UNIVERSITAT oe
BARCELONA

ATEROSCLEROSIS PRECLINICA
EN PACIENTES CON DIABETES MELLITUS TIPO 2
DE RECIENTE DIAGNOSTICO

Trabajo presentado por:
Marta Maria Catalan Adell

Para optar al Grado de Doctor en Medicina y Cirugia

Directores de Tesis:

Dr. Emilio Ortega Martinez de Victoria
Dr. Antoni Sisé Almirall

Barcelona, 2017




“Quien se atreva a ensefiar, nunca debe dejar de aprender”

John Cotton




A Carla y Blanca,




AGRADECIMIENTOS

En primer lugar, me gustaria agradecer a mi director de tesis, el Dr. Emilio Ortega
Martinez de Victoria, por su inestimable ayuda en la realizacion de esta tesis. Siempre le
estaré en deuda.

A mi co-director de tesis, el Dr. Antoni Sisé Almirall, responsable de que iniciara el
camino de la tesis. Sin su impulso inicial, no hubiera llegado hasta aqui.

Quiero agradecer también especialmente, a “mis comparieras de FIS”, la Dra. Zoe
Herreras y la Dra. Montse Pinyol. Su trabajo, dedicacion y exigencia han permitido que
este trabajo se haya podido realizar.

Al Dr. Antonio Amor y al Dr. Aleix Sala, colaboradores indispensables para que esta
tesis se haya llevado a cabo.

Al Dr. Jacinto Ortiz, mi tutor de la residencia; creo que tuve el mejor de los tutores
tanto por su faceta profesional, como por su calidad humana. De verdad, gracias.

A todos los compafieros del CAPSBE, por su colaboracion en la inclusion de
pacientes.

A todo el equipo de enfermeria de CAPSBE, principalmente a las enfermeras del
CAP Borrell y a la auxiliar clinica, Ester Dominguez.

A mis comparieros del CAP Casanova por su apoyo Y aliento para que finalizara esta
tesis. Sois un equipo magnifico tanto a nivel profesional como personal. Siempre diré
que trabajar en un grupo tan estupendo, es la mayor suerte que una puede tener.

A mis amigas del CAP Casanova, Dra. Ethel Sequeira y Dra. Isabel Boix, por su
incondicional apoyo y amistad. Gracias por los buenos momentos que paso con
Vosotras.

A mis directoras del CAP, Dra. Anna Pereira y Dra. Elisenda Sant. Siempre me
habéis hecho sentir apoyada y valorada en mi trabajo.

Al Dr. Jaume Benavent, Dra. Laura Sebastian y Dr. Rafael Ruiz, por brindarme la
posibilidad de realizar este proyecto y darme todas las facilidades para su realizacion.
Quiero mencionar en especial al Dr. Jaume Benavent, que confié en mi para trabajar en
el CAP Casanova.

A los residentes que he tutelado, Dr. Frank Palacios, Dra. Carmen Goicoa y Dra.
Alba Herrero. De cada uno de ellos he aprendido méas de lo que yo les he podido
ensefar. Estoy muy orgullosa de todos ellos.

En el &mbito mas personal,

A mis padres, no tengo palabras para agradecerles todo lo que han supuesto para mi.
Lo han sido, son y seran todo para mi.

a



A mi marido Jenaro y a mis hijas Carla y Blanca; sois la familia que siempre sofié.
Me siento la persona més afortunada del mundo por teneros a mi lado.

A mi hermano Albert, compafiero de aventuras en la infancia y amigo incondicional.
Siempre estaré ahi cuando me necesites.

A mi tia Pilar y mi tio Joan, sois los dos una parte muy importante en mi vida, 0s
quiero mucho.

A mis abuelos, su memoria y recuerdo me hacen ser cada dia mejor persona. Espero
que estéis orgullosos de mi.

A todos mis amigos. Su amistad ha sido indispensable para ser la persona que soy.

A todos los que me dejo, que seguro seran muchos, y que han compartido conmigo
penas y alegrias, llantos y risas.




INDICE

I 1 € oo [ ool o] o A 11
1.1. Prevalencia, datos epidemioldgicos, costes y complicaciones cronicas de la

Diabetes Mellitus. ... ..o 11
1.2. El riesgo cardiovascular en la Diabetes Mellitus tipo 2: La enfermedad
cardiovascular como complicacion de la Diabetes Mellitus tipo 2...... 13
1.2.1. Causas del incremento del riesgo cardiovascular................... 14
1.2.2. ;Cuéando aparece la enfermedad cardiovascular?........................ 16
1.2.3. Objetivos de tratamiento............coevuevuiieiiiiiiiniiiiinnenn.n. 16

1.2.4. Tratamiento farmacologico y modificacion del estilo de vida en la
reduccion del riesgo cardiovascular en pacientes con Diabetes Mellitus

HIP0 2. 20

1.2.5. Prevalencia de la enfermedad cardiovascular en pacientes con Diabetes
MellItUS TIPO 2., e 23

1.3. Fisiopatologia de la aterosclerosis: ¢Un proceso ya en marcha en los pacientes
con Diabetes Mellitus tipo 2 en el momento del diagnostico?.............. 24

1.4. La Dislipemia Aterdgenica o Dislipemia Diabética...............cccceeueennen. 27

1.5. Evaluacion actual del riesgo cardiovascular en el paciente con Diabetes

Mellitus tipo 2: EStrategias.........cccerververeririinieieiesiesie e 32

1.6. Biomarcadores/deteccion de aterosclerosis en la evaluacion de la enfermedad
CardiOVASCUIAT. ... .o 37

1.6.1. Biomarcadores circulantes................ccoooiiiiiiiini 37

1.6.2. Indice TODIO-Brazo............ccccouiiiuieiiiiiiiieeiieee 39

1.6.3. Calcio COoroNario.........c.oviuiirii e 40

1.6.4. La -ecografia carotidea para la valoracion de la enfermedad
CardioVaSCUIAr. ...t 43

1.6.4.1. El Grosor de intima Media Carotidea........................ 43

1.6.42. LaPlacaCarotidea...........cccovvveiriiiniiiiiiiiinnnnn, 45

2. Justificacion e HipOtesis de Trabajo...cceeeeeeeeeeeeereneeeeeenereneeneencennnnns 48
3. OB JELIVOS. e ttutieeiinteneenetenrereeasensescensansesssansonsessssnsansssnsansonssnnss 52

6l



O N o O

Resumen breve ArtiCUIOS. .cveeeieereriiiiierniiinerrieiesnieesesnressecasssesnnnn. 53

4.1. Prevalence by sex of preclinical carotid atherosclerosis in newly diagnosed type
2 A1ADBLES. ... 53

4.2. Nuclear magnetic resonance lipoprotein abnormalities in newly-diagnosed type
2 diabetes and their association with preclinical carotid atherosclerosis. 56

4.3. The proportion of total C18:1 trans-fatty acids in red blood cell membranes

relates to carotid plaque prevalence...............coocveiviiiiiiiiininen. 58
DTV 1Y (1) | D PPN 60
(00 o101 [0 1Y o] 1 =1 76
2] o] [Tolo] - L T VO TP 77
ANEXO0S: AFTICUIOS. weuturuiaiiiiiiiiiiiiiiiiiieneiereieietesarasasasasasasasasasnins 91




ABREVIATURAS

AACE: American Association of Clinical Endocrinologist
AAS: Acido acetilsalicilico

ABCD: Appropiate Blood Pressure Control in Diabetes
ACC: American College of Cardiology

ACE: American College of endocrinology

ADA: American Diabetes Association

ADVANCE: Action in Diabetes and Cardiovascular Disease
AHA American Heart Association

AHA: American Heart Association

ApoB: Apolipoproteina B

ARIC: Atherosclerosis Risk in Communities

ASCEND: Study of Cardiovascular Events iN Diabetes
AVC: Accidente vascular cerebral

BNPs: Péptido natriurético tipo B

CAC: Score de Calcio coronario

CAPS: Carotid Atheriosclerosis Progression Study
CARDS: Collaborative Atorvastatin Diabetes Study
CETP: Proteina transportadora de ésteres de colesterol
DM: Diabetes Mellitus

DM1: DM tipo 1

DM2: DM tipo 2

DMDEBUT: Diabetes Mellitus de reciente diagnostico
EAP: Enfermedad arterial periférica

EASD : European Association for the Study of Diabetes

FDA: Food and Drug Administration

8l



FRCV: Factores de riesgo cardiovascular

GBA: Glucemia basal alterada

GIMC: Grosor de intima media de la carétida

HbAlc: Hemoglobina glicosilada

HDL: Lipoproteinas de alta densidad

HOPE: Heart Outcomes Prevention Evaluation

HTA: Hipertension arterial

HVI: Hipertrofia del ventriculo izquierdo

IAM: Infarto agudo de miocardio

IECA: Inhibidores del Enzima de conversion de la angiotensina
IMC: indice de masa corporal

ITB: indice tobillo-Brazo

LADA: Latent Autoinmune Diabetes in Adults

LDL: Lipoproteinas de baja densidad

LIFE: Intervention for the End point reduction in hypertension study
MAU: Microalbuminuria

NICE: National Institute of Care and Excellence

OMS: Organizacion Mundial de la Salud

OR: Odds ratio

PA: Presion arterial

PAPPS: Programa de prevencion primaria de salud

PC: Placa carotidea

PCR: Proteina C reactiva

PCSKO9: Proproteina sérica convertasa subtilisina/hexina tipo 9
PREDIMED:

RCV: Riesgo cardiovascular

REGICOR: Registre gironi del cor

9l



RMN: Resonancia magnética nuclear

SCORE: Systematic Coronary Risk Evaluation
TGA: Tolerancia a la glucosa alterada

TNT: Treating to New Targets

UKPDS: UK Prospective Diabetes Study

VLDL.: Lipoproteinas de muy baja densidad

10 |



1. INTRODUCCION
1.1. Prevalencia, datos epidemiologicos, costes y complicaciones

cronicas de la Diabetes Mellitus.

