods

Continuous variables were expressed as mean SD or median (interquartile range) and categorical
variables as frequency and/or percentage. Differences between groups were tested by the Student’s
t-test or the non-parametric Mann-Whitney U test, as appropriated. A p value less than 0.05 was
considered statistically significant. Categorical variables were compared with a y? test. Separate
multivariate regression analyses with backward elimination were performed, correcting for all
baseline clinical characteristics including as confounders age, male sex, BMI, smoking, positive
family history of CHD, dyslipidemia, hypertension, mean HbA:c to identify independent predictors
of each coronary atherosclerosis variable on MSCT. All statistical analyses were performed using
the Statistical Package for Social Science (SPSS, Chicago, IL, USA) for personal computers,
version 12.0 (SPSS).

Results
The clinical characteristics of the 150 patients and the 50 controls are shown in Table 1.

Table 1. Basal characteristics of T1D patients and control group

T1D Controls
n 150 50
Age (yr) 38.6x 8.1 38.1x 7.2
Sex (M/F) 58/42 56/44
Evolution T1D (yr) 20.4+8.1 o
Family history CHD (%) 20 22
BMI (kg/m?) 25.113.6 25.314 3
Retinopathy (%) 26 —
Nephropathy (%) 9 ———
HbA , (%) 8.1%2.3 —
Total cholesterol (mg/dl) 182.7x251 1911+ 34.1
HDL (mg/dl) 60.3*%15.1 61.8%+16.6
LDL (mg/dl) 105.3 ¥21.9 111.3 £33.5
Smoke (% yes/no) 48/52 42/58
Statins (%) 21% —_
Antihypertensive (%) 15% —
ASA (%) 16% s
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CACS

CACS results are shown in Table 2. A high proportion of subjects in both controls and patients
displayed a CACS of 0 (92% vs 82%), and the differences between groups were not statistically
significant. For all patients, mean and median CACS were 19.5 + 102 and <1 respectively. When a
CACS of moderate severity of >100 was considered, it was found only in a low proportion of T1D
(6/150, 4%). When patients were categorized using a lower CACS of >1, those showing values
higher of this cut-off had significantly higher age (p<0.001) and a longer duration of the disease
(p<0.006) compared with patients with a CACS of 0 (Figure 1A). There were more men than
women with CACS>1 (p<0.02). In relation to metabolic control patients with CACS >1 also
showed significantly higher HbAlc (p<0.002; Figure 1B).

Table 2. CACS results

T1D Controls
Score 0: No plaques (very low risk) 123 (82%) 46 (92%) ns
Score 1-10: Minimal plaques (low risk) 12 (8%) 1(2%)
Score 11-100: Mild calcification 9 (6%) 2 (4%)
(moderate risk)
Score 101- 400: Moderate calcification 4(2.6%) 1(2%)
(high risk)
Score>400: Significant calcification 2 (1.3%) 0
(very high risk)

Thirteen out of the 150 patients (9%) patients presented nephropathy and 10 of them also
retinopathy. Eight of the 13 patients with nephropathy had a CACS of 0 and 5 of them >50 (with
values of 58, 99, 227, 523, 1062). All these 5 patients also presented proliferative retinopathy.

Carotid ultrasonography

T1D patients showed a significantly higher c-IMT compared to control group (0.55+0.14 vs.
0.48+£0.14 mm., p<0.01). A low proportion of subjects in both groups presented atheroma plaques

(16 patients and 4 control subjects, 11 vs. 8%), in all cases conditioning stenosis of less than 50%.

Patients with nephropathy showed a higher c-IMT compared to patients without nephropathy
(0.5940.14 vs. 0.54+0.14 mm., p<0.08). There were no differences regarding to c-IMT in relation
to retinopathy.
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T1D patients with plaques had a significantly higher HbA:. and c-IMT (Figure 1C) compared to
those patients without plaques. Four out the sixteen patients with plaques (25%) presented
retinopathy and only one patient had both proliferative retinopathy and nephropathy.

Figure 1.
A. Association of CACS with age and diabetes evolution

B. Association of CACS with metabolic control and carotid ecography

C. Association of carotid plagues with metabolic control and c-IMT
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Associations between study variables

When univariate correlation analyses were performed in diabetic subjects, we found that previous
and active smoking habit (p<0.02), nephropathy (p<0.05), retinopathy (p<0.05) and male gender
(p<0.03) were significantly and positively associated to CACS >1 (p<0.01 and p<0.004). No
relationships were found regarding family history of CHD. The presence of carotid plaques was
only associated to smoking condition (p<0.02) but not with the rest of study variables. Those T1D
patients with a CACS >1 showed a significantly higher c-IMT compared with patients with a
CACS of 0 (Figure 1B). A positive correlation was found between values of CACS and ¢c-IMT (rs
0.36 p<0.001).
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A multivariant logistic regression analysis was performed in T1D group in order to identify those
factors influencing independently CACS, including all variables that showed a statistically
significant association in the univariate analysis. The step forward methodology was applied
including the following variables: age, gender, duration of disease, smoking status, HbAlc,
retinopathy, nephropathy, treatment for hypertension, statin use, CHD family history and aspirin
treatment. After elimination of confounders, the final model included the following covariates:
duration of diabetes, statins treatment and c-IMT (R? =0.44). In all the models generated, we found
that c-IMT was related to the CACS (beta=6.87, p<0.001), duration of diabetes (beta=0.09,
p<0.008) and statin treatment (beta=1.43 p<0.02).

Discussion

It has been long debated whether subclinical atherosclerotic disease should or should not be
actively screened in T1D. There is currently no agreement and in fact, most if not all, clinical
guidelines do no recommend active screening, or at least a universal active screening in apparently
healthy T1D patients (25,26,27). On the other hand, this issue has also been developed in a scenario
in which the background of CHD risk is not the same depending of the specific population studied.
In this regard, in some countries, such as Spain, the average risk of CHD is significantly lower than
in other parts of the world (28-30), and as a consequence active screening of CHD would be

recommended or not according to this background.

In our study, in which a sample of T1D patients currently visited in a referral center was evaluated,
we found that a small percentage of individuals presented data suggestive of subclinical
atherosclerosis. Our cohort, was characterized by a mean duration of disease of 20 years, a
relatively low prevalence of microangiopathy, and only about 20% of our patients were under
treatment for classic cardiovascular risk factors. Despite a quite long duration of disease, the
prevalence of subclinical vascular disease was low. Most of our patients displayed a CACS of 0,
slightly higher than in the control group but without significant statistical and clinical relevance.
Only 4% of the patients showed a CACS over 100, suggesting moderate or significant calcification
and most of them presented also microvascular complications. In addition, high CACS was
associated with smoking, male gender and family history of early CHD in first-degree relatives.

The presence of plaques was associated to smoking, and c-IMT was related to CACS.

Although there are other studies reporting CACS measurement in asymptomatic T1D population
(18,19, 31-34), data concerning a Mediterranean population is very scarce, only one study
evaluated young Egyptians (32). Our results clearly differ from this latter published by Salem et al.
(32) in this Egyptian population and the one by Djaberi et al performed in the Netherlands (33);
both showed higher CACS in their T1D patients than ours. In a much younger population (mean

age 16 years) than the one we studied but with a higher A of about 9.6%, Salem found a mean
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CACS of 44, compared to 19 in our series, and Djaberi found a mean CACS of 217 in a population
having a mean age of 46 years and 23 years of T1D duration (33). This latter study does not differ
very much from the present study in patient disposition, age and metabolic control but the
prevalence of hypertension and dyslipidemia was higher, which may be related to a potential non-
Mediterranean diet. Studies performed in the US showed a loss of protective effect assigned to
women (18,19) and, very important, that intensive glucose treatment was associated to a better
CACS in the EDIC cohort (17). These results are in agreement with those of our patients because
the mean CACS in men was similar to that from women (19.7 vs. 19.3). Those studies performed
in US population by Colhoun (18) and Dabelea (31) displayed higher mean CACS than our study
despite that mean age and duration of T1D were similar (38/37 years and duration of 24/23 years
respectively). Concerning to the data from the DCCT/EDIC study (17) the mean CACS was lower
in the intensive group in relation to the conventional treatment group (78 vs. 65) and the CACS
values were higher than in our group but these patients were older (mean age 43 years).
Nevertheless, the mean diabetes duration was similar (21 years). In the Danish study by Mogensen
et al. (34) patients were stratified according to the presence of autonomic cardiovascular
neuropathy (CAN). Those with CAN+ displayed higher CACS compared to those without CAN
(197 vs. 5). None of our patients presented clinical signs of CAN, although no specific procedures

were performed to rule out CAN.

In the present study, TD1 patients showed a higher c-IMT when compared to control population
but there were no differences in the presence of plaques and its benign characteristics. These data
are concordant with those described by others in Spanish control populations (36,36). In a small but
special group of Spanish T1D patients showing metabolic instability and frequent and severe
hypoglycemic episodes, Giménez et al (37) found a higher c-IMT compared to our cohort; few of
our patients presented severe episodes of hypoglycemia, however, the number of cases was too low
for allowing comparisons. This fact may be interpreted, as the authors suggested, as a deleterious
effect of repeated hypoglycemia upon arterial wall; as our patients were not particularly

hypoglycemic prone, this may corroborate such hypothesis.

The fact that our cohort is living in a geographical area with a low prevalence of CHD (28,29) may
explain our findings concordant with the background general population. Also, it has to be taken
into account that our T1D patients have being treated all of them in the era of universal intensive
glycemic treatment -15% were under pump treatment-, as well as the use of cardiovascular
protective drugs, immediately when indicated following international guidelines. Only few patients
with a very long duration of the disease (>30 years) and onset at very young ages did not receive
such an intensive treatment modality at the beginning of the disease. In this regard, our data on
CACS are very close to those found in the intensive arm of the EDIC cohort (17). This intensive

glycemic treatment may thus have a positive impact in the prevention of cardiovascular disease.
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The low prevalence of subclinical cardiovascular disease in our T1D patients may be also
influenced by other factors, namely the genetic background, as there was a low CHD family history
in our cohort. Finally, dietary factors such as a Mediterranean diet style, may have also be of

importance, mostly when compared with Northern European countries diet (27).

Therefore and in terms of cost-effectiveness, our data suggest that universal screening in our
population is not justified, specially with expensive techniques as CACS. However, in other
populations with higher prevalence of cardiovascular disease, or in patients with long or very long
disease duration and antecedents of poor metabolic control and family history of CHD, it is
probably justified to investigate CHD before the appearance of symptoms. In this regard, our data
support that alternative techniques less expensive than CACS and widely and readily available in
the clinical practice as carotid ultrasonography, may be useful in the screening of such T1D
patients. The positive correlation between CACS and c-IMT of the present study support this

recommendation.

In summary, our data indicate that a small percentage of T1D patients living in Catalonia with 20
years of mean disease duration showed data suggestive of subclinical atherosclerosis. For that
reason, universal screening of coronary disease in this Mediterranean T1D population is not
justified. We suggest that carotid ultrasonography maybe useful for CHD screening in the subset of
T1D patients with associated classic cardiovascular risk factors as in non diabetic population, and
when microvascular complications and long disease duration is present. In this regard, in this
subset of subjects, as CHD mortality is higher than expected, the same attention for early detection
of microvascular disease should also be deserved for macrovascular disease, provided that the

screening procedure would efficient enough.
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Abstract

Background and Aims: Several studies linked vitamin D deficiency with coronary artery disease
(CAD). The aim of this study was to evaluate the relationship between the concentrations of 25-
hydroxyvitamin D (250HD) and the presence of early atherosclerosis in asymptomatic Type 1

Diabetes (T1D) patients with no previous history of ischemic heart disease.

Methods and Results: One hundred and forty-five patients with T1D (age 37.8 £ 8 years, 57%
male, all Caucasian, disease duration 20.6 + 8.3 years, HbAlc 7.6 + 1.4 % (60.2 £ 11.1 mmol/mol),
body mass index (BMI) 25.2 + 3.5 kg/m2, 52.4% smokers, 23% retinopathy, 10% nephropathy)
and 48 controls matched for age, sex, BMI and smoking habit were studied. 250HD deficiency was
defined for values < 20 ng/mL. A sun exposure questionnaire, carotid ultrasonography to determine
carotid intima-media thickness (CIMT) and the presence of atheroma plaques and cardiac

computed tomography (CT) for evaluation of calcium artery calcification (CACS) were performed.

T1D subjects showed a high proportion of 250HD deficiency (43.2% vs. 21.7%, p = 0.032). 82%
of T1D patients and 92% of controls had a calcium score of 0. CIMT was greater in patients with
T1D (0.55 + 0.14 mm vs 0.48 £+ 0.15, p = 0.01) compared to controls. T1D subjects showed no

differences in the results of CACS or CIMT according to the vitamin D concentrations.

Conclusion: T1D patients have lower concentrations and twice more prevalence of 250HD
deficiency than controls. There was no association between 250HD concentrations and subclinical

CAD.
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Introduction

A billion people worldwide have vitamin D deficiency or insufficiency [1]. In the last decade a
series of studies have revealed the non-calciotropic actions of vitamin D [2-4]. A controversial
issue is the possible link between cardiovascular disease (CVD) and vitamin D deficiency. Vitamin
D deficiency may promote calcification, inflammation and endothelial dysfunction [5]. Different
factors such as secondary hyperparathyroidism, chronic inflammatory state and oxidative stress
could contribute to vascular damage in 25-hydroxyvitamin D (250HD) deficient patients [6].
Recently, some reports have shown lower vitamin D concentrations in T1D and T2D subjects
compared to control population [7-11]. These vascular physiopathologic implications of 250HD in
diabetic population may act synergistically with classical cardiovascular risk factors as
hypertension, dyslipidemia, smoking habit, and poor glycemic control, leading to a higher degree

of vascular damage.

Although a remarkable number of studies in general population, with and without diabetes, have
demonstrated a relationship between 250HD and a higher prevalence of cardiovascular risk [11,
12], not all the reports have confirmed this association [13, 14]. 250HD deficiency has been linked
to a greater prevalence of CVD [4, 15, 16], coronary artery calcification (CACS) [17, 18] and

mortality [19, 20], thus postulating a cardioprotective effect of the reposition of this steroid.

There is scarce information concerning the possible relationship between 250HD deficiency and
subclinical coronary artery disease (CAD) in T1D patients. Two recent studies have been
conducted in American T1D patients and have shown discordant results. Sachs et al. did not find an
association between 250HD deficiency and subclinical atherosclerosis measured by CACS and
carotid intima-media thickness (CIMT) [13]. Nevertheless, Young et al [18] have found a
significant association between 250HD deficiency and an accelerated progression of vascular

disease.
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The aim of this cross-sectional study was to evaluate the possible relationship between the
concentrations of vitamin D and the presence of early atherosclerosis assessed by CACS and CIMT

in asymptomatic T1D patients with long disease evolution living in a Mediterranean country.

Methods

Patients and controls

An initial cohort of 150 asymptomatic T1D regularly followed at our outpatient clinic and a control
group of 50 subjects matched by age, sex and smoke condition were consecutively recruited
between 2010-2012 in Badalona (Barcelona, Spain; latitude 41° 25”). In this cohort the presence of
subclinical atherosclerosis was evaluated and previously reported elsewhere [21]. Inclusion criteria
were being diagnosed of T1D (clinical and immunologic diagnosis), an age between 20 and 50
years and a disease evolution of more than 10 years. The exclusion criteria were a previous history
of clinical macrovascular or cardiac heart disease (CHD), Type IV, V or VI skin phototype, or
having T1D < 10 years of evolution, and current treatment with vitamin D or calcium. Five patients
and two controls from the initial cohort were excluded because they were under vitamin D
treatment for different reasons. The final sample studied included 145 T1D patients and 48 controls

(all Caucasian).

Current smoking and previously smoking condition for less than 5 years were included in the same
category. The control group of non-diabetic subjects was matched for age, sex, body mass index
(BMI) and smoking condition and recruited from the staff of our hospital and their relatives. All

patients were under intensive insulin treatment and 15% of them were using pump devices.

The study was approved by the local ethics committee, in accordance with the Declaration of

Helsinki. All participants gave their written informed consent prior to inclusion.

Demographic and clinical data including age, sex, history of clinical macrovascular disease and
microvascular diabetic complications, family history of early CHD in first degree relatives (defined

as CHD occurring before age 55 years in men and before age 65 years in women) and medical
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treatment (antihypertensive agents, statins and acetylsalicylic acid) were recorded for all patients.

Body mass index (BMI) was calculated as weight in kilograms divided by height per square meter.

Diabetic nephropathy was evaluated according to urinary albumin excretion. Thus, normal urinary
albumin excretion was considered below 30 mg/24h, microalbuminuria from 30 to 300 mg/24h and
proteinuria above 300 mg/24h. These results were confirmed on at least two out of three
consecutive determinations. Diabetic retinopathy was defined by fundus oculi performed by a

specialized ophthalmologist.

Trained personnel collected clinical parameters (age, sex, height, weight, BMI, blood pressure and

smoking habit and family history of early CHD).

A sun exposure questionnaire was administered to all study participants in which the season of
blood sample extraction whether obtained in winter (October-March) or summer (April-September)
was considered for adjustment. This questionnaire has formerly validated in a Mediterranean
Caucasian Italian population, in which a correlation between the sun exposure score and the
concentrations of 250HD was found [22]. Parameters as minutes spent outdoor (< 5°, 5-30” or >
30’) and skin exposed zones (face and hands; face, hands and arms; face, hands, arms and legs or
“bathing suit”) were categorized and registered in order to obtain an exposition score. The mean

weekly exposition score was calculated (minimum = 0 and maximum = 56) for each participant.

Biochemical measurements

Blood samples were drawn by venipuncture at between 8.00 and 08.30 h. after an overnight fast.
Plasma glucose, Total cholesterol, High density (HDL) and Low density (LDL) lipoprotein
cholesterol, Triglycerides, Calcium (Ca) and Phosphate (Ph) were measured by routine clinical
chemistry immediately after extraction. HbAlc was measured in blood samples with
ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA) by high-performance liquid chromatographic (HPLC)
using a fully-automated Adams Menarini HI-AUTO Alc 8160 analyzer manufactured by Arkray
(Kyoto, Japan) with an inter-assay coefficient of variation of 1.8 and 1.5% at HbA1c levels of 4.8

and 9.0% respectively (reference range: 4-5.8%). This method is a cation exchange HPLC method
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certified by the NGSP (National Glycohemoglobin Standardization Program) of traceability to the
Diabetes Control and Complications Trial Reference (DCCT) Method. Mean HbAlc was
calculated as an average of three determinations in the previous year before the inclusion in the

study.

Plasma 250HD concentration was measured by the Liaison 25-OH-Vitamin D total assay (Diasorin
Inc, Stillwater, MN, USA), a competitive chemiluminescent immunoassay, with the Liaison
Diasorin automated analyzer. Intra-assay and Inter-assay coefficient variation were < 6.3% and

9.1%, respectively assay and sensitivity was 4 ng/mL.

Vitamin D status was considered as a categorical variable, with deficiency cut-off defined as a
concentration of 250HD < 20 ng/mL, insufficiency as concentrations between 21 and 29 ng/mL
and sufficiency > 30 ng/mL [23]. These cutoffs were established in accordance with previous
studies which assessed the elevation of parathormone (PTH) concentrations below the threshold of
20 ng/mL and decreased intestinal absorption of Ca with values of 250HD less than 32 ng/mL [24].
As 250HD concentrations are influenced by different factors such as the zenith angle, the hour of
day, season and latitude, blood samples were classified in two groups depending on the season in
which the sample was obtained: winter (October-March) and summer (April-September). In those
collected during winter, 250HD values were increased 20% by convention and according with
other authors [25], in order to correct the decreased cutaneous synthesis during this period of the

year of decreased sunlight exposure.

Serum CRP concentrations were measured using an ultrasensitive CRP test (N High Sensitivity
CRP) on a BN-ProSpec nephelometer (Dade Behring, GMBH, Marburg, Germany) with an inter-
assay variation coefficient of 3.7% and 3.5% for CRP concentrations of 2.38 mg/L and 52.2 mg/L,

respectively.

Evaluation of subclinical atherosclerosis

A computed tomography (CT) to quantify CACS was performed using a 16-slice high resolution

CT ECG-gated, with retrospective reconstruction and with special attention to the coronary arteries
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(SOMATOM Sensation 16 and Syngo Calcium Scoring software for analysis and calcium
calcification). CACS was identified as a dense area in the coronary artery exceeding the threshold
of 130 Hounsfield units. A total Agatston score was determined for each patient. The results were
expressed according to the classification previously described by Shaw et al. [26] and results were
transformed as a categorical variable considering positive those greater than zero and negative

those with negative results equal to zero.

A carotid ultrasound (CU) to measure the CIMT was performed in all participants.
Ultrasonography images were acquired using high resolution B-mode ultrasound (Siemens Acuson
Sequoia 512) with an electric linear array 13-5 MHz transducer. The CIMT was the result of the
median of the tunica intima and tunica media thickness in per protocol defined carotid areas (left
internal carotid, right internal carotid, common carotid and bifurcation). Plaque number and

characteristics were recorded.

A single trained radiologist performed evaluation and acquisition of CT images and CU.

Statistical methods

Continuous variables were expressed as mean and standard deviations (SD) or median
(interquartile range), and categorical variables as frequency and/or percentage. Differences between
groups were tested by the Student’s t-test or the non-parametric Mann—-Whitney U test, as
appropriated. A p value less than 0.05 was considered as statistically significant. Categorical
variables were compared with a X? test. Correlation analyses between continuous variables were
performed by using Spearman correlation. All statistical analyses were performed using the
Statistical Package for Social Science (SPSS, Chicago, IL, USA) for personal computers, version

12.0 (SPSS).
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Results

The clinical and biochemical characteristics of the whole sample are shown in Table 1.

Table 1. Clinical and biochemical characteristics of the cohort

TiD CONTROLS p value
n (n/%) 145 (75%) 48 (25%) -
Age (years) 37.8+8.0 385+7.1 NS
Sex (M/W) 83/62 (57/43%) 28/20 (58/42%) NS
BMI (kg/m2) 252+35 25.4 +4.4 NS
Systolic tension (mmHg) 117.4 + 135 - -
Diastolic tension (mmHg) 71.0 + 7.7 - -
HbAlc (%) / (mmol/mol) 76+1.4/602+11.1 - -
Diabetes duration (years) 20.7 + 8.3 - -
Total Cholesterol (mg/dL) 1835+ 24.6 191.6 + 34.3 NS
HDL (mg/dL) 60.6 + 15.1 61.8 + 16.5 NS
LDL (mg/dL) 106.1+21.8 112.2+335 NS
Triglyceride (mg/dL) 63.5 (52.0 — 91.5) 64.0 (50.0 — 91.5) NS
hs CRP (mg/L) 1.03 (0.7 — 2.4) 0.96 (0.6 - 3.1) NS
Caz+ (mg/dL) 9.2+0.7 9.4+0.3 p<0.01
PO3- (mg/dL) 3.6+0.8 3.7+0.6 NS
25(CH)D (ng/mL) 20.4+8.2 22.6+7.4 NS
25(OH)D corrected (ng/mL) 227+9.1 26.6+ 9.6 p<0.02
Sun Exposition Score 18.9+15.9 235+ 14.9 NS
Calcium score > 1 (n/%) 24 (16.6%) 4 (8.3%) NS
PTH (pg/mL) 39.2+17.6 37.2+17.9 NS
Smoking habit (n/%) 76 (52.4%) 19 (39.6%) NS
Retinopathy (n/%) 25 (23.1%) - -
Nephropathy 11 (10.2%) - -
Statins treatment (n/%o) 21% - -
Antihipertensive therapy (n/%) 15% - -
Salicylate treatment (n/%o) 16% — -
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Vitamin D concentrations

There were no significant differences in the mean 250HD concentrations in patients compared
with controls (20.7 + 7.7 vs 23.35 + 8,3 ng/mL, p = 0.06). When comparisons were made using the
corrected concentration of 250HD, the differences were statistically significant, with lower values
in patients in comparison with controls (22.72 + 9.11 vs 26.63 £ 9.56 ng/mL, p = 0.018). Even with
the application of winter correction, we found a high prevalence of 250HD deficiency in T1D

patients, which reached 43.2% vs 21.7% in controls (p = 0.032) (Figure 1A, 1B)
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Figure 1A. Difference between mean concentrations of corrected witarnin Din T1D vs
controls.

Figure 1B. Distribution of witamin D categoriesin T1D and controls (deficiency,
msufficiency and sufficiency).

When very severe vitamin D deficiency was considered, defined as a 250HD < 15 ng/mL, the

prevalence in T1D was 20.5% vs 3% in controls (p = 0.04).

Moreover, considering the whole sample, lower 250HD concentrations were found in males (22.1
+ 8.3 vs 26.0 £ 10.2 ng/mL, in females; p = 0.01) and in smokers (22.3 + 9.7 vs 25.2 + 8.9 ng/mL;
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p = 0.04). In the diabetic group, subjects with a longer evolution of diabetes (more than 20 years),
had lower 250HD concentrations (21.18 + 7.9 vs 24.98 + 9.5; p = 0.04) in relation to those patients
with less than 20 years of evolution.

There were no differences in 250HD concentrations according to BMI. T1D patients with a BMI
over 25 kg/m? (48%) displayed similar 250HD concentrations to those patients with BMI under 25
kg/m?. Nevertheless, this subgroup of patients with greater BMI showed significantly higher
concentrations of hs CRP than lean T1D patients (3.1 + 5.0 vs 1.3 + 1.9 mg/L, p = 0.009).
Moreover, the same between 250HD and hs CRP was observed in obese (BMI>30 kg/m?) T1D

patients (10%). In the diabetic group, lower concentrations in smokers were not found.
Sun exposure evaluation

As expected, the mean weekly sun exposure score was statistically significant lower in those
participants evaluated in winter than in those in which it was conducted in summer (36.1 = 12.2 vs
11.3 £ 4.9; p = 0.0001). Moreover, there was a correlation between the sun exposure score and
250HD concentrations (rs = 0.152, p = 0.023). The mean weekly sun exposure score was lower in
participants with deficient 250HD concentrations (19.5 + 13.1 vs 25.4 + 16.7; p=0.01). This
finding was also observed in T1D patients and controls when evaluated separately (11.9 + 8.5 vs
23.0+17.8in T1D patients; p = 0.01; and 21.2 £ 13.4 vs 26.5 £ 16.2; in controls; p = 0.047).

Furthermore, sun exposure score was also related to calcium metabolism parameters including PTH
concentrations, so that sun exposure score was lower in participants with PTH > 40 pg/mL (20.3 +
14.8 vs 27.8 + 15.4; p = 0.05). No differences were detected between the sun exposure score and

gender, smoking habit, diabetic condition or years of diabetic evolution.
Subclinical atherosclerosis
Carotid ultrasonography

T1D patients showed a significantly higher CIMT compared to control group (0.55 + 0.14 vs. 0.48
+ 0.14 mm., p < 0.01). There were no differences in the number of plaques between patients and
controls. A low proportion of subjects in both groups presented atheroma plaques (16 patients and

4 control subjects, 11 vs. 8%), in all cases conditioning stenosis of less than 50%.
Carotid calcification

A high proportion of subjects in both groups, patients and controls, displayed a CACS of 0 (92% vs
82%), and only 24 T1D patients and four controls presented a calcium score greater than 0. The

differences between both groups were not significant (16.6% vs 8% in controls, p = 0.236).
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Correlations

When correlation analyses were performed, we did not find association between 250HD
concentrations and any cardiovascular results, neither CACS nor CIMT. In the group of T1D
patients, there were no differences between the mean 250HD of subjects with a CACS of 0 and
those with a CACS greater than 0 (22.4 £ 9.5 vs 23.9 + 7.3, p = 0.97). When T1D patients were
categorized in those with and without 250HD deficiency, no significant differences were found
regarding CIMT between the two groups (0.54 + 0.14 vs 0.55 + 0.15, p = 0.66).

Table 2 summarizes the relationship between 250HD and subclinical atherosclerosis imaging

markers.

Table 2. Cardiovascular imaging outcomes in T1D patients according to vitamin D

deficiency
250HD <20 250HD > 20
(ng/mL) (ng/mL) p value

CRIUENINIL DI 2 J LU, 8 (33.3 %) 16 (66.6 %) NS
(n=24)

CAROTID ECOGRAPHY

CIMT (mm) 0.54+0.14 0.55+0.15 NS

Discussion

In our population of T1D patients from a Mediterranean country we did not find an association

between vitamin D deficiency and subclinical atherosclerosis assessed by CACS and CIMT.

In the present study, our cohort of relatively young Caucasian Mediterranean T1D patients with a
long disease duration we found a high prevalence of vitamin D deficiency of about 40%, doubling
the one found for the control group. Moreover, considering even a lower cutoff < 15 ng/mL, we
also found a higher percentage of T1D patients with these low concentrations in comparison to
control group (20% vs 3%), a surprising finding considering that our population live in a latitude
much closer to the Equator than northern European countries. Other studies have also found a high
prevalence of vitamin D deficiency [10, 20], but in most of the reports the prevalence was lower

than in our population [9, 13, 18].
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Evaluation of Sun Exposition Score did not show differences between T1D patients and controls in
the present study. These data do not explain the lower concentrations of 250HD found in our T1D
patients, although a good correlation was found between season of blood sample collection and

250HD and PTH concentrations.

Compared with data from American non-Hispanic white patients participating in the Coronary
Artery Calcification in Type 1 Diabetes (CACTI) Study [18] with similar age, latitude and diabetes
duration, our patients displayed four-fold higher prevalence of vitamin D deficiency (< 20 ng/mL).
In comparison with the population of DCCT/EDIT Study [13] (American, almost all Caucasian,
younger, mean age of 32.4 + 2.6 years) with slightly lower disease duration (7.5 + 2.1 years), our
patients presented 1.5-fold more 250HD deficiency (< 20 ng/mL). In these later studies, 250HD
determination was performed by using high-performance liquid chromatography-tandem mass
spectrometry while in the present study the determination was performed using a chemiluminescent
immunoassay; this fact may have influenced the results, and in fact may explain differences with

the aforementioned studies.

There was a low prevalence of subclinical atherosclerosis in our study. Only a 14.5% of calcium

score values were greater than 1 UA which is a low proportion considering other reports [27, 28].