La Diabetes Mellitus (DM) es una de las enfermedades mas prevalentes en los
pacientes atendidos en Atencion Primaria. Se trata de una alteracion metabolica
caracterizada por hiperglucemia cronica debido a un desequilibrio entre la sensibilidad a
la insulina y la secrecion insuficiente (total o relativa) de la misma. Los criterios
diagnésticos definidos por la American Diabetes Association (ADA 2017)* incluyen: a)
glucemia en ayunas > 126 mg/dl, b) Hemoglobina glicosilada (HbAlc) > 6,5%, c)
Glicemia al azar mayor de 200 (estos valores confirmados en 2 determinaciones) y d)
valores de glucemia tras 2 h de la sobrecarga oral de glucosa > 200 mg/dl. Los dos tipos
de diabetes mas frecuentes son la DM tipo 1 (DM1) y DM tipo 2 (DM2). Otras formas
de DM menos frecuentes incluyen la DM gestacional, las diabetes monogénicas
(causadas por mutaciones genéticas especificas que afectan al normal funcionamiento
de la célula beta pancreética), y la diabetes tipo LADA (Latent Autoinmune Diabetes in
Adults), una diabetes autoinmune del adulto con un fenotipo mas préximo a la DM1 que

al de la DM2.

La DMZ2 es la forma mas comun de diabetes. Se caracteriza por un el déficit relativo
de produccion de insulina y una deficiente utilizacion de la glucosa por los tejidos. Se
desarrolla a menudo en etapas adultas de la vida, y es muy frecuente la asociacién con
otros factores de riesgo cardiovascular como la obesidad, la hipertension y la dislipemia.
La DM2 representa un 90% de todos los pacientes con diabetes mellitus. La edad
avanzada, la obesidad, los antecedentes familiares de diabetes, determinadas etnias

(latinoamericanas, asiaticas), el sedentarismo, el nivel socioeconémico bajo, la
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tolerancia alterada a la glucosa, la hipertensién arterial y la hiperlipidemia, son todos

factores de riesgo que se asocian con el desarrollo de la DM2.

Segun el Informe Mundial de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) de Abril
2016, 422 millones de adultos en todo el mundo tenian diabetes en 2014, frente a los
108 millones de 1980% La prevalencia mundial, normalizada por edades, casi se ha
duplicado desde ese afio, pues ha pasado del 4,7% al 8,5% en la poblacion adulta.
Ademas se prevé que se duplicard en los préximos 20 afios. En nuestro pais, los
resultados del estudio epidemiolégico de &mbito nacional Di@bet.es® del 2012, estimé
que la prevalencia global de la enfermedad era de un 13,6%, un 6% era desconocida,
existia una prevalencia de glucemia basal alterada de 3,4% Yy de tolerancia anormal a la
glucosa del 9,2%. En general, casi un 30% de la poblacion presentaba algun trastorno
(diabetes o prediabetes) relacionado con el metabolismo de los hidratos de carbono. En
Espafia la incidencia estimada de diabetes segun estudios locales o autondémicos, se
encuentra entre 8-19 casos/1000 habitantes/afio. La extension del estudio Di@bet.es,

actualmente en marcha, podra dar un dato mas preciso a nivel nacional préximamente.

Ademaés del impacto de la diabetes en la salud y la calidad de vida de las personas, el
coste sanitario de la enfermedad en nuestro sistema de salud es importante. Se estima
qgue el coste anual (incluyendo visitas a atencién primaria, hospitalizaciones,
derivaciones a otras especialidades, analiticas, tiras reactivas de glucemia, medicacion y
programas de diélisis) de un paciente con DM2 en Espafia es aproximadamente 3.110 €
(frente a los 1.803 € de pacientes sin DM2)*. La Enfermedad Cardiovascular (ECV) es
responsable de la mayor parte de este gasto sanitario® y la principal causa de mortalidad

atribuida a las complicaciones cronicas de la DM.
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1.2. El Riesgo Cardiovascular en la DM2: La ECV como complicacion

de la DM2.

La enfermedad cardiovascular es la principal causa de mortalidad en personas con
diabetes. Los pacientes con DM2 tienen entre 2 a 6 veces mas riesgo®’® de padecer una
ECV que los sujetos sin DM2, y algunos investigadores han estimado que es
comparable al de haber padecido un infarto agudo de miocardio (IAM) previamente °,

10,11

aunque existe controversia " en este sentido y es posible que esto no aplique ni a todas

las poblaciones, ni sea igual en hombres que en mujeres'.

Diferentes metaandlisis han confirmado sobre una muestra total de 450.000 pacientes
de 37 estudios prospectivos, que el riesgo relativo de mortalidad coronaria es superior
en personas con DM2, hombres y mujeres, tras ajustar por otros factores de riesgo
cardiovascular (FRCV)". Ademas este riesgo relativo es superior en las mujeres
postmenopausicas respecto a los hombres, y es superior (paradojicamente) en personas
mas jovenes (<55 afios), y en particular aquellos que presentan enfermedad renal

(microalbuminuria (MAU) >30mg/gr)™.

Ademas de ser mas prevalente, la enfermedad cardiovascular es mas agresiva y tiene
un peor prondstico en este grupo de pacientes. Los individuos con diabetes tienen
lesiones coronarias mas extensas y la enfermedad coronaria un peor prondstico que en

los individuos sin diabetes, sobretodo en pacientes mujeres™*®

en la postmenopausia y
en pacientes jovenes. ElI hecho de que la enfermedad coronaria curse de forma
asintomatica con mas frecuencia que en la poblacién general, y que contribuya por tanto

al retraso en el diagndstico, puede explicar, en parte, este peor prondstico.
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1.2.1. Causas del incremento del riesgo cardiovascular.

Los motivos por los que la DM se asocia a este mayor riesgo de ECV son multiples y

muchos de ellos aiin no se conocen con precision.

Los datos epidemiolégicos del estudio United Kingdom Prospective Diabetes Study
(UKPDS)®, mostraban que en el momento del diagnéstico, los pacientes con DM2,
ademas de la edad y el género, presentaban una alta prevalencia de factores de riesgo
para ECV modificables: elevacion del LDL, HDL bajo, hiperglucemia, hipertension y
tabaco. Esta mayor prevalencia de otros FRCV parece ser un factor relevante. Existe
mayor prevalencia de hipertension en personas con diabetes, con un mayor porcentaje
de pacientes recibiendo hipotensores, pero un menor porcentaje de ellos bien
controlados. Se ha descrito un mayor porcentaje de pacientes con hipertrofia ventriculo
izquierdo, y/o disfuncién del mismo, asociado a la hipertension de larga evolucion. En
relacion al tabaquismo parece, sin embargo, que el diagndéstico de diabetes se asocia a
mayor probabilidad de éxito de abandono del tabaco. Otros factores de riesgo peor
conocidos y cuantificados, incluyen la inflamacién crénica, la esteatosis hepatica, la

predisposicion genética, la dieta inadecuada y la inactividad fisica.

Sin embargo, si nos centramos en aspectos mas propios de la diabetes por los que se

hipotetiza que la ECV es més prevalente, cabe destacar los siguientes:

a. Obesidad : En el estudio Di@bet.es® la presencia de obesidad se observaba en un

53% de los pacientes con diabetes frente al 26% de los que no la presentaban.
b. Dislipemia aterogénica (ver en siguientes apartados).

C. Hipoglucemia'”: En el estudio Action in Diabetes and Cardiovascular Disease

(ADVANCE)*, la hipoglucemia grave estuvo claramente asociada con un riesgo
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mayor de eventos macrovasculares, eventos microvasculares y muerte por causas
cardiovasculares y no cardiovasculares. Esta relacion también ha sido bien

establecida en los pacientes que estan recibiendo insulina®’.

Farmacos asociados al tratamiento: No sélo la hipoglucemia, sino que algunos
farmacos hipoglucemiantes pueden condicionar un mayor riesgo de eventos
cardiovasculares. Este parece que fue el caso de rosiglitazona que fue retirada del
mercado por este motivo®. Por esta causa, desde el afio 2008, y siguiendo una
normativa especifica de la Food and Drug Administration (FDA), todos los
farmacos hipoglicemiantes deben de contar con un estudio de seguridad

cardiovascular.

Duracion de la DM2: Una de las variables con mayor impacto en el riesgo de
enfermedad cardiovascular es la duracion de la DM. Datos longitudinales del
estudio Framingham sugieren que por cada 10 afios de duraciéon de la DM, el
riesgo relativo de enfermedad coronaria es 1,38 veces mayor [IC 95% 0,99- 1,92]
y el riesgo de mortalidad por esta misma causa es 1,86 veces mas alto [IC 95%

1,17-2,93]%.
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1.2.2. ¢ Cuando aparece la Enfermedad Cardiovascular?

Otro de los aspectos poco conocidos de la asociacion entre diabetes y enfermedad
cardiovascular es su relacion temporal. Estudios epidemioldgicos indican que este
riesgo ya se inicia en las etapas mas tempranas, aun en fase de prediabetes: Tolerancia a
la glucosa alterada (TGA), la glucemia basal alterada (GBA) o la hemoglobina

glicosilada entre 5,7 y 6,496)?2223242

Un reciente metaanalisis®® comparé la normoglucemia con la prediabetes y demostro
que la prediabetes estd asociada a un mayor riesgo cardiovascular (RCV) (Riesgo
relativo (RR) 1,13 y 1,30 para TGA y GBA respectivamente), enfermedad coronaria
(RR 1,10 y 1,20, respectivamente), accidente vascular cerebral (AVC) (RR 1,06 y 1,20,

respectivamente), y todas las causas de mortalidad (RR 1,13, y 1,32, respectivamente).

La prediabetes, por tanto, no s6lo predispone a la aparicion de diabetes, sino también
a la progresion/aparicion de sus complicaciones cronicas, incluida la enfermedad
cardiovascular. Por tanto, aunque los puntos de corte para el diagnostico de diabetes se
basan en niveles a partir de los cuales puede detectarse retinopatia, cabria preguntarse
también cuando comienza el desarrollo de la enfermedad cardiovascular en la diabetes y
por tanto si existen formas mas precisas de realizar el diagnéstico de la misma (apartado

posterior).

1.2.3. Objetivos de tratamiento.

Es bien conocido que en el tratamiento para disminuir la mortalidad por ECV y por
todas las causas en los pacientes con DM2, son muy importantes las intervenciones
intensivas sobre los otros FRCV, tales como, el cese del habito tabaquico, la reduccion

de la presion arterial (PA) y el control de los lipidos. Entre ellos, el LDL es,
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posiblemente, el predictor mas potente de enfermedad coronaria en los pacientes con
DM2, y por tanto, junto con el control de PA, objetivos terapéuticos prioritarios en

estos pacientes.

No parece ocurrir lo mismo en cuanto al control intensivo de la glucemia. Los
estudios UKPDS (en pacientes con DM2) y DCCT? (en pacientes DM1) habian
demostrado los beneficios en el control precoz e intensivo de la glucosa en pacientes
diabéticos, pero los estudios ACCORD?, ADVANCE y VADT? mostraron que ese
control intensivo de la glucemia no parecia ser beneficioso, en cuanto a ECV y

mortalidad, e incluso podia ser perjudicial, en etapas mas avanzadas de la enfermedad.

En el post-estudio de seguimiento del UKPDS*, una poblacién de diabetes de
reciente diagnostico, demostraron que los beneficios se mantenian en el tiempo en
cuanto a las complicaciones microvasculares, pero también aparece, y surge aqui el
concepto de legado metabdlico, un beneficio en cuanto a la reduccién de IAM 'y
mortalidad por causa cardiovascular (que al inicio del ensayo no resultaron
significativos). Similar observacion se hizo con pacientes con diabetes tipo 1 en los

estudios DCCT y EDIC.

En el estudio ADVANCE-ON*! (poblacién de mayor edad, tiempo de evolucién y
complicaciones), post ensayo del estudio ADVANCE, no se demostro que este control
intensivo de la hiperglucemia, produjera el ansiado efecto legado. Si demostraron, sin
embargo, el beneficio del control intensivo de la PA en la mortalidad total y
cardiovascular en pacientes DM2. Ademas de pacientes de reciente diagnostico, el
control intensivo de la glucemia también parece ser un factor protector, aunque de
menor intensidad que la PA o el control de LDL. Este parece ser el caso de los pacientes

con diabetes y enfermedad renal incipiente como nos muestra el estudio STENO %%,
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donde se concluye que el tratamiento intensivo multifactorial reduce la mortalidad y la
ECV en este subgrupo de pacientes. Lo que se concluyo después de los post-estudios de
seguimiento (UKPDS, EDIC, ADVANCE-ON) es que este control intensivo y precoz
parece beneficiar principalmente a los pacientes relativamente jovenes, con diabetes de

corta evolucion y sin complicaciones asociadas.
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Tablal. Objetivos multifactoriales de la ADA 2017

Objetivos de Control Nivel Recomendacién

Hb glicosilada <7% A

<6,5% en individuos seleccionados 0 DM C
diagndstico reciente

<8 en pacientes ancianos, fragiles, riesgo B
hipoglucemia grave, esperanza de vida
reducida, comorbilidades.

P.A <140/90 A
<130/80 si alto RCV C
Colesterol 1.Si ECV: Estatina Alta intensidad y si no A

alcanza objetivo asociar ezetimiba

2.Si no ECV pero si FRCV y 40-75afios: A
Estatina alta intensidad

3.Si no ECV, no FRCV y 40-75 afios: A
Estatina moderada o alta intensidad

4.Si no ECV, no FRCV >75 afios: B
Estatina moderada intensidad o alta
intensidad

Triglicéridos/HDL 1.Si TG>150 y/o HDL <40 varones/<50 C

mujeres:  intensificar  medidas  no
farmacolégicas y control glucémico

2.Si TG>500 buscar causa secundaria y C
tratar para no presentar pancreatitis

3.En Varones jévenes y TG>204 y HDL B
<34  podria  considerarse iniciar
Fenofibrato

FRCV: Tabaco, HTA, LDL >100, Sobrepeso, Obesidad, Antecedentes familiares de ECV prematura
Estatinas Alta intensidad: Atorvastatina 40-80mg, Rosuvastatina 20-40mg Estatinas moderada
intensidad: Atorvastatina 10-20mg, Rosuvastatina 5-10mg, Simvastatina 20-40mg, Pravastatina 40-

80mg, Lovastatina 40mg, Fluvastatina 80mg, Pitavastatina 2-4mg.
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1.2.4 Tratamiento farmacoldgico y modificacion del estilo de vida en la reduccion

del RCV en pacientes con DM2

Es conocido que el hecho de focalizar en el control individualizado de la DM2 y

otros FRCV asociados a la DM2 reduce el RCV, pero este beneficio es aun mayor, si se

tratan de manera simultanea y sinérgica la hiperglucemia y los otros FRCV como la

dislipemia y la PA. Esta hipotesis estd sustentada en el estudio STENO-2 y

posteriormente con el BARI-2D.

Los tratamientos de los que existe una evidencia en la capacidad de reduccion del

RCV en pacientes con DM2 se pueden resumir en los siguientes apartados:

a.

Estatinas: Existe una fuerte evidencia de que el tratamiento con estatinas reduce
el RCV vy la mortalidad en los pacientes con DM2%*. Disminuir en 39mg/dL la
cifra de LDL en pacientes de alto riesgo reduce la mortalidad del riesgo
coronario en un 21%%%. En el estudio Collaborative Atorvastatin Diabetes
Study (CARDS) y el estudio Treating to New Targets (TNT) mostraron un 37%
y un 25%, respectivamente de reduccién de eventos CV en pacientes con DM2.
A pesar de la recomendacién de tratar a una gran mayoria de los pacientes con
DM2 con una estatina, existe el debate sobre si esto ha de hacerse desde el inicio
de la enfermedad, y la preocupacion por los posibles efectos adversos incluida el
incremento de la incidencia de DM*” o empeoramiento del control glicémico en

pacientes con DM.

Hipolipemiantes no-estatinas. El estudio IMPROVE-IT demostro que la
asociacion de una estatina (simvastatina) con ezetimiba era superior en reduccion
de nuevos eventos cardiovasculares frente a estatina sola en pacientes de muy

alto riesgo cardiovascular, y este beneficio parecia ser incluso superior en el
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subgrupo de pacientes con DM23. También el efecto protector de los fibratos ha
sido evaluados (ver capitulo de Dislipemia diabética). Méas recientemente han
aparecido los inhibidores de la PCSK9 (alirocumab, evolocumab) que no han
demostrado de momento tener un mayor o menor beneficio en pacientes con

diabetes en comparacion con la poblacion general.

Hipotensores: La prevalencia de hipertension arterial (HTA) en los pacientes con
DM2 es muy elevada. Su asociacion eleva el riesgo de complicaciones tanto
micro como macrovasculares en pacientes con DM2*®. Los estudios Appropiate
Blood Pressure Control in Diabetes (ABCD)* y el Heart Outcomes Prevention
Evaluation (HOPE)* demostraron que los inhibidores del enzima de conversion
de la angiotensina (IECA) eran beneficiosos para la reduccion de ECV en
pacientes con DM2. También el losartan en el estudio Losartan Intervention for
the End point reduction in hypertension study (LIFE)* demostré su capacidad de

reduccién de ECV.

Antiagregantes: El beneficio del acido acetilsalicilico (AAS) en pacientes con
DM2 en prevencion primaria sigue siendo controvertido, en cambio la evidencia
es clara en pacientes con DM2 y presencia de ECV. Por este motivo, las
distintas evidencias hasta el momento no avalan el tratamiento con AAS de los
pacientes con DM2 en prevencion primaria*’, a pesar de ello la American
Diabetes Association (ADA), y la American Heart Association (AHA) refieren
que podria considerarse su uso a dosis bajas en pacientes mayores de 50 afios en
prevencion primaria en los pacientes con al menos un factor de riesgo
cardiovascular adicional y riesgo a 10 afios mayor de 10%, siempre que no esté
aumentado el riesgo de sangrado (grado recomendacion C). Se espera

proximamente los resultados del estudio Study of Cardiovascular Events iN
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Diabetes (ASCEND) sobre los efectos de bajas dosis de AAS en prevencion de

ECV en mas de 15.000 pacientes con DM2.

Cambios en el estilo de vida: A pesar que el estudio Look AHEAD* no
demostré una reduccion del RCV con una intervencion sobre estilos de vida
intensivos frente a uno convencional, si que mostré beneficios como la
disminucion de las complicaciones renales, la reduccion del IMC y la mejora del
control glicémico con la posterior disminucion de la necesidad de ADO, lo cual
repercute en el RCV y mejora la calidad de vida de estos pacientes. Sin embargo,
en el estudio PREDIMED** realizado en pacientes con RVC elevado (la mitad de
ellos con DM2), la dieta mediterranea suplementada con aceite de oliva virgen
extra 0 frutos secos redujo de forma significativa la incidencia de eventos

cardiovasculares.

Hipoglucemiantes no insulinicos: El estudio UKPDS demostré el beneficio
cardiovascular de la metformina, pero en un pequefio niimero de pacientes®. A
raiz de los efectos adversos sobre el RCV de la Rosiglitazona, la FDA en 2008
dictamind que todos los nuevos antidiabéticos orales debian mostrar su seguridad
cardiovascular. Recientes estudios han demostrado el beneficio cardiovascular de
algunos farmacos mas all& de su efecto hipoglucemiante como la Empagliflozina
(SGLT2 inhibidor)*, y la liraglutida*’. Se esperan resultados de una decena al
menos de estudios de seguridad cardiovascular de farmacos no insulinicos en los

proximos afnos.
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1.2.5. Prevalencia de la ECV en pacientes con reciente diagnéstico de DM2
Finalmente, si nos referimos a la prevalencia de la ECV clinica en pacientes con
DM2, se ha estimado que puede llegar a un porcentaje importante de pacientes, en

funcién del tiempo de evolucion de la enfermedad.

Pero, actualmente son escasos los estudios que la hayan valorado en el momento del
diagnostico. En el estudio UKPDS, la prevalencia de ECV en el momento de la
inclusion del estudio (pacientes <65 afios de reciente diagndstico), fue tan solo del
3,4%, en cambio en el estudio de Hoorn*® (Holanda) en pacientes de 50 a 75 afios
diagnosticados en consultas de atencion primaria entre 1999 y 2001, fue del 37,7%. En
Reino Unido, la cohorte del SOUL-D presentod enfermedad cardiovascular clinica en
menos del 10% (12,7% en pacientes de raza blanca) y el 33% de los pacientes tenian al
menos una complicacién microvascular®. En Espafia, en un estudio realizado en el Pais
Vasco por la red de médicos centinelas, fue del 22%° y en un estudio realizado en un
centro de atencion primaria en Barcelona fue del 16% durante el afio siguiente al

diagnostico™.
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1.3. Fisiopatologia de la aterosclerosis: ¢un proceso ya en marcha en

los pacientes con DM2 en el momento del diagnostico?