Recently, low levels of 250HD have been described in severe obese insulin-resistant subjects, with
an inverse correlation with inflammatory markers [29]. In our T1D population there were no
differences in 250HD levels according to BMI, despite that hs CRP levels were higher in
overweight or obese. Only 10% of our patients were obese and none of them showed a BMI greater

than 40 kg/m?.

We observed greater values of CIMT in T1D patients without overt cardiovascular disease
compared with controls, as other studies have described in patients with T1D, T2D and glucose
intolerance [30, 31]. Although some authors suggested that impairment in glucose metabolism
might have stronger association with early atherosclerosis in women that men [31], no sex-related

CIMT differences were detected in our cohort.
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Despite that some studies have found an association of vitamin D deficiency with a higher
cardiovascular risk in T1D [18, 20], it was not the case in our cohort.In concordance with our
findings, among the 1193 T1D patients from DCCT/EDIC [13] neither circulating 250HD nor its
metabolites were associated with changes in CIMT or CACS. In contrast with our study in which
we performed simultaneous determinations of 250HD concentrations and cardiovascular imaging
tests, in the DCCT study the cardiovascular tests were performed a median of 4 to 10 years after
the determination of 250HD. Despite these methodological differences, this study was unable to

show a significant association between vitamin D deficiency and cardiovascular disease.

Young et al [18] in CACTI Study, with a similar to ours, found a significant association between

vitamin D deficiency and the risk of developing CACS.

Potential weaknesses of our study include the lack of data about calcium and vitamin D intake. On
the other hand, the present study was initially designed to evaluate the subclinical atherosclerosis in

T1D in comparison to controls.

In summary, in our population of Mediterranean T1D patients with quite long disease duration and
with a low prevalence of subclinical atherosclerosis, despite a remarkable high prevalence of
250HD deficiency, there was no association between 250HD deficiency and subclinical

cardiovascular disease.
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Abstract

Background: The glycoprotein YKL-40 is a new marker of early inflammation and endothelial dysfunction. Adiponec-
tin is a collagen-like protein with anti-atherogenic and anti-inflammatory effects. Increased concentrations of both
markers have been reported in patients with type 1 diabetes (T1D).

Aim: To assess the possible role of YKL-40 and adiponectin as a marker of subclinical cardiovascular disease in asymp-
tomatic patients with type 1 diabetes with no history of ischemic or macrovascular heart disease and its relationship
with other classic inflammatory biomarkers.

Methods: Concentrations of YKL-40, adiponectin, IL-6, IL-18, TNF- a, hsCRP and homocysteine were determined
in 150 T1D patients (58 % men, age: 38.6 = 8.1 years, 204 = 8.1 years of evolution, BMI: 25.1 = 36 kg/m’; HbA,,
8.1 + 2.3 %, 48 % smokers; 26 % retinopathy, microalbuminuria 9 %) and 50 controls age, sex and smoke condition
matched. Subclinical atherosclerosis was assessed by a carotid ultrasonography and a computed tomography for
evaluation of calcium artery calcification score (CACS).

Results: 82 % of T1D patients and 92 % of controls had a calcium score of 0. T1D patients showed a signifi-

cantly higher mean common carotid artery intima media thickness (CIMT) compared to controls (0.55 = 0.14 vs

048 £ 0.14 mm, p = 0.01). Concentrations of YKL-40 and adiponectin were significantly higher in T1D [42.6 (10.4—
195.0) vs 287 (11.0-51.2) ng/ml, p=0.001 and 15.8 + 9.1 vs. 124 + 5.3 mg/m|, p = 0.008], with no differences
when compared to ather inflammatory parameters. In T1D patients no association was found between YKL-40 and
adiponectin and screening test for subclinical arterial disease (neither CACS nor CIMT). A positive correlation was
found between levels of YKL-40 and age and duration of disease (r = 0.28, p = 0.003; r = 0.35, p = 0.001). There were
no differences in the YKL-40 in relation to the presence or absence of retinopathy or nephropathy. Levels of adiponec-
tin were higher in patients with nephropathy (21.84 & 8.15 vs. 14.88 £ 8.27 mg/ml, p = 0.008).

Conclusions: Type 1 diabetes patients from a Mediterranean area with a longer disease evolution, although a lower
degree of subclinical disease, showed significatively higher concentrations of YKL-40 and adiponectin compared with
the controls. Therefore, we conclude that YKL-40 and adiponectin are early inflammatory markers in diabetic subjects
even in the presence of a low atherosclerotic background.

Keywords: YKL-40, Adiponectin, Subclinical atherosclerosis, Type 1 diabetes
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Background

Type 1 diabetes mellitus (T1D) is associated with an
increase in cardiovascular disease and higher mortality
compared to the non-diabetic population [1, 2]. Different
studies have demonstrated that functional and structural
vascular changes as altered endothelial function occur at
a very early stage of the course of T1D [3-5].

In a similar way that for type 2 diabetes (T2D), some
authors have proposed that silent subacute inflamma-
tion is also operative in T1D as a driver of cardiovascular
disease development. Thereby, it has been reported that
low adiponectin levels predict cardiovascular events and
coronary artery calcification (CAC), as well as levels of
soluble interleukin 2 receptor correlate also with CAC
progression [6—8].

Recently, the possible role in atherosclerosis and dia-
betes of new inflammatory markers as YKL-40 has been
investigated. YKL-40 is a 40 kDa heparin- and chitin-
binding glycoprotein, which is expressed and secreted
by different cell types of the immune system, differenti-
ated vascular endothelial and smooth muscle cells. This
inflammatory glycoprotein seems to play an impor-
tant role in endothelial dysfunction and during the
early stages of atherosclerosis [9]. Several studies have
reported elevated YKL-40 levels in different cardiovas-
cular conditions and it has been described a positive
association between this marker and mortality [10-17].
It has been reported an increased YKL-40 expression
in patients with carotid atherosclerosis [18], as well as
a positive correlation between common carotid artery
intima media thickness (CIMT) and YKL-40 levels in
patients with obstructive sleep apnea syndrome [16] and
between arterial stiffness and YKL-40 levels in essen-
tial hypertension subjects [15]. Increased YKL-40 lev-
els have also been found both in patients with T1D and
T2D [19-22], and particularly in T1D and T2D patients
with microalbuminuria, suggesting that this glycoprotein
might be used as an early marker of vascular disease [18,
21]. A recent study has reported higher levels of YKL-40
in asymptomatic T2D patients with suspected coronary
artery disease (CAD) suggesting a possible association
between this marker and CAD [23].

Adiponectin is a collagen-like protein secreted from
the adipose tissue and it has anti-atherogenic and anti-
inflammatory effects. Hypoadiponectinemia have been
reported associated with obesity, metabolic syndrome,
atherosclerosis, CAD and atherogenic dyslipidemia with
low-density lipoprotein (LDL) subfraction phenotype, as
well as in patients with T2D [24, 25]. Nevertheless, higher
adiponectin levels have been described in T1D patients
and have been associated with impairment of renal func-
tion and longer evolution disease. Despite these higher
levels and the anti-atherogenic effects of adiponectin,

Page 2 of 7

there is an increase in the cardiovascular mortality in
T1D patients [6, 26—-29].

There is scarce information concerning the possible role
of adiponectin as an indicator of subclinical atherosclero-
sis. A recent study has shown no correlation between adi-
ponectin and CIMT in children with T1D [30].

There are no studies evaluating the association between
YKL-40 with subclinical CAD in T1D patients. There-
fore, the aim of this study was to assess the possible role
of YKL-40 and adiponectin as a marker of subclinical car-
diovascular disease in asymptomatic patients with T1D
from a Mediterranean area and its potential relationship
with other classic inflammatory biomarkers.

Methods

An initial cohort of 150 asymptomatic T1D consecutively
followed at our outpatient clinic and a control group of 50
subjects matched by age, sex and smoke condition were
recruited between 2010 and 2012 in Badalona, Barcelona.
In this cohort we evaluated the presence of subclinical
atherosclerosis as previously reported [31]. Inclusion
criteria were an age between 20 and 50 years and an
evolution disease of more than 10 years. The exclusion
criteria were a previous history of clinical macrovascu-
lar or cardiac heart disease (CHD). Current smoking and
previously smoking condition for less than 5 years were
included in the same category. A group of non-diabetic
subjects matched for age, sex, body mass index (BMI)
and smoking condition recruited from the relatives and
staff of our hospital was also included as control group.
All patients were under intensive insulin treatment and
15 % of them using pump devices.

The local ethics committee, in accordance with the
Declaration of Helsinki, approved the study; all par-
ticipants gave their written informed consent prior to
inclusion.

Demographic and clinical data including age, sex, his-
tory of clinical macrovascular disease and microvascular
diabetic complications, family history of early CHD in
first degree relatives (defined as CHD occurring before
age 55 years in men and before age 65 years in women)
and medical treatment (antihypertensive agents, statins
and acetylsalicylic acid) were recorded for all patients.
BMI was calculated as weight in kilograms divided by
height per square meter.

Diabetic nephropathy was evaluated according to uri-
nary albumin excretion. Thus, normal urinary albumin
excretion was considered below 30 mg/24 h, microalbu-
minuria from 30 to 300 mg/24 h and proteinuria above
300 mg/24 h. These results were confirmed on at least
two out of three consecutive determinations. Diabetic
retinopathy was defined by fundus oculi performed by a
specialized ophthalmologist.
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Trained personnel collected clinical parameters (age,
sex, height, weight, BMI, blood pressure and smoking
habit and family history of early CHD).

Biochemical measurements

Blood samples were drawn by venipuncture at between
8.00 and 08.30 h after an overnight fast. Plasma glucose,
total cholesterol, high density (HDL) and low density
(LDL) lipoprotein cholesterol, triglycerides, calcium
(Ca) and phosphate (Ph) were measured by routine clin-
ical chemistry immediately after extraction. HbAlc was
measured in blood samples with ethylenediaminetet-
raacetic acid (EDTA) by high-performance liquid chro-
matographic (HPLC) using a fully-automated Adams
Menarini HI-AUTO Alc 8160 analyzer manufactured
by Arkray (Kyoto, Japan) with an inter-assay coeffi-
cient of variation of 1.8 and 1.5 % at HbAlc levels of 4.8
and 9.0 % respectively (reference range 4-5.8 %). This
method is a cation exchange HPLC method certified by
the NGSP (National Glycohemoglobin Standardization
Program) of traceability to the Diabetes Control and
Complications Trial Reference (DCCT) Method. Mean
HbA,. was calculated as an average of three determi-
nations in the previous year before the inclusion in the
study.

Serum YKL-40 was analyzed using a commercial
ELISA assay (Quidel Speciality products, San Diego, CA
USA), Sensitivity of the assay was 20 pg/ml. The average
within-run and total CVs were 3.6 and 5.4 %, respectively.
The reference interval (central 90 % interval) for chon-
drex in healthy adults was 25-95 pg/L.

Serum adiponectin concentrations were measured by a
commercial radioimmunoassay (Linco Research, Inc., St
Louis. MO, USA), using 125]_labeled technique. The intra-
and inter-assay coefficients of variation (CVs) at mean
adiponectin levels of 3, 6 and 15 pg/ml were 3.6, 6.2
and 1.8 % intra-assay, and 9.2, 6.9 and 9.2 % inter-assay,
respectively. Assay sensitivity was 1 pg/ml. All plasma
samples were diluted 1:250 yielding an effective range of
0.2-50 pg/ml.

Plasma homocysteine concentrations were measured
using an automated enzyme chemiluminescence immu-
noassay (Immulite 2000% Siemens Healthcare Diagnos-
tics, Llanberis, UK). Assay sensitivity was 1.2 jumol/L. The
intra- and inter-assay coefficients of variation (CVs) at
mean homocysteine concentrations of 11 and 24.5 pumol/l
were 8.1 and 5.6 % intra-assay, and 8.5 and 8.1 % inter-
assay, respectively (reference range 5.0-12 jumol/l).

Serum TNF- o, IL-6 and IL-1B concentrations were
measured using an enzyme chemiluminescence immuno-
metric assay (Immulite®, Siemens Healthcare Diagnos-
tics, Llanberis, UK). For TNF-q, analytical sensitivity was
1.7 pg/mL and interassay CV <6.8 %. For IL-6 analytical
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sensitivity was 2 pg/ml and interassay CV <7.3 %. For
IL-1P analytical sensitivity was 1.5 pg/ml and interassay
CV <9.1 %.

Serum high sensitivity C-reactive protein (hsCRP)
were measured using an ultrasensitive CRP test (N High
Sensitivity CRP) on a BN-ProSpec nephelometer (Dade
Behring, GMBH, Marburg, Germany) with an inter-assay
variation coefficient of 3.7 and 3.5 % for CRP concen-
trations of 2.38 and 52.2 mg/l, respectively. Assay was
0.175 mg/l, performed using a sample dilution of 1:20.

Evaluation of subclinical atherosclerosis

A computed tomography (CT) to quantify coronary
artery calcification score (CACS) was performed using
a 16-slice high resolution CT ECG-gated, with retro-
spective reconstruction and with special attention to the
coronary arteries (SOMATOM Sensation 16 and Syngo
Calcium Scoring software for analysis and calcium cal-
cification). CACS was identified as a dense area in the
coronary artery exceeding the threshold of 130 Houns-
field units. A total Agatston score was determined for
each patient. The results were expressed according to the
classification previously described by Shaw et al. [32] and
results were transformed as a categorical variable consid-
ering positive those greater than zero and negative those
with negative results equal to zero.

A carotid ultrasound (CU) to measure the CIMT was
performed in all participants. Ultrasonographic images
were acquired using high resolution B-mode ultrasound
(Siemens Acuson Sequoia 512) with an electric linear
array 13-5 MHz transducer. The CIMT was the result of
the median of the tunica intima and tunica media thick-
ness in per protocol defined carotid areas (left inter-
nal carotid, right internal carotid, common carotid and
bifurcation). Plaque number and characteristics were
recorded.

A single trained radiologist performed evaluation and
acquisition of CT images and CU.

Statistical methods

Continuous variables were expressed as mean standard
deviations (SD) or median (percentile 2.5 and 97.5) and
categorical variables as frequency and/or percentage. The
Student’s t-test or the non-parametric Mann—Whitney U
test, as appropriated, tested differences between groups.
A p value less than 0.05 was considered statistically sig-
nificant. Categorical variables were compared with a %*
test. Correlation analyses between continuous variables
were performed by using univariant Spearman corre-
lation analysis. All statistical analyses were performed
using the Statistical Package for Social Science (SPSS,
Chicago, IL, USA) for personal computers, version 12.0
(SPSS).
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Results

Subclinical atherosclerosis evaluation

Carotid ultrasonography

Type 1 diabetes patients showed a significantly higher
common carotid artery intima-media thickness
(CIMT) compared to control group (0.55 + 0.14 vs
0.48 £ 0.14 mm, p < 0.01). There were no differences in
the number of plaques between patients and controls. A
low proportion of subjects in both groups presented ath-
eroma plaques (16 patients and 4 control subjects, 11 vs
8 %), in all cases conditioning stenosis of less than 50 %.

Carotid calcification

A high proportion of subjects in both groups, patients
and controls, displayed a CACS of 0 (92 vs 82 %), and
only 24 T1D patients and four controls presented a cal-
cium score greater than 0. The differences between both
groups were not significant (16.6 vs 8 % in controls,

p = 0.236).

YKL-40 and inflammatory markers

The baseline characteristics of the whole sample and the
biomarkers levels are shown in Table 1. Levels of YKL-
40 were significantly higher in T1D than in controls
[42.6 (10.4-195.0) vs £28.7 (11.0-51.2) ng/ml p = 0.001]
(Fig. 1) and levels of adiponectin were also significantly
higher in T1D patients (15.8 + 9.1 vs 12.4 + 5.3 mg/ml,
p = 0.008), with no differences between patients and con-
trols in the other inflammatory parameters.

YKL-40, adiponectin and subclinical atherosclerosis imaging
When univariate correlation analyses were performed,
we did not find association between YKL-40 and adi-
ponectin levels and any cardiovascular surrogates, nei-
ther CACS nor CIMT, either when these variables were
evaluated as continuous or categorical variables (pres-
ence of carotid plaques and CACS 0 or >1). There were
no differences between the mean YKL-40 levels of sub-
jects with a CACS of 0 and those with a CACS greater
than 0. When T1D were categorized according to the
presence of plaques there were no differences.

There were no positive correlations of the other inflam-
matory markers evaluated (TNF-a, IL-6, IL-18, homo-
cysteine, hsCRP) in relation to the imaging markers of
subclinical atherosclerosis.

YKL-40, adiponectin, age and evolution of T1D

A positive correlation was found between levels of YKL-
40 and age and duration of disease (r = 0.28, p = 0.003;
r = 0.35, p = 0.001). Levels of adiponectin were also
positively correlated with age (r = 0.25, p = 0.01). How-
ever, no correlations were found between YKL-40 and
adiponectin.
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Table 1 Basal characteristics and biomarkers levels
of patients with type 1 diabetes and control group
Type 1 diabetes Control p
N 150 50
Age (years) 38681 381172 NS
Sex (male/female %) 58/42 56/44 NS
Evolution type 204481 = %
1 diabetes (years)
Famnily history CHD (%) 20 22 NS
Body mass index 251+36 253443 NS
tkg/m?)
Systolic blood pressure 1173+ 135 = =
(mmHg)
Diastolic blood pressure 709 +77 - -
(mmHg)
Retinopathy (%) 26 = &
Nephropathy (%) 9 - -

HbAlc (%, mmol/mol) 81 +23(649+114)

Total cholesterol 1827 £ 25.1 191.1 + 341 NS
(mg/dl)

HDL (mg/dI) 603+ 15.1 618+ 166 NS
LDL (mg/dl) 1053+ 219 11134335 NS
Smoke (% yes/no) 48/52 42/58 NS
Statins (%) 21 = =
Antihypertensive (%) 15 = =
Acetylsalicylic acid (%) 16 - -
YKL-40 (ng/mil) 426 (104-1950) 287(11.0-51.2) 0001
Adipenectin (mg/ml) 154+ 84 11952 0.007
TNF-a (pg/ml) 75+24 78118 NS
IL-1p (pg/ml) i K30 = 5 | 1108 NS
16 (pg/ml) 20£95 3040 NS
Homocysteine (mmol/l) 9.74 £ 5.1 105+34 NS
hsCRP (mg/1) 221+39 25439 NS

YKL-40, cardiovascular risk factors and metabolic control
Patients under treatment with antihypertensive agents
displayed significantly higher levels of YKL-40 [41.4
(10.41-195.1) vs 28.8 (11.0-51.2) ng/ml, p = 0.04] com-
pared to those patients without treatment.

Levels of YKL-40 were not found different regarding
gender, BMI, smoking status, treatment with statins or
acetylsalicylic acid and HbA, . values.

YKL-40, adiponectin and microvascular complications

There were no differences in YKL-40 concentra-
tions in relation to the presence or absence of retin-
opathy or nephropathy. Levels of adiponectin were
higher in patients with nephropathy (21.84 + 8.15 vs
14.88 + 8.27 mg/ml, p = 0.008), but not regarding the
presence of retinopathy; neither TNF- «, nor IL-6 and
IL-1B showed differences regarding the presence of
microvascular disease.
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Fig. 1 Comparison of serumn YKL-40 levels between patients with
type 1 diabetes patients and control group. Data are median levels
(range)

A positive correlation was found between the con-
centrations of YKL-40 and TNF-a (r = 0.24, p = 0.02),
but not with the other inflammatory markers evalu-
ated. IL-1p and IL-6 and TNF-a correlated among them
(r=10.39, p=0.001; r = 0.36, p = 0.001, respectively).

Discussion

In this cohort of patients leaving in a Mediterranean area
and with a relatively long disease evolution we did not find
an association between YKL-40 and adiponectin levels
and the presence of subclinical CAD evaluated by CACS
and CIMT. However, our T1D patients displayed higher
levels of YKL-40 than control subjects. These findings are
in concordance with two previous studies performed in
T1D [19, 20]. Rathcke et al. [20] reported elevated YKL-
40 levels in a cohort of Danish, middle-aged (50 years old)
T1D patients, with a long diabetes duration (30 years)
and with a high prevalence of microvascular complica-
tions (more than 50 %). Sakamoto et al. [19] showed also
elevated levels of YKL-40 in a cohort of Japanese T1D
patients younger than the cohort of Danish patients
(mean age of 25 years), with less mean duration of dia-
betes (13 years) and with a lower prevalence of micro-
vascular complications (9 % of microalbuminuria, 33 %
of retinopathy). Our cohort of T1D showed a mean age
and duration of the disease intermediate between these
two specific studies, but with a much lower prevalence
of microangiopathy than the Danish cohort and similar
to the Japanese patients. Despite that these two studies
have described elevated concentrations of YKL-40 in T1D
patients with microalbuminuria, it was not the case in our
patients, indicating that YKL-40 is already increased even
at a stage when subclinical micro and macro vascular dis-
ease is not detected with current clinical procedures or
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if it is modestly present. The low proportion of our T1D
patients presenting nephropathy (9 %) but showing high
YKL-40 compared to controls clearly indicates that at this
stage of T1D evolution, inflammatory status is already
activated. Moreover, we did not find higher levels of YKL-
40 in nephropathy patients at the stage of positive micro-
albuminuria, and although we did not find differences
according to the presence or absence of retinopathy, prob-
ably due to the low number of subjects included in our
cohort, all the data taken together suggest that more pro-
spective studies are probably needed in order to clarify if
relevant changes in the magnitude of YKL concentration
are detected over time and in relation to the appearance
of microvascular disease.

Several clinical studies documented elevated YKL-40
levels in patients with cardiovascular disease, including
CAD, peripheral artery disease and stroke, either with or
the coexistence of diabetes. An association has also been
described between higher YKL-40 levels and an increased
mortality, especially in elderly persons with stable CAD
[11-14]. Nevertheless, there are no studies yet aimed
to determine the possible role of this glycoprotein in
patients with T1D and cardiovascular disease. The preva-
lence of subclinical CAD was low in our cohort of asymp-
tomatic T1D patients and we did not find association
between YKL-40 levels and any cardiovascular surrogate,
neither CACS nor CIMT, either when these variables
were evaluated as continuous or categorical variables,
thus suggesting that YKL-40 elevation is more a marker
of increased inflammation in T1D patients, rather than
one indicating subclinical disease. In our cohort, there
was a minimal degree of overlap between control and
patients, which seems to reflect that with a so low degree
of subclinical disease in our diabetic cohort, inflamma-
tion is a state substantially linked to T1D before organ
lesions are detectable, and which concentrations start
to increase probably early after diagnosis. This finding is
in accordance with the Japanese cohort, in which there
was no significant correlation between YKL-40 levels and
CIMT [19]. The only relationship we found was that in
patients treated with antihypertensive drugs, YKL-40 was
higher, although in those with established nephropathy
there were no differences; we cannot at this point spec-
ulate whether these differences are due to the fact that
those patients had a higher degree of vascular lesion or to
the antihypertensive treatment itself. At the low level of
subclinical CAD of our population when compared to the
controls, there were no differences in the rest of circulat-
ing concentrations of classical inflammatory biomarkers
studied between the two groups. Although we did not
find correlation in this cross-sectional evaluation of YKL-
40 with metabolic control—measured as A,. levels—it
will be interesting to study if YKL-40 concentrations are
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modified by intensification of metabolic parameters or in
a broader range of A, .

Our lack of correlation between adiponectin and
CIMT is in concordance with a previous study conducted
in children with T1D [30]. A positive correlation between
higher concentrations of adiponectin and the presence of
microalbuminuria was also found in this group of T1D
patients. Also, this positive correlation has been reported
by other authors [28, 29].

Conclusions

In T1D patients from a Mediterranean area with a long
disease evolution although a low degree of subclinical
disease, we found significatively higher concentrations
of YKL-40 and adiponectin compared with the controls.
Therefore, we conclude that YKL-40 and adiponectin are
early inflammatory markers in diabetic subjects with low
atherosclerotic background. Further studies with a large
number of patients will be necessary in order to evalu-
ate the usefulness of changes in YKL-40 and adiponectin
concentrations in progressive atherosclerotic diabetic
disease, as well as its potential role as predictor bio-
marker of vascular disease in T1D.
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Abstract

Background: Non-alcoholic fatty liver disease (NAFLD) has been proposed as an independent
cardiovascular risk factor. The present study evaluated the prevalence of NAFLD in a cohort of
type 1 diabetic (T1D) patients and its potential relationship with subclinical cardiovascular disease

(CVD).

Methods: One hundred T1D patients (mean [+ SD] age 39.4 + 7.8 years, disease duration [+ SD]
21.7 + 8.6 years) were included in the present cross-sectional study. All subjects underwent
abdominal ultrasonography for detection of NAFLD, carotid ultrasonography to measure the
carotid intima—media thickness (CIMT) and atheroma plaques, and cardiac tomography for

evaluation of the coronary artery calcium score (CACS).

Results: Of the study cohort, 12% had NAFLD and 23% had a CACS >0. The T1D subjects with
NAFLD had a greater CIMT than those without NAFLD (0.65 + 0.17 vs 0.55 + 0.14 mm; P =
0.029), but there were no significant differences between the two groups with regard to CACS,
glycemic control or the presence of carotid plaques. Patients with high liver enzyme concentrations
(>20 U/L) had a higher CIMT (0.60 = 0.16 vs 0.54 + 0.13; P = 0.04) and there was a higher
proportion of altered CACS (17 [73.9%] vs 6 [26.1%]; P = 0.001) and detection of carotid plaques

(10 [76.9%] vs 3 [23.1%]; P = 0.014) in this group.

Conclusions: A low prevalence of NAFLD was found in the T1D cohort that was associated
globally with a low proportion of abnormal CVD imaging markers, although these imaging

parameters were worse in subjects in whom NAFLD was detected.

Keywords: non-alcoholic fatty liver disease, subclinical atherosclerosis, transaminases, type 1

diabetes.
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Introduction

Different studies have reported an approximate 10 to 40% of prevalence of non-alcoholic fatty liver
disease (NAFLD) in the general population!. The prevalence of NAFLD has been reported to be
increased in obesity, type 1 diabetes (T1D), and type 2 diabetes (T2D), as well as in patients with
hyperlipidemia.X All these conditions encompass white adipose tissue disturbances leading to
increased insulin resistance driven by excess production of proinflammatory factors like
interleukin-6 and tumor necrosis factor-a, among others. The resulting resistance to insulin action
enhances lipolysis, usually inhibited by insulin, stimulating the release of free fatty acids (FFA) and
increasing FFA portal flux, the principal component of fatty accumulation in NAFLD. Other
factors, like enhanced hepatic glycogenesis and lipogenesis, as well as excessive chylomicrons

from the diet, can also contribute to NAFLD development.*

There is a complex interrelationship between NAFLD, insulin resistance, metabolic
syndrome (MS), and cardiovascular disease (CVD), with CVD being causally related to the former
conditions.> Non-alcoholic fatty liver disease itself could be considered either the cause or the
effect of systemic chronic inflammation,®” which promotes endothelial dysfunction, enhanced
penetration of low-density lipoprotein cholesterol (LDL-C) particles into the arterial intima,
cellular proliferation, and LDL-C uptake by macrophages, the main mechanisms of

atherosclerosis.?

Non-alcoholic fatty liver disease is strongly associated with T2D. Individuals with T2D have
a higher risk of developing NAFLD, its necro-inflammatory evolutionary form (i.e. non-alcoholic
steatohepatitis), and its disease progressive forms (i.e. hepatic fibrosis and cirrhosis).® Some studies
have found an association between the increased prevalence of CVD, chronic kidney disease, and
retinopathy in T2D patients with NAFLD compared with subjects without NAFLD.%!! Moreover,
NAFLD has been independently associated with subclinical CVD, measured as carotid intima—
media thickness (CIMT) and the calcium artery calcification score (CACS), in T2D patients,?

although others did not find this association.®
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There is little information about the prevalence of NAFLD in T1D. Some studies have
detected a high prevalence of NAFLD in T1D,'* near to 50%. Nevertheless, other studies have
found a lower prevalence, not higher than 10%.1"8 The high prevalence of NAFLD in T1D could
be explained by the growing coexistence of MS and T1D, so-called “double diabetes”,*® which is
related to intensive insulin treatment and the increase in obesity in T1D subjects, as in the general
population.? The presence of NAFLD in T1D appears to be independently associated with
macrovascular®® and microvascular chronic complications.’®?22 In addition, some authors have
found an association between liver enzyme concentrations and the presence of microvascular and

macrovascular complications.?

As far as we know, few data are available regarding the possible association of NAFLD with
subclinical CVD in T1D. The aim of the present cross-sectional study was to evaluate the
prevalence of NAFLD in a Mediterranean T1D patient cohort with long disease duration and no
clinical manifestations of ischemic or macrovascular heart disease, and the potential relationship

between the presence of NAFLD and both subclinical CVD and microangiopathy.

Methods

Patients and controls

The present study was performed on 100 asymptomatic T1D subjects followed-up at the outpatient
clinic of Germans Trias University Hospital (Badalona, Spain) between 2010 and 2012. The
presence of subclinical atherosclerosis was evaluated in this cohort, as described previously,? and

all participants also underwent liver ultrasound evaluation.

Inclusion criteria were age between 20 and 50 years and disease duration >10 years.
Exclusion criteria were a previous history of clinical macrovascular or cardiac heart disease,
primary hepatic diseases, or excessive alcohol consumption, defined as >30 g/day in males and >20
g/day in females. Alcohol intake was determined by anamnesis during the collection of
demographic information. Current smokers and those who had smoked previously any time in the

past 5 years were included in the same category.
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All patients had been treated with an intensive insulin regimen from diagnosis, and 15%

were using pump devices.

Age, sex, diabetic complications (macrovascular and microvascular), family history of early
CVD (first relatives, before 55 years of age in men and 65 years of age in women), medications
(antihypertensives, statins, and antiplatelet), weight, height, body mass index (BMI), demographic,
and clinical data were recorded for each participant. Clinical parameters (age, sex, height, weight,
BMI, blood pressure, smoking habit, and family history) were evaluated and registered by trained

personnel. Grade 2 overweight was defined as a BMI greater than 27 kg/m?2.2

Diabetic nephropathy was classified as microalbuminuria in the range 30-300 mg
albumin/24 h and proteinuria as >300 mg albumin /24h. Urinary albumin excretion <30 mg/24 h
was considered normal. All results were confirmed on at least two of three consecutive

determinations.