La aterosclerosis es un proceso inflamatorio crénico que afecta a la pared de las
arterias a lo largo de la vida. Este proceso se desarrolla en varias fases, inicidndose en la
capa intima arterial, y posteriormente afectando al resto de las capas arteriales. Existen
multiples factores moleculares y celulares que participan en el desarrollo de la

aterosclerosis®.

En una primera etapa, existe el acimulo de colesterol circulante en forma de
lipoproteinas de baja densidad (LDL). La oxidacion del colesterol LDL da lugar a
metabolitos proinflamatorios, iniciandose una reaccién inflamatoria local en la intima
arterial, que da lugar a un progresivo engrosamiento de la misma. La inflamacion del
endotelio vascular provoca la expresion de moléculas de adhesion, favoreciendo el
reclutamiento de monocitos, mastocitos, neutrofilos y linfocitos. Es entonces, cuando
las células musculares lisas de la intima activadas, comienzan a secretar la matriz
extracelular de proteoglicanos, colageno y fibras elasticas. Ademas los monocitos se
diferencian en macrofagos y se transforman en células espumosas tras la captacion
masiva de colesterol. Este nivel de acumulacion de colesterol es la pieza clave para el
desarrollo de la aterosclerosis. Cuando se inicia el acimulo extracelular de nucleos
lipoideos, se inicia el engrosamiento intimal patologico. Este proceso inflamatorio
ateroesclerotico junto con el acimulo progresivo de lipidos provoca una necrosis celular
que va destruyendo la estructura de la intima y va dando lugar a la placa de ateroma. La
placa de ateroma esta formada por un nucleo lipoideo separado del torrente circulatorio
por una capsula fibrosa. La placa de ateroma crece y se desarrolla de forma regular o

irregular. A medida que la placa crece, produce una desestructuracion de las capas
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media y adventicia. La secrecién de mediadores inflamatorios y la produccion de
metaloproteasas debilitan la capsula externa de la placa. La rotura o erosion conduce a
la formacion del trombo rico en plaquetas que se extiende a la luz vascular. El acimulo

de calcio se produce de forma progresiva a lo largo de todo este proceso.

En los pacientes con DM, este proceso se encuentra acelerado, y ya se inicia cuando
aun el diagndstico de pre-diabetes o de diabetes no esté establecido, pero no se conoce
con precision, el porqué de esta aceleracion. De hecho, aunque la evidencia es
insuficiente, se ha reportado una prevalencia de ECV preclinica en pacientes con

prediabetes y/o diabetes de reciente diagnéstico®**

. Los pacientes con DM presentan
mayor presencia de placa de ateroma, y de mayor volumen, y presentan menor diametro
del orificio de las arterias coronarias que las personas que no tienen DM>.

Desde un punto de vista fisiopatoldgico existen varias alteraciones metabolicas en
56 57

pacientes con diabetes relacionadas con la mayor prevalencia de aterosclerosis

siendo quizéa los mas destacados, 0 mejor conocidos, los siguientes:

a. La hiperglicemia: Se estima que por cada 1% de aumento de la hemoglobina
glicosilada, el RCV aumenta del 11 al 16%% y ocurre lo mismo con aumentos de
glucemia de 18mg/dL con aumentos del 12% de este riesgo™.

b. La resistencia a la insulina/hiperinsulinemia: Presente en estadios muy iniciales de
la enfermedad y con mdltiples estudios que la asocian con un RCV mayor™®.

c. La hipercoagulabilidad: Por la elevada presencia en sangre de factores
procoagulantes y otras proteinas protrombdticas que condicionan un mayor riesgo
de trombosis™.

d. Lainflamacidn: La diabetes es una enfermedad crénica inflamatoria de bajo grado y
son muchos los estudios que han evidenciado que los pacientes con diabetes tienen

concentraciones mas elevadas de diferentes biomarcadores inflamatorios®®. Estos
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biomarcadores como la Proteina C reactiva (PCR), no sélo estan aumentados, sino
que ademas predicen la presencia de ECV®, una enfermedad inflamatoria en si
misma.

La disfuncion endotelial asociada a la DM: La funcion endotelial esta atenuada en la
DM2%, y esta disfuncion acelera el proceso aterosclerético.

La aceleracion de la calcificacion vascular en la DM: Los pacientes con DM2 tienen
de manera més frecuente lesiones ateroescleréticas calcificadas®. Ademas presentan
mayor calcificacion de las arterias coronarias que los pacientes sin DM2, y similar
presencia de placa carotidea que los pacientes mas mayores sin DM2%.

La dislipemia: ElI 60-70% de los pacientes con DM2 presentan alteraciones en el

perfil lipidico®™, y de manera caracteristica, estos pacientes presentan una dislipemia

especialmente aterogénica, también llamada dislipemia diabética.
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1.4. La Dislipemia Aterogeénica o Dislipemia Diabética

Los pacientes con DM2 presentan en su mayor parte alteraciones del perfil lipidico
% Sin embargo, la alteracion mas caracteristica de todas ellas es la dislipemia
aterogénica, un perfil lipidico especifico que se ha hipotetizado como uno de los
factores mas determinantes, sino el mayor, de la mayor presencia y agresividad de la
aterosclerosis en estos pacientes. La dislipemia aterogénica es propia también de otros
estados de insulino-resistencia como la obesidad central y los trastornos o enfermedades
inflamatorias, y de hecho, es la resistencia a la insulina el determinante principal de esta

alteracion metabdlica (aproximadamente el 80% de los pacientes con DM2 y exceso de

grasa abdominal presentan insulino-resistencia).

La dieta, la inactividad fisica, la obesidad y la presencia de DM2, son estados que
provocan resistencia a la insulina. Este, parece ser el mecanismo esencial para que en
estos pacientes se desarrolle este tipo de dislipemia. La secuencia se inicia por la
incapacidad de la insulina en condiciones de insulinorresistencia de suprimir la
actividad de la lipasa del tejido adiposo, lo que se asocia a una mayor lipdlisis, y a la
liberacion de acidos grasos y glicerol. Este aporte excesivo de acidos grasos libres, junto
a los quilomicrones derivados de la dieta, es dirigido y captado por el higado. Esta
infiltracion grasa de los hepatocitos provoca una produccion aumentada de particulas
lipoproteicas ricas en trigliceridos (VLDL). Estas particulas, tras llegar al torrente
circulatorio desde el higado, transfieren triglicéridos a cambio de ésteres de colesterol a
otras lipoparticulas como las LDL y las HDL, por mediacion de la proteina
transportadora de ésteres de colesterol (CETP). Esta enzima presenta una mayor
actividad en personas con diabetes. Las particulas HDL enriquecidas en triglicéridos son

sustrato, tanto para la lipoproteina lipasa periférica como para la lipasa hepatica, que
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hidroliza sus triglicéridos, y las particulas resultantes son particulas de HDL mas
pequefias y con escaso contenido en colesterol. Estas particulas ademas de tener una
peor funcionalidad son més proclives a su destruccion por distintos mecanismos (entre
ellos el aclaramiento renal), lo que explica las concentraciones bajas de colesterol HDL
de estos pacientes. Un proceso similar de transferencia de triglicéridos desde las VLDL
a las LDL hace que estas LDL enriquecidas de triglicéridos sean de menor tamafio y

densidad y, por tanto, més aterégenicas °’.
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Fig 1: Fisiopatologia de la Dislipemia Aterogénica®®

De este resumen de la fisiopatologia de la dislipemia aterogénica se desprende que,
el perfil clasico venga determinado por niveles elevados de triglicéridos, colesterol HDL
disminuido, y particulas de colesterol LDL de pequefio tamafio y densas
(diametro<25,5nm), asi como un aumento de la Apolipoproteina B (ApoB),
lipoproteina que presenta particulas aterégenicas (LDL y remanentes) °>°. En cambio
los niveles de colesterol total y de LDL suelen ser normales o sdlo ligeramente
aumentados. Esto implica que en las personas con y sin diabetes que tienen

concentraciones de LDL similares, el riesgo sea mayor en el paciente con DM2, puesto
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gue ante una misma concentraciéon de colesterol LDL, este colesterol lo vehiculizaran
un mayor namero de particulas. Por este motivo, entre otros, los objetivos de control de
LDL de las sociedades implicadas en la prevencién de la ECV, son mas estrictos para
personas con diabetes. Este riesgo residual atribuido a la dislipemia aterogénica se
acompafia de una elevada incidencia de eventos macrovasculares™ y es importante su

evaluacion y tratamiento a la hora de reducir el riesgo cardiovascular’.

La prevalencia de la dislipemia aterogénica se ha estimado en diferentes estudios. En
la poblacién espafiola del Dyslipidemia Internacional Study’, los pacientes con DM2
presentaron un 36,4% de prevalencia de colesterol HDL bajo (<40mg/dl en los varones
y <50mg/dl en las mujeres), un 43% de hipertrigliceridemia (>150mg/dl) y un 21,3% de
dislipemia aterogénica (combinacién de ambos). En el estudio de Vinagre’ sobre un
total de 286.791 sujetos con DM2 en la préctica clinica habitual, mostraron que las
concentraciones medias de triglicéridos eran de 156+105mg/dl, siendo en el 60,4% de
los sujetos superiores a 150mg/dl y en el 20,3% superiores a 200mg/dl, aunque solo el
4.5% recibian tratamiento con fibratos. Las concentraciones medias de HDL fueron de
49,3+13,2mg/dl (46,2+12,3 mg/dl en varones y 52,7+13,4 mg/dl en mujeres), siendo
inferiores a 40mg/dl en el 21% de los hombres e inferiores a 50mg/dl en el 30% de las

mujeres.

A pesar de su alta prevalencia, el impacto de la dislipemia aterogénica sobre el
desarrollo de eventos cardiovasculares, o el impacto de su tratamiento mas alla de las
concentraciones de LDL no es bien conocida’, aunque recientemente se ha publicado
un estudio donde este tipo de dislipemia en DM2 comporta un riesgo 1,54 veces mayor
de padecer un evento coronario 0 AVC en pacientes con DM2'®. Por el contrario si es

bien conocida, la relacion entre los niveles elevados de LDL y el incremento del RCV, y

29 |



la disminucién del riesgo asociada a la reduccion del mismo en poblacidn general y en

poblacién con diabetes’"".

Varios estudios epidemioldgicos han establecido que el HDL es un factor de riesgo
independiente para la incidencia de enfermedad coronaria, tanto en pacientes con DM
como sin DM™. También existen estudios de randomizacién mendeliana que han
objetivado que ciertas variantes genéticas asociadas a concentraciones mas bajas de
HDL se asocian con un incremento en el riesgo de ECV®*®!, Se estima que por cada
Img/dl que aumenta la concentracién de HDL, se reduce el riesgo de enfermedad
coronaria en un 2-3%%. Es clara la asociacién de un HDL bajo (sobre todo si es inferior
a 35mg/dl) con un aumento del riesgo vascular en pacientes tratados con estatinas segun
diferentes metaandlisis en pacientes con DM2’®. Ademas, diversos estudios
epidemioldgicos han demostrado que las concentraciones de triglicéridos se asocian a
una mayor incidencia de enfermedad cardiovascular ®. Sin embargo cuando se han
establecido medidas terapéuticas encaminadas a incrementar las concentraciones de
HDL, por ejemplo usando acido nicotinico, el resultado no ha sido beneficioso, y de
hecho los efectos secundarios han hecho que este grupo farmacoldgico haya sido

retirado del mercado®*.

En cuanto a otras formas de tratamiento de la dislipemia aterogénica, por ejemplo
con fibratos, que reducen las concentraciones de triglicéridos y condicionan un
incremente discreto de HDL, no existe actualmente evidencia de que su uso en personas
con diabetes, una vez se ha conseguido el objetivo de LDL, reduzca el riesgo de eventos
cardiovasculares. Existen estudios en marcha para aclarar este beneficio (Clinical
trial.gov; NCT02015988: Effectiveness and Tolerability of Early Initiation of Combined
Lipid -Lowering Therapy Included Simvastatin and Fenofibrate vs Simvastatin Alone in

Patients With Type 2 Diabetes Mellitus, Hypertriglyceridemia and Acute Coronary
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Syndrome; NCT02079376: The DIAMOND® for the Treatment of Type 2 Diabetes: Can
Blood Triglycerides Level be the Predictor for Therapy Efficiency A Multicentre,
Prospective, Semi-randomized Study) . Mientras tanto, la informacion de estudios post-
hoc y metaanalisis de ensayos randomizados®** (ACCORD, FIELD, HHS BIP y VA-
HIP) puede aportar alguna informacién interesante. Estos analisis indicarian que el
tratamiento con fibratos si podrian disminuir el riesgo de eventos (reduccién de IAM no
fatal), solo en aquellos individuos que presentan una combinacion de HDL bajo (<35/40
mg/dl) y triglicéridos altos (>180-200 mg/dl), pero no presentan efecto significativo

sobre la mortalidad u otros eventos cardiovasculares.

En nuestro escenario clinico habitual no asociado a estudios epidemioldgicos, esta
dislipemia aterogénica se encuentra infradiagnosticada y por lo tanto infratratada®’. Se
han realizado consensos de expertos en nuestro pais y a nivel europeo para intentar
mejorar el diagndstico y el consecuente tratamiento de esta dislipemia® mediante la
combinacién de estatinas con fenofibrato. Es pues importante, en la practica clinica
diaria del médico de familia, aprender a evaluar este riesgo residual de los pacientes con

DMZ2 tratados con estatinas en nuestras consultas de atencion primaria.
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1.5 Evaluacion actual del RCV en el paciente con DM2: Estrategias.

De la evidencia presentada en los apartados previos se deduce que evaluar el RCV en
los pacientes con DM2 sea relevante. Sin embargo, no existe un claro consenso sobre
estrategias y objetivos terapeuticos, y existen diversas estrategias que describimos a

continuacion:

1. Ladiabetes es parte de la evaluacion global del riesgo poblacional. Tratamiento

acorde al riesgo calculado: Framingham/REGICOR

Las primeras tablas que se utilizaron para el calculo del RCV estan basadas en la
cohorte de Framingham (poblacién de Estados Unidos), publicandose la primera version
de la funcién Framingham en 1990%°, la segunda en 1998 y la tercera en 2008%. Sus
principales limitaciones son que sobreestima el riesgo en poblaciones con baja
incidencia de cardiopatia isquémica, como la espafiola, por lo que llevd a los
investigadores del estudio Registre Gironi del Cor (REGICOR)®! en 2003 a adaptar esta
tabla a la poblacion espafiola. Existen también otra calibracién en poblacion espafiola
basada en el estudio DORICA®, pero la estimacién del RCV es més elevada con estas
tablas. La tabla mas utilizada por los médicos de atencién primaria de nuestro medio es
el REGICOR. Se considera riesgo alto a partir de un valor de riesgo del 10% y en estos
pacientes estaria recomendado el iniciar tratamiento con estatina con un objetivo de
LDL<130 mg/dl. Los objetivos de presion arterial son llegar a una cifra lo mas cercana
a 130/80 mmHg. Sus principales limitaciones son : la fuerte dependencia de la edad, la
no consideracion de factores como la duracion, la exposicion, la intensidad y el
tratamiento de algunos factores de riesgo, que la incidencia de 1AM en la poblacion de
Girona es menor que en la media espafola, y que otros factores de riesgo emergentes,

como la obesidad, no estan considerados en esta ecuacion.
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Segun la  Guia del Institut Catala de la Salut del 2015
(http://ics.gencat.cat/web/.content/documents/assistencia/gpc/GuiaDiabetis2015.pdf), se
recomienda realizar REGICOR al diagnostico de la DM2 y de manera anual a todos los
pacientes con DM2. Refieren que no es necesario realizar el REGICOR en pacientes
que presenten microalbuminuria o enfermedad renal, hipertrofia del ventriculo izquierdo
(HVI) o calcificaciones vasculares, debido a que estos pacientes los considera

directamente de alto riesgo.

Esta estrategia seria similar a la recomendada por el National Institute of Care and
Excellence (NICE) de Reino Unido (QRISK2 risk assessment)®® o la ACC/AHA

(American College of Cardiology and American Heart Association)®.

2. La diabetes es una situacion a priori de alto/muy alto riesgo: Objetivos de

control especificos.

No fue hasta el afio 2003 que el proyecto SCORE® (Systematic Coronary Risk
Evaluation) dio lugar a tablas de riesgo basadas en la poblacién europea, incluida
Espafia. SCORE estima el riesgo conjunto de mortalidad coronaria, cerebrovascular,
insuficiencia cardiaca, arteriopatia periférica y otras como aneurisma disecante de aorta
en sujetos de 40 a 65 afios. La funcion de SCORE estima el riesgo de muerte por
enfermedad cardiovascular a los 10 afios. Debido a que el riesgo varia entre regiones
geograficas, existen 2 modelos de tablas SCORE para la determinacion del RCV segun
el pais europeo se considere de alto o de bajo riesgo (la poblacién espafiola por
ejemplo). Esta estrategia recomienda en primer lugar evaluar si el paciente corresponde
a una categoria a priori de alto o muy alto riesgo y si es asi, se establecen directamente
objetivos de control y estrategias de tratamiento y no se calcula el RCV con la funcién
SCORE. Entre estas situaciones de riesgo a priori alto o muy alto se encuentra la

diabetes. Segun la guias europeas del 2016 sobre prevencion de la enfermedad
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cardiovascular en la practica clinica® (que proponen la ecuacién SCORE para el célculo
del RCV), en los pacientes con riesgo alto (donde se incluirian pacientes con diabetes
sin otros FRCV) los objetivos a conseguir en cuanto a LDL son de <100mg/dl, y en los
de riesgo muy alto (incluidos pacientes con diabetes con otros FRCV o lesién de

organo diana) un LDL<70mg/dl.

Esta estrategia, de marcar a priori un riesgo mas alto, la siguen también otras
sociedades mas enfocadas en el cuidado de la persona con diabetes como EAS/ESCY, la
ADA, la European Associaton for the Study of Diabetes (EASD) y el Grupo de trabajo
Diabetes y Enfermedad Cardiovascular de la Sociedad Espafiola de Diabetes . Similar
estrategia es la de guia del 2017 de AACE/ACE®® (American Association of Clinical
Endocrinologist y American College of endocrinology) donde consideran riesgo alto a
los pacientes con DM2 sin otro FRCV, o muy alto si tiene asociado otro FRCV.
Recientemente, también en nuestro pais, las guias PAPPS 2016 (recomendaciones
preventivas cardiovasculares) también apuntan en esta direccion por lo que
probablemente, existira una modificacion de la recomendacion REGICOR, vigente aln

en guias de practica clinica de nuestro entorno.

3. Evaluacion del riesgo propia para sujetos con diabetes. UKPDS.

Las tablas del United Kingdom Prospective Diabetes Study (UKPDS)™, especificas
para pacientes diabéticos tipo 2, se crearon al considerar que el resto de tablas, no
valoraban con exactitud a este tipo de pacientes, debido a que no se valoraba el control
de la enfermedad ni los afios de evolucion de la misma. Fue realizado entre el 1977-
1997 y se conoce como UKPDS Risk Engine OML1. Tras el estudio UKPDS, donde
seguian a 5.102 pacientes diabéticos britanicos durante veinte afios, estimaron que la
mayoria de las tablas de RCV infravaloraban este riesgo en los pacientes diabéticos.

Argumentaban que se incluyeron relativamente pocos diabéticos en sus cohortes en el
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estudio en Framingham y ninguno en el estudio que aport6 la tabla SCORE. Existe una
nueva version del 2013, UKPDS Risk Engine OM2'®. La principal caracteristica que lo
diferencia con REGICOR/Framingham es que tiene en cuenta diferentes aspectos
relacionados con la DM, como por ejemplo, su duracion, la cifra de hemoglobina
glicosilada y el IMC. Sus principales limitaciones es que infraestima el riesgo cuanto
mas retraso haya entre el inicio de la diabetes y su diagnostico, y solo estd basado en

poblacion britanica.

A pesar de que su uso no se encuentra extendido en la practica clinica, se podria
considerar una herramienta de mayor valor en estos pacientes, respecto a las tablas
anteriormente mencionadas en algunos estudios publicados en nuestro entorno.