A diabetes-specialized ophthalmologic team performed periodic funduscopic studies to

investigate the presence of diabetic retinopathy.

This study was approved by the local Ethics Committee of Germans Trias University
Hospital and was performed in accordance with the Declaration of Helsinki of 1975, as revised in

2008. Informed consent was obtained from all participants at the time of their inclusion in the study.

Biochemical measurements

Blood samples were drawn by venipuncture at between 0800 and 0830 hours after an overnight fast.
Plasma glucose, total cholesterol (TC), high-density lipoprotein cholesterol (HDL-C), LDL-C,
triglycerides (TG), glutamic oxaloacetic transaminase (GOT), glutamic pyruvic transaminase
(GPT), and y-glutamyl transpeptidase (GGT) were measured by routine clinical chemistry

immediately after collection of blood samples.

The concentration of HbAlc was determined in blood samples with EDTA using HPLC on a

fully automated Adams Menarini HI-AUTO Alc 8160 analyzer manufactured (Arkray, Kyoto,
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Japan). The interassay coefficients of variation were 1.8% and 1.5% for HbA1c levels of 4.8% and
9.0%, respectively (reference range: 4%-5.8%). This method is a cation-exchange HPLC method
certified by the NGSP of tracking to the Diabetes Control and Complications Trial reference
method?’. Mean HbA1c was calculated as an average of three determinations in the previous year

before a subject’s inclusion in the present study.

Evaluation of hepatic fatty accumulation

Two experienced radiologists blinded to participants’ clinical characteristics performed all
ultrasound examinations. Ultrasonography was performed using Siemens Acuson S2000 (Mountain
View, CA 94043, USA) ultrasound equipment and a multifrequency convex transducer (4 MHz).
Hepatic steatosis was diagnosed after acquisition of seven standard liver slices: two slices of the
left hepatic lobe and two slices of the right hepatic lobe, including the diaphragm and the cortex of
the right kidney, one slice of the portal bifurcation and hepatic veins, one slice of the hepatic ileus,
and one slice of the gallbladder. The intra- and interobserver variabilities for the ultrasound

diagnosis of hepatic steatosis were within 5%.

The presence and grade of NAFLD, classified as mild, moderate or severe?, was determined
in every patient. The sonographic criteria included hepatic parenchymal echogenicity greater than
the renal cortex, attenuation of the ultrasound wave, and a poor definition of the diaphragm and

intrahepatic vessels.®!

Evaluation of subclinical atherosclerosis

All patients underwent computed tomography to quantify CACS, using 16-slice high-resolution
computed tomography, electrocardiogram-gated and with retrospective reconstruction
(SOMATOM Sensation 16 (Hesse, Germany, EU); with Syngo Calcium Scoring software
(Forchheim, Germany, EU) for analysis and calcium calcification). In the present study, CACS was
defined as a dense area in the coronary artery over the threshold of 130 Hounsfield units. A total

Agatston score was calculated for each patient. The results were provided according to the
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classification reported previously by Shaw et al.®? and were dichotomized, with those greater than

zero categorized as positive and those equal to zero categorized as negative.

In the same way, a carotid ultrasound (CU) was performed to determine CIMT in all
participants. Ultrasonography images were obtained using high-resolution B-mode ultrasound
equipment (Acuson Sequoia 512; Siemens) with an electric linear array 5-13 MHz transducer. The
CIMT was calculated as the median thickness of determinations of the left and right internal carotid
arteries, common carotid artery, and bifurcation. In addition, the number and characteristics of any

plaques were determined.

Computed tomography images and CU were acquired and evaluated by a single trained

radiologist.

Statistical analysis

Continuous variables are expressed the mean + SD or as median values with the interquartile range
(IQR); categorical variables are expressed as frequency and/or percentage. The significance of
differences between groups was determined using Student’s t-test or the non-parametric Mann—
Whitney U-test, as appropriate. Two-tailed P < 0.05 was considered significant. Categorical
variables were compared using a y?2test. Correlation analyses between continuous variables were
performed using Spearman correlation. In addition, univariate and multivariate conditional logistic
regression analyses were performed. Finally, multivariate regression analyses with backward
elimination were performed including age, sex, BMI, HbAlc, GOT, GPT, GGT, and CIMT to
identify independent variables associated with NAFLD. All statistical analyses were performed

using SPSS version 17 for Windows (SPSS Inc., Chicago, IL, USA).
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Results

The clinical and biochemical characteristics of the entire study sample are given in Table 1.

Table 1 Clinical and biochemical characteristics according to the presence (+) or absence (-) of
non-alcoholic fatty liver disease (NAFLD)

NAFLD+ NAFLD- P-value

No. subjects (%0) 12 (12) 88 (88) —
Age (years) 43.3+9.0 38.9+7.6 NS
No. (%) men/women 8/4 (67/33) 46/42 (52/48) NS
BMI (kg/m?) 26.6+45 24.7+3.0 NS
SBP (mmHg) 120.8+22.4 116.5+12.4 NS
DBP (mmHg) 74.7+9.1 70.8+7.3 NS
HbAlc

% 84+12 8.0+10 NS

mmol/mol 66.6 £ 9.5 63.4+7.9 NS
Diabetes duration (years) 21.6+8.2 21.7+1.7 NS
TC (mg/dL) 181.8+17.8 179.5+24.2 NS
HDL (mg/dL) 55.2+13.6 60.8 £ 14.9 NS
LDL (mg/dL) 103.2+20.8 102.3+21.3 NS
TG (mg/dL) 77.0 [62.0-129.0] 61.5[46.0-84.3] 0.02
GOT (U/L) 18.0 [15.0-23.0] 18.0 [16.0-23.0] NS
GPT (U/L) 20.0 [13.0-25.8] 18.0 [14.0-25.0] NS
GGT (U/L) 17.5[11.3-39.8] 14.0 [11.0-22.0] NS
GOT >20 U/L 5(41.7) 35 (39.8) NS
GPT >20 U/L 6 (50.0) 36 (40.9) NS
GGT >20 U/L 6 (50.0) 25 (28.4) NS
Calcium score >1 AU 5(41.7) 18 (20.5) NS
Smoking habit 6 (50.0) 31(35.2) NS
Retinopathy 3 (25.0) 28 (31.8) NS
Nephropathy 0(0.0) 15 (17.0) NS
Medications

Statins (%0) 58 27 0.04

Antihypertensives (%0) 17 25 NS

Salicylate (%0) 17 17 NS

Unless indicated otherwise, data are given as n (%), mean £ SD, or as median values [interquartile

range], as appropriate.

BMI, body mass index; SBP, systolic blood pressure; DBP, diastolic blood pressure; TC, total
cholesterol; HDL, high-density lipoprotein; LDL, low-density lipoprotein; TG, triglycerides; GOT,



Estudis publicats

glutamic oxaloacetic transaminase; GPT, glutamic pyruvic transaminase; GGT, y-glutamyl
transpeptidase; AU, Agatston units.

Hepatic evaluation

Following ultrasonography, 12 of 100 T1D patients were found to have evidence of NAFLD
(prevalence 12%). Comparing T1D patients with and without NAFLD, those with NAFLD had
higher, albeit still within the normal range, TG concentrations (median 77.0 [IQR 62.0-129.0] vs
61.5 [46.0-84.3] mg/dL; P = 0.02) and an increased proportion of these patients were on statin
treatment (58.3% vs 27.3%; P = 0.012). There were no differences between the two groups in terms
of age, gender, disease duration, BMI, and smoking status (Table 1). In addition, there were no
differences detected in microalbuminuria, HbAlc, cholesterol, or transaminases concentrations,

expressed as continuous or categorical variables (Table 1).

When overweight was considered, there was an increased prevalence of Grade 2 overweight
in the group with hepatic steatosis compared with the non-NAFLD group (50% vs 13.8%,

respectively; P = 0.002).

Subclinical atherosclerosis

Carotid ultrasonography

Across the entire sample, mean CIMT was 0.54 = 0.15 mm, and 17 subjects had carotid plaques

(17%).

Coronary calcification

23% of the entire samplehad a calcium score >0. In subjects with a calcium score >0, the
prevalence of CACS >0 AU was greater for subjects with an BMI >30 kg/m? than non-obese
subjects (17.4% vs 3.9%, respectively; P = 0.049), although the overall number of individuals with

CACS >0 AU was low, indicating a low degree of CVD in this cohort.
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Association between NAFLD and subclinical CVD

Although the overall prevalence of NAFLD was low in the present cohort of T1D patients, those
with NAFLD had a significantly higher CIMT than non-NAFLD T1D patients (0.65 + 0.17 vs 0.55
+ 0.14 mm, respectively; P = 0.029). Regarding to the severity degree of NAFLD, only one of the
patients had a moderate degree of NAFLD and the other 11 were all classified as mild NAFLD. The

only patient with moderate degree NAFLD had a CACS score of 0 and had a mean CIMT of 0.60 mm.

No differences were detected between the NAFLD and non-NAFLD groups regarding the
existence of plaques (three (11%) vs 10 (25%) patients, respectively; P = 0.19). Although the
proportion of subjects with altered CACS was twofold greater in the NAFLD than non-NAFLD
group, this difference was did not reach statistical significance (41.7% vs 20.5%, respectively; P =
0.101). No differences regarding age or smoking habit were detected between the two groups
(Table 2).

Table 2 Cardiovascular data according to the presence (+) or absence (-) of non-alcoholic fatty
liver disease (NAFLD)

NAFLD+ NAFLD- P-value
CIMT (mm) 0.66 +0.17 0.55+0.14 0.03
Calcium score >1 AU (n = 27) 5 (41.7) 18 (20.5) 0.001
Plaques (n = 17) 3 (25.0) 10 (11.4) NS

Data are given as n (%) or as the mean £ SD, as appropriate.

CIMT, carotid intima—media thickness; AU, Agatston units.

Association between NAFLD and diabetic microangiopathy

There was no significant difference in the prevalence of microvascular complications between the
NAFLD and non-NAFLD groups. As indicated in Table 1, the proportion of subjects with
retinopathy and nephropathy in the two groups were similar, with no statistically significant

differences.
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Association between transaminase concentrations and subclinical CVD

Investigations of transaminases confirmed an association between enzyme concentrations and
subclinical CVD parameters, such as CACS or CIMT. Those T1D patients with a concentration of
GOT >20 U/L had an increased CIMT compared with subjects with GOT <20 U/L (0.60 £ 0.16 vs
0.54 £ 0.13, respectively; P = 0.03). Similar results were obtained when looking at GPT and GGT

concentrations (Table 3).

Table 3 Cardiovascular data according to transaminases concentrations

CIMT (mm) Calcium score >1 AU Plaques (n = 13)

(n=23)
GOT (U/L)
<20 0.54 +0.13 9 (39.1%) 5 (38.5%)
>20 0.60 +0.16 14 (60.9%) 8 (61.5%)
P-value 0.03 0.009 NS
GPT (U/L)
<20 0.54+0.13 6 (26.1%) 3(23.1%)
>20 0.60+0.16 17 (73.9%) 10 (76.9%)
P-value 0.04 0.001 0.014
GGT (U/L)
<20 0.54+0.13 10 (43.5%) 5 (38.5%)
>20 0.61+0.16 13 (56.5%) 8 (61.5%)
P-value 0.02 NS 0.014

Data are given as n (%) or as the mean £ SD, as appropriate.

GOT, glutamic oxaloacetic transaminase; GPT, glutamic pyruvic transaminase; GGT, y-glutamyl
transpeptidase; AU, Agatston units.

In order to establish the possible contribution of NAFLD to CIMT, linear regression analysis
with backward elimination was performed to identify those factors independently associated with
CIMT. The initial model included sex, smoking, statin treatment, antihypertensive medication, age,

BMI, and the presence of NAFLD.
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After elimination of confounders, the final model included age, BMI, and NAFLD (R?

0.28; Table 4). In addition, linear regression analysis was performed only in male patients, and i

>S5

this analysis the final model included the same variables, namely age, BMI, and NAFLD (R?

0.34).

Table 4 Results of linear regression analysis

Variable B P-value 95% ClI

Age 0.420 0.000 0.004, 0.011
Non-alcoholic fatty liver disease 0.108 0.247 —0.033, 0.126
Body mass index 0.191 0.042 0.000, 0.016

ClI, confidence interval.

Discussion

The main finding of the present study is the low prevalence of NAFLD in long-standing T1D in
association with a low prevalence of subclinical CVD; however, even with these low rates, the

results suggest that NAFLD is associated with subclinical CVD.

The prevalence of NAFLD in the present study, performed on a cohort of middle-aged
Mediterranean T1D subjects, was intermediate compared with prevalence reported in previous
studies.’*618 In the present cohort, NAFLD was also associated with Grade 2 overweight, higher
TG concentrations, and a higher proportion of statin treatment. Statistical analysis suggested that
the presence of NAFLD was associated with higher CIMT, which indicates that systematic
screening for NAFLD in T1D may be useful for the identification of subjects at risk not only for

further hepatic disease, but also subclinical CVD.

In relation to NAFLD in the general Spanish population, few studies are available. In 2000,
Parés et al.*® reported a 13.8% of prevalence of NAFLD among 1713 male health workers, as
determined using abdominal ultrasonography. In that study, obesity, alcohol consumption, age, and

elevated values of glycemia were factors associated with NAFLD. Later on, in 2010, using hepatic
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echography the same group evaluated the presence of NAFLD in a cross-sectional study with 198

participants, detecting a prevalence of 25.8%.%

Focusing in on the T1D population and compared with French data from 128 T1D patients
obtained using magnetic resonance imaging (MRI),'8 there was a threefold higher proportion of
steatosis in the present cohort. In contrast, Targher et al.,® studying a cohort with a similar gender
proportion, BMI, age, disease duration, and comparable glycemic control in Italy, found a
prevalence of NAFLD of 50%. Only two factors may explain such large differences: (i) technical
aspects at the time of identification of fatty liver content, because ultrasonography is an operator-
dependent technique, although this seems unlikely; and (ii) factors related to the environment, such
as dietary issues and endocrine disruptors, although the general diets in Spain, Italy, and France,

despite some differences, do not differ excessively.

A major finding of the present study is that CIMT was significantly greater in the NAFLD
compared with non-NAFLD group. To the best of our knowledge, no other studies have evaluated
subclinical CVD by measuring CIMT in T1D subjects according to the presence of hepatic
steatosis. Some studies have shown a similar association between NAFLD and early atherosclerosis
at the carotid level in T2D patients,? but this has not yet been reported in T1D. The low prevalence
of subclinical coronary disease in the present cohort, with only 23% of the CACS values higher

than 1 UA, could explain the lack of association with NAFLD.

In non-diabetic subjects, NAFLD has been strongly associated with CVD;’thus, it is not
unexpected that high cardiovascular mortality observed in most T1D series? would also be related
to the presence of NAFLD. In fact, classic cardiovascular risk factors do not explain the excess
mortality found in T1D, and therefore other causal elements are likely and NAFLD possibly being
one of them. In the present study, the CIMT in T1D was higher than the CIMT reported previously
for control non-diabetic subjects,? indicating that deterioration of the arterial wall is accelerated in
T1D patients. Moreover, T1D subjects with NAFLD have even higher CIMT, indicating that more

aggressive deterioration of the vessels is occurring when both conditions (T1D and NAFLD) are
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present in the same patient. The higher proportion of altered CACS in the NAFLD group compared

with non-diabetic subjects? support this hypothesis.