En resumen podemos decir que la capacidad de prediccion de las estrategias actuales

para personas con diabetes es pobre*™

, ¥ quiza la segunda estrategia mencionada seria
la méas adecuada, es decir, la de considerar un mayor riesgo a priori en estos pacientes y
por tanto marcar unos objetivos de control diferentes. Sin embargo, incluso esta
estrategia no nos aporta la discriminacién suficiente como para poder decidir a qué
pacientes tratar de manera mas intensiva, ya que sabemos que no todas las personas con
diabetes tienen el mismo riesgo. Por tanto, en la era de la medicina més individualizada

0 personalizada, los médicos de familia, necesitamos de nuevas herramientas que nos

ayuden a definir mejor el riesgo de los pacientes con diabetes.
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Tabla 2. Comparativa de tablas de riesgo cardiovascular mas utilizadas.

Framingham

REGICOR

SCORE SUR
Europa

UKPDS OM2

Ecuacion basada
estudio de cohortes

Calibracion

Framingham

Ecuacion basada
estudio de cohortes

Ecuacion basada
estudio de cohortes

¢ Qué miden?

Morbimortalidad

Morbimortalidad

Mortalidad

Morbimortalidad

Eventos incluidos

IAM mortal/no
mortal o silente

IAM mortal/no
mortal o silente

Muerte de causa
coronaria,
cerebrovascular, 1.

|AM fatal/no fatal

Ictus fatal/no fatal

Ictus (Gltima Cardiaca, muerte
version) stibita o rotura
aneurisma
Valoracién Si Si No Si
especifica DM2
(los considera de
alto riesgo)
Edad 35-74 35-74 40-65 25-65
Procedencia EEUU Espafia Sur Europa Gran Bretafia
(principalmente
Italia)
Variables Incluidas Edad, sexo, tabaco, = Framingham Sexo, edad, tabaco, Edad, sexo, raza,
colesterol total, HDL Presion arterial tabaco, hemoglobina
sistélica, colesterol glicosilada, IMC,
total duracién DM2,
Presién arterial
sistolica, etnia,
presencia de
Fibrilacién auricular,
HDL, LDL
Definicién de riesgo Alto >20 Muy alto >15 Muy alto>10 Alto >30
Medio10-19 Alto>10 Alto5-10 Medio 15-30
Bajo<10 Medio5-9.9 Bajo<5 Bajo <15
Bajo<5
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1.6. Biomarcadores/Deteccidon de aterosclerosis en la evaluacion de la

ECV

1.6.1. Biomarcadores Circulantes

Los biomarcadores en general, y los circulantes en particular, deberian tener un papel
destacado en la prediccion, diagnostico y tratamiento de la ECV en la medicina mas
personalizada de nuestro tiempo. La necesidad de una mejor estratificacion de los
pacientes e individualizacion de su tratamiento ha hecho que en estos afios, multiples
estudios hayan evaluado el potencial de nuevos biomarcadores en la prediccion de

eventos cardiovasculares.

En DM2, diversos estudios epidemiologicos han demostrado que diversos
biomarcadores lipidicos (colesterol total, Apolipoproteina B, ratio Apolipoproteina
A/Apolipoproteina B) o relacionados con la glucemia (glucosa, hemoglobina
glicosilada) e inflamatorios (PCR, TNF-o, IL-6, TGF-B) se asocian de manera
prospectiva a la incidencia de eventos cardiovasculares’®2. Como hemos comentado en
capitulos anteriores, la DM es una enfermedad inflamatoria de bajo grado que presenta
biomarcadores inflamatorios circulantes que confieren un aumento de riesgo
cardiovascular'®. El més utilizado y estudiado en la préctica clinica es la Proteina C
Reactiva. Se trata de una citocina que se sintetiza en el higado (tras el estimulo de I1L-6
y TNF-a), pero que también puede ser sintetizada por los adipocitos maduros si existe
un estimulo inflamatorio. La PCR aumenta la produccion de las moléculas de adhesion
intracelular tipo 1 y de citocinas proinflamatorias por parte de células endoteliales, las
cuales estan involucradas en el desarrollo de la arterioesclerosis. Es pues conocido que,
niveles aumentados de PCR, se asocian con enfermedad coronaria, DM2, tabaquismo y

sedentarismo. Un paciente con DM2 que presente unas cifras de PCR elevadas, tiene
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mayor RCV'®. Sin embargo su inespecificidad es manifiesta; del mismo modo que una
PCR elevada se asocia a enfermedad cardiovascular, también se asocia a muchas otras
causas de muerte de origen no cardiovascular tales como neoplasias de pulmon, mama,
digestivas, hematoldgicas y genitourinarias. En definitiva, la PCR no parece ser un
biomarcador que permita discriminar con mayor precision en la estimacion de riesgo
cardiovascular'®. Especial mencién merece el receptor de la IL-6, cuyo blogueo con

anticuerpos monoclonales permitiria reducir la incidencia de enfermedad coronaria™® .

En el horizonte de nuevos biomarcadores estarian marcadores relacionados con:

1. Metabolismo lipidico: como las concentraciones plasmaticas de la proteina PCSK9
(proproteina sérica convertasa subtilisina/hexina tipo 9) y subclases de distintas
lipoproteinas (VLDL, IDL, LDL, HDL) asi como su numero de particulas y las
concentraciones y proporciones de colesterol/triglicéridos que vehiculizan.

2. Metabolomica/Metabonémica: En los ultimos afios la posibilidad de detectar y
cuantificar diferentes metabolitos relacionados con el metabolismo lipidico,
proteico, 0 glucidico han abierto un nuevo campo en la investigacion de los
procesos bioldgicos involucrados en el desarrollo de la ECV. La metabolomica para
ello utiliza técnicas como la cromatografia de gases-espectrometria de masas o la
espectometria-Resonancia magnética nuclear (RMN) (en este caso se puede
denominar metabondmica). Actualmente la evidencia es limitada, pero ya existen
estudios prospectivos que han demostrado el potencial predictor en ECV de
metabolitos como aminoacidos de cadena ramificada, acilcarnitinas y aminoacidos
arométicos %, asi como la evaluacion de lipoproteinas y su relacién con la ECV con
esta técnica'®®.

3. La glicemia y la resistencia a la insulina: como la Adiponectina™® que presenta

resultados heterogéneos en cuanto a su asociacién con la ECV.
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4. El dafio cardiaco : como las Troponinas de alta sensibilidad*****? o el BNPs (péptido
natriurético tipo B)**

5. El Acido Grico: Muchos estudios prospectivos han relacionado la hiperuricemia con
la ECV vy que podria tratarse de un factor de riesgo independiente de eventos

macrovasculares!*%,

6. Genéticos: como los miRNAs!®

(ARN monocatenario, de una longitud de entre 21
y 25 nucledtidos, y que tiene la capacidad de regular la expresién de otros genes
mediante diversos procesos) y su relacién con el metabolismo lipidico (HDL

principalmente)**’.

1.6.2 indice Tobillo-Brazo

El indice tobillo-Brazo (ITB) se define como la relacion entre la Presion arterial
sistélica (PAS) medida en el tobillo y la arteria braquial**®. Fue descrito por Winsor en
los afios 50 para el diagnostico no invasivo de la enfermedad arterial periférica (EAP)
de las extremidades inferiores y posteriormente en los afios 70, Yao correlaciond la
severidad de la arteriopatia con la alteracion de el ITB™®. Se utiliza como herramienta
diagnostica de la EAP principalmente, pero también como marcador pronostico de
eventos cardiovasculares. Un ITB< 0,9 seré diagndstico de EAP, a pesar que hasta un
80% de los pacientes no presente ninguna clinica asociada'?’. Un ITB< 0,9 presenta una
sensibilidad del 95% y una especificidad del 99% para identificar la presencia de EAP
en relacion con una arteriografia. Un ITB disminuido se asocia a un mayor riesgo de
arterioesclerosis en otros territorios vasculares (coronario, cerebrovascular) y con un

mayor riesgo de mortalidad cardiovascular*?.

La presencia de DM es el factor que mas afecta a la validez de la prueba con una

OR=4,36'%, por lo que la eficacia diagnéstica del ITB podria estar limitada en estos

39 |



pacientes , ya que valores normales podrian no ser suficientes para descartar EAP. Por
su baja sensibilidad y alto indice de falsos negativos se aconseja en los pacientes con

DM aumentar el punto de corte a 1 0 1,10'?

. A pesar de este nuevo valor de corte,
pacientes con rigidez arterial de la intima de las arterias, tan prevalente en pacientes con
DM de larga duracion, comportard valores altos de ITB y por tanto subestimard en

algunos casos la prevalencia de patologia.

Las recomendaciones de las principales sociedades en pacientes con DM sobre el
ITB son las siguientes: 1) AHA aconseja la realizacion de ITB en pacientes DM de 50 a
69 afios y la ADA en pacientes >50 afios con DM o >50 afios con varios FRCV o DM

de >10 afos de evolucién.

Por tanto, se trata de un procedimiento sencillo, barato y reproducible de evaluacién
directa de la lesion arterioesclerotica, que justificaria su uso habitual en las consultas de
atencion primaria para diagnosticar enfermedad arterial avanzada, pero con limitaciones

en los pacientes con DM2.

1.6.3. Calcio Coronario

El Score de Calcio coronario (CAC) se determina mediante la realizacion de un TAC
helicoidal y valora la cantidad de calcio a nivel de las arterias coronarias. La cantidad
de calcio se evalGia mediante el indice de Agatson'®* (rango de 0 a mas de 400). Un
CAC con Indice de Agatson por encima de 300 o por encima del percentil 75 de su
poblacién de misma edad, sexo y raza, se considera en riesgo alto'®*'?. Existen
maultiples estudios que han conseguido definir la presencia de CAC como hallazgo
definitorio de arterioesclerosis y una medida de la carga anatomica de placas

arterioescleréticas?’.
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La importancia de la determinacién y deteccion de CAC es la de incrementar el
poder de las escalas de riesgo para la identificacion de pacientes en riesgo, puesto que
aflade informacién prondstica independiente a los FRCV'*'?". Donde ha mostrado
mayor utilidad ha sido en los pacientes clasificados como de riesgo moderado,

reclasificandolos tanto en RCV bajo o alto®,

Sin embargo, algunos de estos estudios
prospectivos exclufan a pacientes con DM2 del analisis primario™®. La presencia de
calcio coronario no es equivalente a la presencia de estenosis coronaria relevante, ya

que su especificidad, en lo que se refiere a la presencia de una estenosis > 50%, es s6lo

del 50%.

En un metaandlisis sobre la capacidad de prediccién del CAC en paciente con
DM2%*® mostraba que un CAC>10 predecia todas las causas de mortalidad y eventos
cardiovasculares con alta sensibilidad y baja especificidad. Clinicamente, esta prueba
nos ayudaria a poder estratificar en bajo riesgo a los pacientes con DM2 con CAC<10
ya que, presentan 6,8 veces menos riesgo de presentar un evento cardiovascular que los
pacientes con CAC mas elevado. Ademas algun estudio ha reportado que una
proporcion importante de pacientes con DM2 (un 22%) presentaban CAC de 0, lo cual

representaba un RCV bajo*®.

Sus principales limitaciones son, por un lado, la nula disponibilidad de la prueba
desde el primer nivel asistencial, y por otro lado la no existencia de un algoritmo de
tratamiento basado en resultados de CAC generado en ensayos aleatorizados. Por este
motivo muchas de las guias de practica clinica, como la ADA®, no recomiendan su
utilizacion de manera sistematica. Sin embargo, la guia europea para la prevencion de la
ECV en la practica clinica, describe como pacientes de alto riesgo aquellos con lesion
de organo diana, entre los que se incluye la deteccion de calcio coronario en grado

significativo.
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Entre sus inconvenientes presenta un alto coste, una no despreciable cantidad de
imagenes incidentales (nédulos pulmonares) y una irradiacion al paciente no

despreciable (aproximadamente el doble que la realizacién de una mamografia).
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1.6.4. La ecografia carotidea para la valoracion de la enfermedad cardiovascular.

La ecografia carotidea, técnica de imagen no invasiva, es un método Util para la
valoracién clinica y preclinica de la enfermedad aterosclerética™® y ha sido
recomendada para definir mejor el riesgo en grupos seleccionados de pacientes con

RCV intermedio o en pacientes con DM2'?°,

Existen diferentes consensos para estandarizar las medidas que se pueden obtener
mediante la ecografia carotidea, entre ellos los mas utilizados, son el consenso de
Manheim (Gltima versién del 2011)"* y el de la Sociedad Americana de
Ecocardiografia™*. La Ecograffa carotidea permite evaluar el grosor de intima media de

la carétida (GIMC) y detectar, cuantificar, y caracterizar placa carotidea (PC).

1.6.4.1. El Grosor de Intima Media Carotidea

El grosor de intima media de la carétida (GIMC) es la distancia que existe entre la
interfase constituida por la luz arterial con la intima arterial, y la interfase entre la capa
media y la adventicia. Se trata de una imagen ecogréafica de “doble linea”, que
comprende por un lado la intima-media y por el otro lado la adventicia. EI GIMC es un
indicador de la edad vascular del individuo, y se ha propuesto como un marcador de
aterosclerosis sistémica'® y se correlaciona con el grado de aterosclerosis adrtica™®,

aterosclerosis coronaria®*’ y de las extremidades inferiores™.
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Fig. 2: Aspecto de la pared arterial para medir el grosor intima-media (GIMC) o distancia entre
la capa adventicia y la capa intima de la pared arterial, a nivel de la carétida comun.
Las flechas delimitan el GIMC (GIMC normal y engrosado).

Los principales determinantes del GIMC son conocidos factores de riesgo
cardiovascular. Unos no modificables, como la edad y el sexo (sus principales
determinantes) o los antecedentes familiares de enfermedad aterotrombdtica, pero otros
potencialmente modificables, como las concentraciones de lipidos plasmaticos
(principalmente LDL y HDL), la presion arterial, el tabaquismo, el control glucémico en
sujetos con diabetes, la obesidad y la distribucion central de la grasa y la hiperuricemia.
Sin embargo, la mayoria de estudios muestran que el conjunto de estos factores no
explica mas que un 25-30% de la variabilidad de GIMC. Para establecer la normalidad o
anormalidad del valor del GIMC es necesario disponer de valores de referencia en
poblacion general o sin factores de riesgo cardiovascular. En nuestro pais esta poblacion

se describi6 en el estudio de Junyent'®

et al y mas recientemente en un subestudio del
REGICOR por Grau et al™*. Un valor de GIMC por encima del percentil 75 de la
poblacion de referencia se consideraria patoldgico e indica que el individuo tiene una

predisposicion a la aterosclerosis.

Utilidad del GIMC en la prediccion de ECV en la poblacion general y DM
El GIMC puede predecir de eventos cardiovasculares futuros. Los estudios

prospectivos de la Cohorte de Rotterdam™®, Carotid Atheriosclerosis Progression Study
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(CAPS)*! y Atherosclerosis Risk in Communities (ARIC) **? demuestran la asociacién

entre GIMC e incidencia de morbi-mortalidad CV. Lorenz et al*®

siguieron a 37.197
sujetos durante un periodo de 5,5 afios, demostrando que un incremento de 0,1 mm del
GIMC, aumentaba el riesgo de IAM en un 10-15% y de AVC en 13-18%.

Sin embargo, mas recientemente, en cuanto a la progresion del GIMC, el PROG-IMT

144

Project™, evidencié que aunque la progresion del GIMC se enlentecia gracias a la

accion de las estatinas, ésta no se trasladaba a reducciones de eventos cardiovasculares.

Ademaés en los Gltimos afios, estudios con tamafios poblacionales significativos, han
puesto en duda el GIMC por si sélo, e independientemente de los FRCV sea capaz de

predecir eventos futuros'#*46147

En los pacientes con DM, el GIMC también ha sido evaluado. En este subgrupo de
pacientes ha demostrado que: 1) Los pacientes con DM presentan mayor GIMC**,
comparados con aquellos sin diabetes, siendo su grosor aproximadamente de 0,13
mm/afio mayor, 2) el GIMC se asocia con enfermedad coronaria**® ,3) la progresion se
asocia con eventos futuros en poblacién sin eventos cardiovasculares™, 4) la
evaluacion del GIMC puede ser util en la identificacion de sujetos en mayor riesgo de

presentar eventos durante el seguimiento™***°* .

1.6.4.2. Placa Carotidea

Se define placa carotidea (PC) como un engrosamiento de la pared de mas del 50%
(0 0,5mm) del GIMC circundante, o un GIMC >1,5mm**. Ademas de evaluar presencia
0 ausencia de placa, la ecografia permite evaluar su localizacién, cantidad (ndmero,

altura, area o volumen) y caracteristicas (superficie, ulceracion, ecogenicidad).
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Fig. 3: Placa Carotidea

Utilidad de la PC en la prediccion de ECV en la poblacién general y DM

La presencia de PC detecta aterosclerosis mas avanzada en relacién al GIMC, es
sustrato potencial de un evento clinico y permite por tanto aumentar la capacidad de
prediccion para ECV en general, coronaria, y cerebrovascular (AVC y Accidente
Vascular Transitorio)'****® Por el contrario, la ausencia de PC se asocia un riesgo bajo
(4%) de presentar un IAM en los 10 afios posteriores a la evaluacion. La deteccion de
placa mejora la prediccion basada en factores de riesgo™* y ayuda a reclasificar el

21,7% de los pacientes con riesgo intermedio®*”.

En cuanto a las diferentes variables asociadas a la PC y su capacidad de prediccion

de ECV, podemos destacar:

a. Medidas relacionadas con la cantidad o carga de enfermedad (altura de placa,
numero, area y volumen) se asocian de forma proporcional con la probabilidad

de presentar eventos y mortalidad cardiovascular™>®>"%,

b. La progresion (nueva aparicion o cambio) de placa carotidea tiene impacto en la

prediccion de ECV y puede identificar a pacientes de méas alto riesgo™®.
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c. También las caracteristicas de vulnerabilidad de la placa como la ecolucencia

160

(placa rica en lipidos)'®, la presencia de calcio'™, y la ulceracién se han

identificado como predictores de eventos cardiovasculares.

En pacientes con DM2 sin ECV, la presencia de PC ha sido evaluada en diferentes

estudi08162,163,164,165

, en los que se ha evidenciado una prevalencia alta (entre 43% y
81,8%). En estos pacientes ademas se ha demostrado que el hecho de presentar PC hace
que la posibilidad de padecer un evento CV es mayor que en los pacientes con ausencia
de placas. En un estudio en pacientes con DM2 en nuestro ambito la presencia de PC en

pacientes DM2 con y sin retinopatia diabética fue de 52,2 y del 68%°.
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2. JUSTIFICACION E HIPOTESIS DE TRABAJO

En la introduccion de este trabajo hemos reflejado el mayor RCV y la mayor tasa de
ECV en los individuos con diabetes, ademas de la gran prevalencia de la enfermedad en
nuestras consultas de atencion primaria. También hemos indicado la limitacion de las
tablas de riesgo para evaluar correctamente a estos pacientes. Por tanto, se plantea la
necesidad de buscar nuevas herramientas para identificar mejor a sujetos con un mayor
RCV sobre los cuales realizar una intervencién mas personalizada, mas acorde a su
riesgo real. En esta estrategia moderna de medicina mas personalizada, los
biomarcadores de enfermedad cardiovascular tienen un papel destacado, como ya lo
tienen en la otra causa de mortalidad mas prevalente: el cancer'®’. La deteccion de
aterosclerosis preclinica mediante pruebas de imagen, en especial la ecografia carotidea,
parece el biomarcador mas atractivo para esta tarea, pero los biomarcadores circulantes
probablemente sean mas sencillos de implementar en el escenario de la Atencion
Primaria de Salud. Ademés estos biomarcadores pueden contribuir al mejor
conocimiento de la enfermedad cardiovascular en la diabetes, una enfermedad diferente

y con determinantes diferentes a otras situaciones de riesgo cardiovascular.