In the present cohort of T1D patients, abdominal ultrasonography detected a 12% prevalence
of NAFLD. There were no significant differences between the NAFLD and non-NAFLD groups in
terms of age, gender, BMI, or smoking status. Nor were there any differences between the two
groups with regard to disease duration, metabolic control, or chronic complications. In the NAFLD
group, higher TG concentrations were detected and there was an increased prevalence of Grade 2
overweight and a higher proportion of statin prescriptions. Nevertheless, the regression analysis of
the potential confounders showed that NAFLD was not independently associated with subclinical
CVD. According to the findings of a recent Italian prospective study,? in which 286 T1D subjects
were followed over a period of 5 years and 52% had NAFLD, this condition was an independent
predictor of the development of incident CVD. This is a very important study that prospectively
confirms the importance of and the pathogenic link between NAFLD and cardiovascular damage.
In that Italian study,?® mean subject age and duration of diabetes were similar to those in the
present study (43 + 14 and 17 years, respectively), but the prevalence of NAFLD in the present
study was one-fifth that in the Italian study. Even with this low prevalence, univariate analysis
revealed a positive association between NAFLD and subclinical CVD and thus the lack of an
independent association in the regression analysis may be due to the low prevalence of NAFLD
and subclinical CVD in the present study. The aforementioned protective factors that are active in
our population (intensive glycemic treatment, use of cardiovascular protective drugs, geographical
area with a low prevalence of CVD, Mediterranean diet and lifestyle, genetic background...) may

also act to attenuate the pathogenic mechanisms of NAFLD acting at the cardiovascular level.

Transaminase concentrations were also associated with early atherosclerosis in the present
cohort. As reported by others,?®2* serum concentrations of transaminases may be associated with
microvascular and macrovascular disease in diabetes. In T1D, GGT concentrations were higher in
patients with retinopathy, but even higher in those with proliferative retinopathy.?* Diabetic

retinopathy has been proposed as predictor of cardiovascular events;* in that case, the results of the
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present study linking transaminase concentrations with altered CACS and greater CIMT as markers
of subclinical CVD, could have biological plausibility. The link between CACS and both GOT and
GPT, as well as between GGT and CIMT, remained consistent, even after removal of those patients
under statin therapy from the analysis. With regard to the association between NAFLD and diabetic
microangiopathy in the present cohort, we did not detect any results supporting such a link; the
proportion of retinopathy was similar in the NAFLD and non-NAFLD groups (31.8% vs 25%,
respectively; P = 1.0). Conversely, all patients with nephropathy were in the non-NAFLD group
(17%) and none was in the group with steatosis (P = 0.2). This result is likely explained by the low
prevalence of NAFLD in the present cohort. Finally, no association was detected between

microangiopathy and GOT, GPT, and GGT concentrations.

The present study has some limitations. First, the present study was a cross-sectional study
and, thus, it is not possible to establish causality. Assessment of alcohol intake was limited to
anamnesis, without a specific questionnaire evaluating this matter. However, it is unlikely that this
would have affected the results taking into account the low prevalence of hepatic steatosis detected.
Although biopsy is the gold standard for diagnosing NAFLD, we assessed the presence of steatosis
by ultrasonography. This method has limitations when compared with other imaging techniques,
such us MR, but is the most used non-invasive method for studying liver diseases through imaging
techniques and readily useful in clinical practice. Moreover, the variability of ultrasonography in the
present study was similar to reports in the literature,® of approximately 5%, which corresponds to

what is usually found among highly expert radiologists.

In summary, the present study supports the relationship between NAFLD and subclinical
CVD, even in a geographical area such as Spain, which has a low prevalence of CVVD among both
the general population and T1D subjects. This is of relevance for a better categorization and
identification of T1D subjects at risk of early atherosclerosis in order to initiate the best protective

cardiovascular treatment and prevent excess cardiovascular mortality in this population.
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En el primer dels estudis d’aquest treball de tesi'”® es va avaluar 1’estatus vascular dels
pacients amb DM1 de la nostra area amb la realitzacié6 d’una TC amb quantificacié del CACs i
d’una ecografia carotidia amb la mesura del GIMC. Respecte les caracteristiques basals dels 150
pacients amb DM a estudi existia una lleu majoria d’homes (58%), una edat mitja de 38,6 + 8,1
anys, un elevat temps d’evolucio de la diabetis amb 20,4 £ 8,1 anys, un control glucémic amb una
HbAlc mitja de 8,1 £ 2,3% i un 52% de no fumadors. El 26% i el 9% dels pacients presentaven
retinopatia i nefropatia respectivament.

La gran majoria de la mostra demostra un valor de CACs negatiu 0 de 0 UA (82% vs 92%,
en els no diabétics), essent la diferencia observada no significativa. Els pacients amb DM1
presentaren un major GIMC (0,55 + 0,14 vs 0,48 + 0,14 mm, p < 0,01) i una similar proporcié de
preséncia de plaques d’ateroma que el grup control (11 vs 8%, p = no significatiu (ns)).

Dotze pacients de la mostra (9%) presentaven nefropatia diabética i, en aquest subgrup, es
detectaren cinc valors de CACs > 50 UA i un valor mig de GIMC major que els pacients amb DM1
sense nefropatia diabética (0,59 £+ 0,14 vs 0,54 + 0,14 mm, p < 0,08). Aquesta associacio no es
comprova amb la retinopatia diabética. Els factors independentment associats al CACs i detectats
en I’estudi multivariant foren la durada de la diabetis, el tractament amb estatines i el GIMC (R? =
0,44) i en tots els models, es detecta una correlacié entre GIMC i CACs (B = 6,87, p < 0,001).

En el segon estudi publicat'” es van avaluar les concentracions de 250HD, tant dels pacients
com dels controls sans, per correlacionar-ne els resultats amb les proves de diagnosi de MCV
subclinica. Els pacients amb DM1 presentaren una menor concentraciéo mitja de 250HD corregida
per I’época de I’any d’extracci6 de la mostra (22,72 £ 9.11 vs 26,63 + 9,56 ng/mL, p = 0,018) i una
major prevalenca de deficiéncia respecte els controls no diabetics (43.,2% vs 21,7%, p = 0,03). Els
homes, els fumadors i aquells pacients amb una major durada de la diabetis presentaven
concentracions menors de la vitamina. Es realitza un test d’exposicio solar i, la seva puntuacio es
va correlacionar significativament amb les concentracions de 250HD (rs = 0.152, p = 0.023).

Tot i detectar-se un major GIMC mig entre els pacients amb DM1 (0,55 + 0,14 vs 0,48 +
0,14 mm, en els controls, p < 0,01) i 24 pacients amb un CACs > 0 UA, no es demostraren

correlacions significatives entre les concentracions de 250HD ni amb el CACs ni amb el GIMC. El
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tercer dels estudis'® es basava en I’analisi de determinats marcadors inflamatoris serics dels
pacients inclosos en la mostra. Els pacients amb DM1 demostraren unes concentracions
incrementades tant d’adiponectina (15,8 + 9,1 vs 12,4 + 5,3 mg/mL, p = 0,008) com d’YKL-40
(42,6 (10,4-195,0) vs + 28,7 (11,0-51,2) ng/mL, p = 0,001). Els altres parametres mesurats (IL 6,
IL 1B, TNF o, PCR-as i homocisteina) no presentaren diferéncies entre els grups.

Aquells pacients amb microalbumindria (9%, 12 pacients), presentaven concentracions
majors d’adiponectina que aquells pacients sense nefropatia (21,84 + 8,15 vs 14,88 + 8,27 mg/mL,
p = 0,008) sense observar-se aquesta relacié amb la retinopatia diabética. En canvi, pel qué fa a les
concentracions d”’YKL-40 o altres biomarcadors (TNF-a, IL-6, IL-1B), no s’establi cap associacio
amb la presencia o absencia de retinopatia o nefropatia.

Respecte les variables de 1’estudi de 1’arterioesclerosi precog, ni les concentracions d’YKL-
40 ni les d’adiponectina correlacionaren amb la mesura de CACs ni de GIMC.

El quart®® i darrer estudi d’aquest treball de tesi es va centrar en la caracteritzacié analitica i
ecografica de I’estat hepatic de 100 pacients amb DM 1 provinents de la mostra original. En aquest
grup de similar edat mitja i temps d’evoluci6 de la malaltia (39,4 + 7,8 anys i 21,7 £+ 8,6 anys) es
detectd una baixa prevalenca d’esteatosi hepatica, assolint el 12%. Els pacients amb esteatosi
hepatica demostraren unes concentracions incrementades de triglicerids (77,0 (62,0 — 129,0) vs
61,5 (46,0 — 84,3) mg/dL, p = 0,02) i una major proporcié de tractament amb estatines (58,3% vs
27,3%, p = 0,012), sense detectar-se diferéncies en 1’edat, el sexe, el temps de duracié de la diabetis,
el tabaquisme o I’'IMC.

El GIMC mig de la mostra resulta de 0,54 + 0,15 mm, un 17% dels participants presentaven
plaques carotidies i un 23%, un CACs > 0 UA. Respecte les potencials correlacions entre
I’hepatopatia i les proves de la MCV subclinica, es detecta un GIMC significativament major entre
els pacients amb DM1 i EHNA respecte aquells sense EHNA (0,65 + 0,17 vs 0,55 £ 0,14 mm, p =
0,029), sense que existissin diferéncies quant a CACs, nefropatia o retinopatia diabética o preséncia
de plaques carotidies. En 1’analisi de regressio lineal es va perdre I’associacié independent per la

variable EHNA respecte el GIMC.
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8.1

Els pacients amb diabetis mellitus del tipus 1, de I’area Mediterrania i amb més de 10
anys d’evolucié de la seva malaltia presenten una molt reduida proporcié de malaltia
cardiovascular subclinica

Per als pacients amb DM1 s’han proposat diferents eines per avaluar-ne la prevalenca de
MCV subclinica. Entre les diferents proves diagnostiques trobem la mesura del CACs
mitjancant una TC per multidetectors o la mesura del GIMC i la deteccié de plaques
ateromatoses mitjangant una ecografia carotidia (veure apartat 2.5.1.3).

En el nostre primer estudi'’® s’analitza la proporcié de MCV subclinica, en forma
d’arterioesclerosi preco¢ coronaria o carotidia, en un grup de 150 pacients amb DM1, amb
més de 10 anys d’evolucio de la diabetis i sense antecedents de malaltia isquemica CV. A
part, se’n compararen els resultats amb un grup control de 50 subjectes no diabétics

aparellats per edat, sexe i habit tabaquic.

Prevalenga d’arterioesclerosi subclinica segons calcificacié coronaria

El CACs es va considerar una variable qualitativa, de la mateixa manera que d’altres treballs
esmentats'®1’17° S’establi com a positiu qualsevol valor de CACs superior a 0 UA i, en
darrera instancia, es va considerar aquesta positivitat com a suggeridora de preséncia de
MCYV subclinica coronaria.

Segons aquests criteris, la prevalenca de MCV subclinica mesurada mitjancant el CACs en la
nostra cohort de pacients amb DM1 va ser del 18% (homes 33%, dones 9%). Aguesta
prevalenca és significativament inferior a la reportada per altres estudis®"217317 perg, molt
similar a la prevalenga d’un altre estudi de la Mediterrania, realitzat a Egipte'’.

Revisant la literatura trobem diferents treballs que avaluen 1’arterioesclerosi coronaria
mitjancant el CACs. En un estudi derivat del CACTI Study®®, es va observar una CACs > 0
UA en un 37% de la mostra de pacients amb DM1. En la mateixa linia, Colhoun i col.}” ha
descrit un percentatge de fins el 49,7% amb un CACs > 0 UA en la seva cohort del Regne
Unit. També, en estudi derivat de la cohort del DCCT/EDIC!"?, es reportaven prevalences de

CACs > 0 UA més elevades, assolint un 31% dels pacients amb DM1 americans
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asimptomatics i, finalment, en una investigacié sobre pacients amb DM1 procedents dels
Paisos Baixos, es va detectar un CACs > 0 UA en un 60% de la mostral™.

Més a prop, en un estudi de la conca Mediterrania, amb una cohort de 60 pacients
adolescents egipcis, amb un menor temps d’evoluci6 de la malaltia que en la nostra cohort
(12 vs 20 anys, en la nostra cohort) perd amb pitjor control glucémic (HbAlc 9,7 vs 8,1%, en
la nostra cohort) i una major proporcié de complicacions croniques associades a la diabetis,
es va detectar un CACs > 0 UA en 12 dels 60 pacients (20%)*". Aquest valor és molt similar
a la prevalencga detectada en el nostre estudi.

Prevalenca de malaltia cardiovascular subclinica segons ecografia carotidia

Existeix molta heterogeneitat en la forma de presentar les dades obtingudes per ecografia
carotidia en els estudis publicats, fet que dificulta enormement contrastar-ne les dades.

En comparacié amb dos estudis europeus, la nostra mostra presenta una menor prevalenca de
GIMC significativament incrementats. Primerament, quant a la proporcié de pacients amb
GIMC major al percentil 90 i al percentil 95, en el nostre treball es detecten la meitat que en
I’estudi noruec* (un GIMC > al percentil 95: 13,1% vs 5,7% i un GIMC > percentil 90: 19,5
vs 9,9% en la nostra cohort). Aquestes dades contrasten amb el fet que la nostra cohort
demostrava una major edat mitja (13,7 vs 38 anys, en la nostra cohort) i una major evolucié
de la malaltia (5,5 anys vs 20 anys, en la nostra cohort).

D’altra banda, en D’estudi de Frost i col.'”” realitzat sobre una cohort alemanya de
caracteristiques similars a la nostra, es detecta una proporcio de pacients amb un GIMC
superior a 0,6 cm menor que en el nostre estudi (18,7% vs 32%, en la nostra cohort).

Prevalenca de malaltia cardiovascular subclinica segons preséncia de plaques
ateromatoses carotidies

Quant a la detecci6 de plaques ateromatoses existeix més homogeneitat de dades. En el
nostre estudi de 150 pacients amb DM1 (edat mitja de 39 anys, amb un temps d’evolucié mig
de 20 anys i una HbAlc mitja de 8,1%) es van detectar plaques ateromatoses en 16 pacients,
un 11% del grup cas'’®. Aquesta dada esta en consonancia amb la reportada en un estudi del

Brasil®l. Per contra, al comparar la prevalenca de MCV subclinica segons la preséncia de
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plagues amb una altra cohort del nostre territori (edat mitja i temps d’evolucid de la diabetis
similars) es detecten el doble de plaques en la cohort de Giménez i col.1’ respecte el nostre
treball. Aquesta diferéncia de resultats podria reflectir disparitats entre observadors o manca
d’un protocol ben establert per a la seva deteccio.

Baixa prevalenca de malaltia cardiovascular subclinica entre els pacients amb diabetis
mellitus tipus 1 de I’area Mediterrania

Independentment del metode elegit per a la deteccio de 1’arterioesclerosi asimptomatica del
grup de pacients del nostre estudi (CAC > 0 UA en el 18%, GIMC > al percentil 90 del 9,9%
0 una deteccid de plaques en un 11%) trobem una baixa presencia de MCV subclinica en els
pacients amb DM1 de la nostra area geografica. Si utilitzem el punt de tall de CACs > 200
UA, proposat com a predictor d’esdeveniments CV per alguns autors'’?, ens situem amb
prevalences de MCV subclinica de caracter significatiu del 2% i, en el cas del GIMC del 5.7%
(GIMC superior al valor del percentil 97).

Com a possibles explicacions a aquest fenomen trobariem la procedéncia d’una area
geografica amb una caracteristica reduida taxa de MCV el potencial component
cardioprotector vinculat a la dieta Mediterrania'®, el tractament glucemic mitjancant régims
d’insulina intensius dels nostres pacients (un 15% sota tractament amb bomba d’infusié
continua d’insulina), el control dels FRCV classics amb antihipertensius, hipolipemiants i
antiagregants (21% sota tractament amb estatines, 15% antihipertensius i 16% amb
antiagregants) i, tot i que no demostrable, un probable rerefons genetic protector.

Quant a la correlacié entre ambdues principals proves diagnostiques, la quantificacio del
CACs i la mesura del GIMC, es va detectar una correlacio positiva entre els valors de la
CACs (rs = 0,36, P < 0,001). Aquest fet recolza 1’as d’aquetes proves per a la diagnosi de la
MCYV subclinica, tanmateix per a poder validar aquestes proves caldria un estudi amb més
mostra i mitjancant la comparacié amb un gold standard.

Tanmateix, la esmentada baixa prevalenca de MCV subclinica significativa provoca que no
es compleixen els criteris de Wilson i Junger® per a establir un cribratge universal, ni en

qualitat d’entitat suficientment prevalent ni en 1’esfera de la cost-efectivitat.
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8.2

Existeix una elevada prevalenca de deficiéncia i d’insuficiéncia de vitamina D entre els
pacients amb diabetis mellitus tipus 1 de I’area Mediterrania sense detectar-se una
associacio amb la preséncia de malaltia cardiovascular subclinica

En la literatura s’analitza extensament la prevalenca d’insuficiéncia o de deficiéncia de
colecalciferol entre els pacients amb DM1%%¢%°, En el segon article d’aquesta tesil’
s’avaluaren les concentracions de 250HD de 145 pacients amb DM1 i 48 controls no

diabétics aparellats per edat, sexe, IMC i tabaquisme.

Prevalenca de deficiéncia de 25-hidroxivitamina D en casos i controls

Vam detectar una prevalenca molt elevada de deficiéncia de 250HD entre els pacients amb
DM1, amb un 43,2% de deficiéncia i un 20,5% de ‘“deficiéncia marcada” amb valors
inferiors a 15 ng/mL. En clau de comparacio, els pacients amb DMJ1 presentaven una
concentracié mitja menor de 250HD corregida (22,72 + 9,11 vs 26,63 + 9,56 ng/mL en els
controls, p = 0,018) i una major proporci6 de deficiéncia i de deficiéncia marcada respecte
els controls no diabetics (43,2% vs 21,7%, p = 0,03 i 20,5% vs 3%, p = 0,04).

Altres investigacions també detecten concentracions disminuides de 250HD en els pacients
amb DM1°5L tot i que no tots*. En aquest darrer article, és important remarcar que les
comparacions foren entre les concentracions crues de 250HD, sense aplicar-hi factors de
correccid estacionals. Quan, en el nostre propi estudi, es van comparar les concentracions
crues de 250HD entre casos i controls tampoc es detectaren diferéncies significatives.
Malgrat no fou dissenyat per identificar-ne la causa, en el nostre treball es poden excloure
factors vinculats a aquesta deficiéncia marcada de 250HD entre els pacients amb DM1. Es
improbable que hi estiguessin implicats la coexisténcia de nefropatia diabética, el fototipus
de pell o I’is de suplements de calci o de vitamina D entre els controls. Primerament, la
proporcié de pacients amb nefropatia diabética Gnicament assolia el 10,2% i, quant a les
altres dues possibles explicacions, es consideraren criteris d’exclusio i, per aquest motiu, cinc

pacients i dos controls van ésser enretirats de la mostra a estudi.
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Prevalences de deficiéncia de 25-hidroxivitamina D entre poblacions amb diabetis
mellitus tipus 1

La prevalenca de deficiéncia de vitamina D en la nostra cohort de persones amb DML resulta
similar a la d’alguns estudis de la literatura**52%°, tanmateix aquesta fou més elevada que la
reportada per la majoria de treballs sobre vitamina D i DM15%6:57:185,

En I’estudi CACTI®, on els pacients amb DM1 presentaven similituds amb els nostres
pacients (majoritariament caucasics i edat mitja, latitud (39° 44’ 21”) i un temps de duracié
de la malaltia equiparables) es va demostrar una prevalenca de deficiéncia quatre cops
inferior a la nostra (10,2% vs 43,2%, en el nostre treball). En I’estudi DCCT/EDIC®’, on els
pacients amb DM1 eren majoritariament caucasics perd amb algunes diferéncies respecte la
nostra cohort (latitud més septentrional (47°, 36, 00), menor edat mitja (38 vs 32,6 anys) i
menor temps d’evolucio de la diabetis (20,7 vs 7,5 anys)), s’hi va detectar una prevalenca de
deficiéncia de 250HD 1,5 vegades inferior a la nostra (27,6% vs 43,2%).

Els nostres resultats estarien en sintonia amb estudis de Joergensen i col.®® o Taskiran®®. En el

primer treball, realitzat a Copenhagen (latitud 55°, 40°, 34”), es detectava una prevalenca de
fins a un 10% de valors inferiors a 6,2 ng/mL, el que seria una “deficiéncia molt i molt
marcada”. Aquesta dada es podria equiparar a la nostra proporcié d’un 20,5% de deficiencia
marcada (< 15 ng/mL). En el segon treball, Taskiran i col. estudiaren una cohort de 93
pacients amb DM1 de la conca Mediterrania (Turquia, latitud 39°, 52°, 00”) on van detectar
una deficiéncia de 250HD en un 78% de la mostra.

Aquesta variabilitat de les dades podria respondre a diferéncies metodologiques. En els

estudis DCCT/EDIC® (Seattle) i Joergensen i col.*® (Copenhagen), es va recorrer a la

cromatografia de liquids d’alt rendiment amb espectrometre de masses, una prova amb major
sensibilitat i especificitat que la d’immunoassaig amb tecnologia de quimioluminescéncia
que vam usar nosaltres i el grup de Turquia. A més, en ’estudi del grup turc, el fototipus dels
pacients integrants de ’estudi podria influenciar a I’al¢a les dades de prevalenga®.

En el nostre treball, a diferéncia de tots els estudis esmentats i en un intent d’avalar les dades

de prevalenca obtingudes, varem incloure un test d’exposicié solar validat en poblacio
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italiana. Aquest qiiestionari va aportar un valor d’exposicio solar setmanal per a cada pacient
i per a cada control i, la puntuacid que se’n va obtenir, s va correlacionar significativament
amb les concentracions de 250HD, PTH i calci (rs = 0,152, p = 0,023)*".

25-hidroxivitamina D com a factor de risc cardiovascular no classic entre els pacients
amb diabetis mellitus tipus 1

Un resultat important del nostre treball fou la manca d’associacio entre les concentracions
disminuides d’aquesta vitamina en els pacients amb DML, el CACs i el GIMC. Aquesta dada
es va mantenir fins i tot entre els pacients amb DM1 i deficiencia de 250HD i, més enlla
d’aixo, entre aquells amb deficiéncia marcada. Aixi, es va descartar la vitamina D com un
FRCV no classic en la nostra cohort de pacients amb DM1 de I’area Mediterrania.

Els nostres resultats estan en controversia amb estudis que detecten una associacio clara i
significativa entre la manca de vitamina D i la MCV subclinica®®, pero resten en sintonia
amb d’altres®”°.

En el treball realitzat per Joergensen i col.*® es detecta una associaci6 significativa entre els

pacients amb deficiéncia greu de 250HD (< 6,2 ng/mL) i la mortalitat de qualsevol causa

(HR 2,7 [1,1-6,7], p = 0,03). Paral-lelament, en I’estudi CACTI*®, es va observar una

associacio significativa entre la manca de la vitamina, la preséncia de CAC i la progressio de
CAC.

Aquests estudis presenten limitacions metodologiques, doncs ni I’estudi observacional
prospectiu®® ni el transversal®® poden establir causalitat. Més enlla d’aixo, no s’ajusten les
concentracions per biaixos estacionals ni se n’exclouen els subjectes sota suplementacié amb
vitamina D o calci. Paral-lelament, no esmenten el fototipus cutani dels pacients a estudi i,
basant-nos en el fet que existeix una interferencia en la biosintesi cutania de 250HD
provocada per una major concentraci6 de melanina cutania i, amb la finalitat
d’homogeneitzar la mostra, aquells subjectes amb fototipus cutani superior o igual a IV

segons I’escala Fitzpatrick®, foren exclosos.
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Finalment i amb major rellevancia, podria existir-hi un biaix de seleccid, doncs aquells
pacients amb DML1 i coexisténcia de comorbiditats i MCV subclinica poden presentar factors
que condicionen tant I’estatus de vitamina D com el vascular.

Aquest fenomen, de forma menys evident, pot influir en la vinculaci6é entre vitamina D i
MCYV detectada en aquests estudis®®°8. Els pacients amb DM1 amb una major tendéncia a un
deteriorament accelerat del seu I’arbre vascular perqué presenten habits sedentaris, una
alimentacio poc saludable, un pitjor control dels FRCV classics, complicacions croniques
associades que condicionen postracié (amputacions, retinopatia, etc.) i un menor nombre de
revisions mediques, estarien exposats a una reduccié de les seves concentracions de 250HD
sanguinies a causa d’una menor ingesta d’ergo o colecalciferol, una menor exposicio solar i
una menor prescripcio facultativa de suplements de calci o de la vitamina.

Aixi doncs, aquests pacients amb DM1 i comorbiditats podrien presentar unes concentracions
disminuides de 250HD com a consequéncia del seu estat general de salut. En aquest subgrup
de pacients no es compliria una clara causalitat fisiopatologica entre la deficiéncia de la

vitamina i I’aparicié d’aquestes complicacions.
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8.3  Existeix una elevada concentracio de marcadors inflamatoris proaterogenics com YKL-
40 i d’antiaterogénics com I’adiponectina entre els pacients amb diabetis mellitus tipus
1 de la nostra area amb una manca d’associacié6 amb els marcadors d’ateroesclerosi
precog

Tal i com s’ha exposat en I’apartat 2.4.2. existeixen biomarcadors sérics associats a
I’arterioesclerosi, essent-ne dos clars exemples 1’adiponectina i I’YKL-40. En els pacients
amb DM1 s’han demostrat unes concentracions majors d’adiponectina®’ 894997 { YK -
409100104 ragpecte la poblacié general, tot i que aquesta dada no és homogeénia entre tots els
treballs®,

La relaci6 entre aquestes elevades concentracions d’adiponectina i la MCV, en la poblacid
amb DM1, resta controvertida. Algunes investigacions hi vinculen una funcié protectora
contra la MCV subclinica®*°%°7 mentre que altres treballs I’associen, de forma directa, amb
la presencia de complicacions microvasculars®** 0 amb la mortalitat per totes les causes®.
Amb I’YKL-40 hi ha més consens, vinculant-se les seves concentracions amb la presencia de
complicacions microvasculars®®1% o macrovasculars mesurades per GIMC%,

Concentracions d’adiponectina i d’YKL-40 en casos i controls

En el tercer estudi® es mesuraren les concentracions d’adiponectina i d’YKL-40 en 150
pacients amb DM1 i 50 controls sans ajustats per edat, sexe i habit tabaquic, sense
antecedents previs de MCV ni complicacions croniques macrovasculars.

Aixi com s’observa en la major part dels estudis realitzats en aquesta
poblaci®:88:94.95.97.98.100104 "1eg concentracions d’adiponectina i d”YKL-40 foren més elevades
entre els pacients que entre els controls no diabétics (adiponectina: 15,8 + 9,1 vs 12,4 + 5,3
mg/mL, en els controls sans, p = 0,008; YKL-40: 42,6 (10,4-195,0) vs £ 28,7 (11,0-51,2)
ng/mL, en els controls sans, p = 0,001). Els altres parametres inflamatoris mesurats (IL-6, IL-

1B, TNF-a, PCR-as i homocisteina) no van presentar diferencies entre els grups.
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Valor d’adiponectina i YKL-40 com a biomarcadors d’ateroesclerosi preco¢ en
pacients amb diabetis mellitus tipus 1

Es van detectar unes concentracions incrementades d’adiponectina entre els pacients amb
DML1 respecte als controls sans no diabétics, seguint la linia de la majoria dels treballs
publicats®” 889397 T es concentracions d’adiponectina resultaren majors entre aquells pacients
amb DM1 i microalbumindria (21,84 + 8,15 vs 14,88 + 8,27 mg/mL, p = 0,008), tal com es
descriu en algunes investigacions®”°4%, Tanmateix, a diferéncia d’aquells autors que en
vinculen les concentracions amb la retinopatia diabética®”%, en la nostra cohort aquesta
associacid no es mantenia.

En termes de complicacions macrovasculars, els nostres resultats recolzen el paper neutre de
I’adiponectina en el procés d’arterioesclerosi accelerada dels pacients amb DM1, en la
mateixa linia que altres autors®. En contra dels estudis que hi vinculen un paper
cardioprotector®997 i en contra dels qui en defensen un paper proateroesclerotic®, les
concentracions d’adiponectina no es van associar ni amb el GIMC ni amb el CACs, sense
poder establir-hi ni un paper proaterogénic ni antiaterogénic.

També es detectaren concentracions incrementades d’YKL-40 entre els pacients amb DM1,
com en d’altres estudis de la literatura®®1%41% En I’analisi de la potencial associacié entre
YKL-40 i les complicacions micro i macrovasculars, el nostre treball*®, amb una edat mitja,
un temps d’evolucié de la malaltia i una preséncia de complicacions croniques associades
intermedies respecte els estudis anteriorment descrits de Rathcke i Sakamoto®1%, no es va
detectar una associacié significativa. Les concentracions d’YKL-40 no demostraren cap
associacio significativa amb la presencia de complicacions croniques microvasculars com la
nefropatia en fase de microalbumindria o la retinopatia diabética, resultats similars als
d’altres autors!®, Cal remarcar que aquest darrer treball es va realitzar sobre una cohort
pediatrica.

Quant a les complicacions croniques macrovasculars, les concentracions d’YKL-40 no es van
associar ni amb el GIMC ni amb la positivitat de CACs en la nostra cohort, resultats similars

a Sakamoko i col.%, on la glicoproteina no es va associar amb el GIMC dels participants. Per
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contra, els nostres resultats entren en controvérsia amb Jafary i col.'®, on en la cohort
pediatrica de pacients amb DM1 i en abséncia de complicacions croniques associades, es
detecta una correlacio significativa i independent entre ’YKL-40 i el GIMC.

Adiponectina i YKL-40 com a factors de risc cardiovascular no classics entre els
pacients amb diabetis mellitus tipus 1

Si en centrem en la nostra cohort de pacients amb DM1 de I’area Mediterrania i amb la seva
caracteristica molt baixa proporcié de MCV subclinica, aixi com de complicacions croniques
microvasculars, se’ns descarta 1’adiponectina y I’YKL-40 com un FRCV no classic vinculat
amb la presencia de MCV subclinica.

En el cas de I’adiponectina, es podria valorar el seu paper en la deteccié de la nefropatia

diabética en fase de microalbumindria.
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8.4  Existeix una molt escassa proporcié de pacients amb esteatosi hepatica no alcohdlica en
la nostra cohort de pacients amb diabetis mellitus tipus 1, tanmateix sembla existir una
associacio clara entre I’hepatopatia i la malaltia cardiovascular subclinica

En la literatura, malgrat no de forma unversal*'?, es descriu una robusta associacié entre la
preséncia d’EHNA i la condicié de DM 1% tal i com s’ha exposat en I’apartat 2.4.3. Més
enlla d’aixo, la preséncia d’EHNA en el pacient amb DM1 ha estat vinculada amb un pitjor
control dels FRCV classics'® i la presencia de complicacions croniques microvasculars®®!
i macrovasculars!012°,

En el darrer article d’aquest treball doctoral'® es va avaluar la preséncia d’esteatosi hepatica
en una mostra de 100 pacients amb DM21 procedents de les Consultes Externes
d’Endocrinologia i Nutricid del nostre centre. Aquests pacients no tenien ni antecedents
d’hepatopatia ni de cardiopatia isquémica i es van avaluar quant a parametres antropometrics,
bioquimics i radiologics, seguint el protocol descrit en 1I’apartat 2.4.3.

Prevalenca d’esteatosi hepatica no alcoholica entre els pacients amb diabetis mellitus
tipus 1 de I’area Mediterrania

Com a troballa principal de la investigacio es va detectar una prevalenga del 12% d’EHNA
entre els pacients de la mostra. Aquesta reduida prevalenca contrasta amb les dades
reportades per Parés i col. en poblacié general del nostre territori, en el 2000'*° i en el 20108
(13,8 i 25,8%, respectivament).

En comparar els nostres resultats amb les dades publicades de prevalenga d’EHNA en
poblaci6 amb DM1 trobem que la magnitud de la nostra prevalenca és intermédial0®11312°,
Respecte a la cohort francesa avaluada per Petit i col.!3, la nostra prevalenca és 2,5 vegades
superior a la de 1’equip francés. Per contra, en una cohort italiana de pacients amb DML, de
caracteristiques similars a la nostra (edat mitja, proporcié6 d'homes, temps d’evolucio de la
malaltia, grau de control glucémic, etc.), Targher i col.!** reporten una prevalenca de fins el
50% d’EHNA.

Aguesta enorme disparitat de valors pot originar-se en divergencies metodologiques i

técniques. En el treball francés de Petit i col.!, la diagnosi d’esteatosi hepatica es va
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realitzar mitjancant ressonancia nuclear magnética. En canvi, el nostre treball i el de Targher
i col.!'!, basaren la diagnosi de I’hepatopatia en I’ecografia abdominal. Menys rellevancia
semblen tenir les diferéncies ambientals, doncs els tres paisos formen part de la conca
Mediterrania i, tot i determinades puntualitats, els habits higienics-dietétics no varien
significativament.

Associacid entre la preséncia d’esteatosi hepatica i Dexisténcia de malaltia
cardiovascular subclinica en els pacients amb diabetis mellitus tipus 1

En la nostra cohort de pacients!®! es va confirmar que, aquells pacients amb DM1 i preséncia
d’esteatosi hepatica detectada per ecografia tenien unes majors concentracions de triglicérids
i una major prevalenca de tractament hipolipemiant, essent aquestes Vvariacions
estadisticament significatives. En I’estudi de la resta de parametres clinics, fisics i analitics,
no es varen detectar diferencies.

Quant als parametres radiolagics, els pacients amb DM1 i EHNA, també demostraren tenir
un major GIMC mesurat per ecografia carotidia respecte els pacients amb DM1 sense EHNA
(0,65 + 0,17 vs 0,55 £ 0,14 mm, respectivament, p = 0,03). Tanmateix, aquesta troballa no es
va poder detectar amb el CACs i, malgrat 1’existéncia del doble de pacients amb CACs
positiu en aquest grup amb esteatosi, aquesta diferéncia no fou significativa estadisticament
(41,7% vs 20,5% en el grup sense EHNA, p = 0,101). L’estudi de les plaques carotidies no
va demostrar diferéncies significatives entre ambdds grups ni tampoc quant a I’existéncia de
complicacions microvasculars.

L’associacio detectada en 1’estudi univariant entre la preséncia d’EHNA i la mesura del
GIMC es va perdre en realitzar 1’analisi multivariant. Aquest fet, molt probablement, podria
respondre a 1’escassa prevalenga d’EHNA de la nostra mostra.

Les dades obtingudes en el nostre estudi van en la mateixa linia que les extretes d’una cohort
xinesa de 722 pacients amb DM1'?°. En aquesta cohort, amb una major edat mitja, un menor
temps d’evoluci6 de la diabetis, un menor IMC i un pitjor control glucemic cronic (46 vs 39
anys, 8 vs 22 anys d’evolucid, 22 vs 26 kg/m? i 9 vs 8%, respecte la nostra cohort), s’hi va

detectar una prevalenca d’EHNA del 15,9%. De forma molt similar a la nostra investigacio,
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van comprovar I’existéncia d’una major concentracié de triglicerids i de tractament
hipolipemiant entre els pacients amb DML1 i esteatosi.

En I’avaluacié de I’arterioesclerosi subclinica feta pel grup xinés, van detectar una vinculacio
directa i significativa entre la preséncia d’EHNA i el GIMC (0,69 + 0,18 mm vs 0,81 + 0,25
vs, p < 0,001, en el grup amb EHNA). Aquesta relaci6 també es va comprovar amb
I’existéncia de plaques ateromatoses carotidies (16,9 vs 28,9%, en el grup amb EHNA, p =
0,005). D’aquestes associacions detectades en 1’estudi univariant, van persistir les detectades
entre EHNA i GIMC, perdent-se la que implicava la presencia de plaques.

Esteatosi hepatica com a factor de risc cardiovascular no classic en els pacients amb
diabetis mellitus tipus 1 de I’area Mediterrania

Vistes les dades amb perspectiva, es poden extreure consideracions importants del nostre
estudi de ’EHNA entre els pacients amb DM1. Tot i la reduida prevalenca d’hepatopatia
diagnosticada en el nostre treball i respecte els altres estudis!!*? es va aconseguir detectar
una associacio significativa en ’estudi univariant que vinculava 1’existéncia d’esteatosi
hepatica i I’ateroesclerosi carotidia subclinica. Crec que, en un estudi amb una major cohort i
per tant, amb una major potencia estadistica, es podria corroborar aquesta associacid, fins i

tot en el nostre territori de baixa prevalenca de MCV*?°,
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En resum i com a principal troballa d’aquest treball, es detecta una molt reduida prevalenga
de MCV subclinica entre els pacients amb DM1 de I’area Mediterrania en comparacié amb la
d’altres poblacions. Es probable que alguns factors protectors de diversa naturalesa, com ara
ambientals, geografics, nutricionals, genétics i derivats també d’un actual millor control dels FRCV
classics expliquin aquesta troballa, fins i tot en aquests pacients afectes d’una malaltia considerada
com un dels paradigmes de 1’arterioesclerosi precog.

Paral-lelament, les proves de deteccié de la MCV subclinica utilitzades en aquest treball,
I’ecografia carotidia i la quantificacié de la calcificacié coronaria, han demostrat una correlacio
positiva entre elles que recolza la seva utilitzaci6 en la nostra poblacié. Tanmateix i, ajustant-nos a
I’esmentada baixa prevalenga d’arterioesclerosi subclinica carotidia i coronaria en els pacients
asimptomatics amb DM1 de la nostra area, el cribratge universal de MCV subclinica no estaria
justificat. Aixi doncs, el rol d’aquestes proves d’imatge s’haura d’acotar a I’avaluaciO i
estratificacio del risc CV d’aquest grup de pacients. Probablement, tractant-se d'una prova no
invasiva i atenent a criteris d’accessibilitat, reproductibilitat i cost, I’eina més adequada per a la
deteccio de MCV subclinica en els pacients amb DM1 asimptomatics de molt alt risc és 1’ecografia
carotidia.

En la recerca de FRCV no classics s’han descartat els parametres analitics avaluats en
aquest treball de tesi. Malgrat haver-se detectat una molt elevada prevalenga d’insuficiéncia i
deficiencia de 250HD entre els pacients subjectes a estudi, no hem trobat associacions
estadisticament significatives entre les concentracions de la vitamina i els resultats de CACs o
GIMC en la nostra cohort. En un esforg per mitigar potencials biaixos metodologics o de seleccid,
frequents en els estudis amb vitamina D, hem validat les dades de la mesura de la vitamina D amb
un test d’exposiciO solar i s’han ajustat les concentracions a les variabilitats estacionals. Tot i
aquestes consideracions, no es detectaren associacions significatives. D’altra banda, I’estudi de les
concentracions d’adiponectina i YKL-40 en la nostra cohort de pacients va demostrar que, malgrat
existien unes debils associacions entre els marcadors inflamatoris i la preséncia de
microalbuminuria per nefropatia diabética, aquesta vinculacié no s’establia amb les complicacions

macrovasculars estudiades per CACs o GIMC.
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Finalment, I’avaluacié ecografica del fetge dels pacients inclosos en 1’estudi va demostrar
una molt baixa prevalenca d’esteatosi hepatica en comparacié a les dades reportades d’altres
poblacions amb DM i, en I’estudi univariant, una associacio entre la preséncia d’esteatosi hepatica
i la mesura del GIMC. En conclusio, en una poblacié amb una molt disminuida prevalenca de
MCYV subclinica i d’EHNA, aquesta associacio en 1’estudi univariant i en linia amb d’altres treballs
publicats, ens fa senyalar I’ecografia abdominal com una valuosa eina en I’estratificacié CV del
pacient amb DM1 de la nostra area.

En resum, els pacients amb DM1 de 1’area Mediterrania de Badalona presenten una molt
reduida prevalenga de MCV subclinica. Tot i que no n’és necessari un cribratge universal en el
sentit estricte, la sospita d’arterioesclerosi preco¢ del pacient amb DM1 ha de formar part de la
practica clinica habitual basant-nos en I’elevada incidéncia d’esdeveniments CV d’aquest grup de
pacients. En ’estratificacio del risc CV de les persones amb DM, crec pels nostres resultats i els
d’altres, que es pot incloure 1’ecografia carotidia per a la deteccié de MCV subclinica i I’ecografia
abdominal amb la deteccio d’esteatosi hepatica; ambdues proves tenen un cost reduit i son de facil
implementar en la practica clinica diaria, a més de no ser invasives. La diagnosi d’alguna de les
dues entitats incrementa el risc CV, ja elevat de per si, dels pacients amb DM1 i per tant, ha de fer-

nos adoptar estratégies més intensives de control i seguiment dels FRCV classics.
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Globalment, existeix una molt reduida preséncia de MCV subclinica independentment de la
prova diagnostica utilitzada, en la poblaci6 amb DM1 de I’area Mediterrania de Badalona,
asimptomatica des d’un punt de vista CV i amb més de 10 anys d’evolucié de la malaltia.
Proves com el CACs o la mesura del GIMC sén Utils en la diagnosi de la MCV subclinica en

aquesta poblacié de molt baix risc CV.

Més enlla de la latitud i la climatologia de la nostra regio, la prevalenga de deficiencia i de
“deficiéncia marcada” de vitamina D entre els pacients amb DM1 és habitual (43,2% i 20,5%,
respectivament). Aquesta deficiéncia no s’associa amb els resultats de les proves CV, ni amb
el CACs, ni amb el GIMC ni amb la deteccié6 de plaques carotidies. Aquesta manca

d’associacio es manté inclis amb els casos amb deficiéncia de 250HD més greu.

En la nostra cohort de pacients amb DM1 es demostra una major concentracio d’YKL-40 i
d’adiponectina respecte els controls no diabetics. Més enlla d’una debil associacié amb la
nefropatia diabetica, aquestes concentracions no s’associaren ni amb la preséncia d’altres
complicacions microvasculars ni amb les macrovasculars, ja fossin estudiades mitjancgant el

CACs o mitjangant el GIMC.

La prevalengca d’EHNA entre els pacients amb DM1 de la nostra area és reduida i es vincula
amb un major GIMC. Sembla prudent considerar la deteccié d’esteatosi hepatica per
ecografia abdominal com un FRCV no classic en el pacient amb DM1. La preséncia
d’EHNA i els valors incrementats del GIMC o de CACs haurien d’orientar-nos a 1’hora
d’estratificar els pacients amb DM1 segons el risc CV amb la finalitat d’aplicar estratégies

preventives més intensives.
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Linies de futur

10.1 ESTUDI DE LA QUALITAT DE L’0OS TRABECULAR I LA PREVALENCA
D’OSTEOPENIA I OSTEOPOROSI EN ELS PACIENTS AMB DIABETIS
MELLITUS TIPUS 1 DE L’AREA MEDITERRANIA DE BADALONA |
AVALUACIO DE LA POTENCIAL RELACIO AMB LA PRESENCIA DE
MALALTIA CARDIOVASCULAR SUBCLINICA

En poblaci6 general, hi ha estudis que vinculen una disminuida densitat mineral ossia amb
un perfil lipidic aterogenic, una major preséncia de calci a nivell carotidi, coronari i iliac, una major
incidéncia d'infarts de miocardi i un increment de la mortalitat CV.

L’objectiu principal de 1’estudi és 1’avaluacié de la densitat mineral ossia d’una cohort de
pacients amb DM1 de la nostra area, mitjangant la realitzacié d'una densitometria i I’avaluacio de la
qualitat de I’os trabecular mitjancant la mesura del calcul del Trabecular Bone Score. Les dades es
correlacionaran amb proves d’imatge que avaluin la MCV subclinica com 1’ecografia carotidia o la

deteccid d’esteatosi hepatica per ecografia abdominal.

10.2 ESTUDI DE LES CONCENTRACIONS DE MARCADORS SERICS DE
REMODELAT OSSI EN ELS PACIENTS AMB DIABETIS MELLITUS TIPUS 1 DE
LA NOSTRA AREA I ANALISI DE L’ASSOCIACIO AMB L’ARTERIOESCLEROSI
SUBCLINICA

Alguns marcadors de remodelat ossi com la osteoprotegerina, 1’esclerostina i el dickkopf-1
(o DKK1) han estat proposats com a uns factors implicats tant en la remodelacié ossia com en la
calcificacié vascular. L’osteoprotegerina s’ha associat positivament amb el valor del CACs en
pacients amb DM2 i s’ha proposat com un marcador independent d’esdeveniments CV en els
pacients amb DM1. D’altra banda, 1’esclerostina i DKK1 s’han associat amb la disfunci6 endotelial,
la calcificacié vascular i I'increment de GIMC, novament en DM2, mentre que en pacients amb
DM unicament s’han associat amb els resultats de la DMO, les concentracions de la parathormona
i la preséncia de macroangiopatia.

L’objectiu d’aquesta futura linia d’investigacio és 1’estudi de marcadors de remodelat 0ssi
com I’osteoprotegerina, 1’esclerostina i el DKK1 i de la seva potencial associacié amb la MCV

subclinica mesurada per GIMC.
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