En la introduccion de este trabajo hemos reflejado mucha informacién relativa a la
evaluacion de aterosclerosis preclinica en pacientes con diabetes de la que disponemos
actualmente. Sin embargo, en el momento de plantear este trabajo la informacion
relativa a enfermedad aterosclerotica preclinica en pacientes con diabetes sin
enfermedad cardiovascular era escasa, y decidimos evaluar de manera consecutiva a un
grupo de pacientes de nuestro medio con diabetes y sin enfermedad cardiovascular que

acudieron de forma consecutiva a las consultas de Atencion Primaria (Tabla 3).
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Tabla 3. Caracteristicas generales de los sujetos estudiados

Variables (n=34) Media (DE)
Edad (afios) 61,3 (6,7)
IMC(Kg/m2) 31,2 (4,9)
Afios evolucién DM2 7,6 (5,4)
Colesterol total (mg/dl) 191,9 (40,7)
LDL actual(mg/dI) 111,1 (27,9)
LDL medio(mg/dl) 120,7 (23,3)
Glucosa (mg/dL) 166,2 (70,5)
HbA1c actual (%) 7,7(1,4)
HbA1c media (%) 7,5(1,3)
Regicor (%) 7,8 (3,3)
UKPDS a 10 afios (%) 20,1 (12)
Sexo, mujeres, n, (%) 18, (53)
Tabaquismo (%) 23
Exfumadores(%) 41
HTA(%) 69
Dislipemia(%) 67
Tratamiento con AAS(%) 56
Tratamiento para la 65
dislipemia(%)

Tabla 4. Comparacion con GIMC con poblacion de referencia

Percentil* N %

< P50 6 17,65
P50-P75 10 29,41
P75-P90 13 38,34
>P90 5 14,71

*En relacion a poblacion de referencia por edad y sexo

Tabla 5. Presencia de PC

Variable N %
Presencia de Placas 25 73
Presencia de 1 o 2 placas 12 35
Presencia de 3 0 més placas 13 38
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Pudimos observar que:

1. El GIMC en sujetos con DM2 y sin ECV era superior (Tabla 4) a poblacion de

referencia de su misma edad y sexo.

2. El 53% de los sujetos tenian un GIMC superior al percentil 75 de la poblacion

sana y un 15% sobre el percentil 90. (Tabla 4)
3. Existia una alta prevalencia (73%) de placa carotidea (Tabla 5).

Esta alta prevalencia de aterosclerosis preclinica avalaba la estrategia mas agresiva
de considerar a todos los pacientes con diabetes como de alto o muy alto riesgo, al
menos este perfil de pacientes con una evolucion media de 7,6 afios de evolucion de la
enfermedad y elevada prevalencia de comorbilidades. Sin embargo, la evidencia
resumida presentada en la introduccion de este trabajo, muestra que solo la intervencion
intensiva y multifactorial desde el inicio de la diabetes permitiria reducir enfermedad

cardiovascular futura.
Por tanto, la pregunta relevante era doble:

1. En primer lugar, si la enfermedad preclinica ya podria existir desde el
inicio de la enfermedad, y, si en ese momento disponer de esa informacion
puede ser relevante para establecer tratamientos mas intensivos que sirvan para
reducir eventos futuros. En este caso, para responder a esta pregunta la
informacién disponible era aun méas escasa. Disponiamos s6lo de un trabajo que
inclufa diabetes de nuevo diagnéstico®®, hecho que justificaba plenamente la

realizacion de este trabajo.

2. En segundo lugar, si se confirmaba la presencia de enfermedad

preclinica, si esta podria explicarse por la mayor prevalencia de FRCV clésicos
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gue hemos justificado en la introduccion, o si los factores de riesgo mas
intimamente relacionados con la diabetes (HbAlc, resistencia a la insulina,
adiposidad, y dislipemia aterogénica, entre otros) podrian explicar esta presencia
de enfermedad preclinica. En este caso ningln trabajo previo habia previsto

ajustar por estos factores de riesgo clasicos.

Por todo ello planteamos la siguiente hipdtesis de trabajo;
En una poblacion mediterranea del centro de Barcelona:

1. La edad vascular (GIMC) de los pacientes con DM2 de reciente
diagnostico es superior a la de una poblacién control sin diabetes de similar edad
y sexo y prevalencia de hipertension arterial, dislipemia, y tabaquismo.

2. La presencia de placa carotidea es mas prevalente en los pacientes con
DM2 de reciente diagndstico en comparacion con una poblacion control sin
diabetes de similar edad y sexo y prevalencia de hipertension arterial,
dislipemia, y tabaquismo.

3. Esta mayor prevalencia de enfermedad subclinica (GIMC) o preclinica
(PC) se asocia a las caracteristicas de riesgo propias de los pacientes con

diabetes, en particular la HbAlc y la dislipemia aterogénica.
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3. OBJETIVOS

Objetivo primario

Investigar las diferencias en el GIMC y en la presencia de PC entre sujetos con DM2
de reciente diagndstico (DMDEBUT) y una poblacion control. Estudio de disefio

transversal.

Objetivos secundarios

Estudiar los principales determinantes del GIMC y de la presencia de PC en sujetos

DMDEBUT y en una poblacién control:

a. ldentificar las caracteristicas asociadas a un mayor GIMC en esta poblacion.
b. Identificar las caracteristicas asociadas a una mayor prevalencia de placa

carotidea y la carga de placa en esta poblacion.

Ademas de los FRCV clésicos, se estudiaran:

a. La asociacion con dislipemia aterogénica evaluada mediante RMN-
Espectometria.

b. La asociacion con biomarcadores de consumo de grasas.
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4. RESUMEN BREVE ARTICULOS

4.1. Prevalence by sex of preclinical carotid atherosclerosis in newly

diagnosed type 2 diabetes

Autores: Catalan M, Herreras Z, Pinyol M, Sala-Vila A, Amor AJ, de Groot E,

Gilabert R, Ros E, Ortega E.

Publicado el 7/5/2015 en la revista Nutrition, Metabolism and Cardiovascular Diseases

La ECV asociada a la aterosclerosis es la principal causa de muerte en los pacientes
con DM2. El tratamiento intensivo y multifactorial en pacientes con diabetes puede
reducir tanto la mortalidad como la morbilidad cardiovascular en estos pacientes. Sin
embargo, existe poca informacion sobre la presencia de ECV en los pacientes DM2 al
inicio de la enfermedad que nos pueda ayudar a establecer un tratamiento mas
individualizado de manera precoz. La evaluacion de la aterosclerosis preclinica puede
medirse con diferentes técnicas de imagen, entre ellas, la ecografia carotidea, valorando

el GIMC (aterosclerosis subclinica) y la presencia de PC (aterosclerosis preclinica).

El objetivo de este estudio fue la valoracion del GIMC vy la presencia de PC en
pacientes DM2 sin ECV previa y su comparacion con pacientes controles apareados por
edad, sexo y presencia de FRCV, asi como evaluar los determinantes asociados al
GIMC vy la presencia de placa carotidea en esta poblacion. También se evaluaron, las
diferencias entre sexos sobre la presencia de aterosclerosis preclinica y subclinica en

este estadio precoz de la DM2.
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Se disefi6 un estudio de casos y controles, observacional y transversal, en el que
incluimos 205 pacientes, de los cuales eran 106 pacientes con DM2 (edad media 62
afios, 46% mujeres, 19% fumadores, 54% HTA en tratamiento y 41% dislipemia en
tratamiento) apareados con controles (99 pacientes) por sexo, edad y presencia de
FRCV (héabito tabaquico si/no, dislipemia en tratamiento si/no, hipertension arterial en

tratamiento si/no).

Se recogieron datos demogréaficos, antropométricos, asi como los datos procedentes
de la ecografia carotidea. Las variables especificas y el método estadistico de

evaluacion se describen en el articulo mencionado.

Los resultados mas relevantes fueron que el GIMC fue significativamente méas alto
en los pacientes DM2 comparados con los controles (carétida comun 0,725 vs. 0,801
mm p=0.01; cardtida interna 0.727 vs 0.802 mm, p=0.04) excepto en las mediciones en
el bulbo (0.976 vs.1.028 mm, p=0.12). Mientras que el GIMC era mayor en hombres
controles sin DM2 en comparacion con las mujeres controles sin DM2 (p<0.01), no

existian diferencias entre sexos en el grupo con DM2 (p>0.4).

En cuanto a la presencia de PC, la edad (OR [IC 95%] 1,40 [1,15-1,71], p=0,009) y
el sexo masculino (OR 1,80 [0,99-3,29], p=0,05), eran las variables que asociaban su
presencia y el nimero de placas. Las PC tendian a ser mas prevalentes en los pacientes
con reciente diagnostico de DM2 comparado con los controles (72% vs. 60%, p=0,06),
principalmente por una mayor presencia de PC en la Carétida interna (p<0,01), pero no
en la carotida comun o el bulbo. La carga de PC fue superior en pacientes con
diagnostico reciente en comparacion con los controles y presentaban mas
frecuentemente >3 PC (OR 2,86 [1,45-5,62] o al menos 1 PC con una altura >2,5mm
(OR 2,44 [1,25-4,75]). Las pacientes mujeres con diagndstico reciente de DM2

presentaron mayor presencia de PC (OR 3,02 [1,22-7,48]) y mas presencia de >3PC
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(OR 4,62 [1,36-15,65]) en comparacion con las pacientes control. No existian
diferencias en la presencia de PC entre los hombres con DM2 y sus controles. La
prevalencia de PC entre hombres y mujeres controles, era mayor en los hombres
(p=0,01), en cambio no habia diferencias entre hombres y mujeres con DM2. De todos
los factores estudiados comparando los dos grupos, los modelos de regresion indicaron

que se asociaban con aterosclerosis carotidea la HbAlc, los triglicéridos y/o HDL.

Concluimos que los pacientes con DM2 de reciente diagnostico presentaban una alta
prevalencia de aterosclerosis preclinica, especialmente en mujeres. Esta alta prevalencia
de aterosclerosis preclinica en pacientes con reciente diagnostico, nos tiene que hacer
pensar, que solo el tratamiento precoz e intensivo de estos pacientes al inicio de la
enfermedad puede revertir en una menor prevalencia a la larga de ECV de esta
poblacién. Ademés, esta informacion al diagndstico de la enfermedad, puede ayudar a

individualizar mejor el tratamiento.
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4.2 Nuclear magnetic resonance lipoprotein abnormalities in newly-
diagnosed type 2 diabetes and their association with preclinical carotid

atherosclerosis

Autores: Amor AJ, Catalan M, Pérez A, Herreras Z, Pinyol M, Sala-Vila A, Cofan M,

Gilabert R, Ros E, Ortega E

Publicado en la revista Atherosclerosis el 17/2/2016

La dislipemia aterogénica es comun en los pacientes con DM2 y predice la aparicion
de la ECV. Esta dislipemia es posiblemente una de las principales caracteristicas de la
gran prevalencia e incidencia de ECV en los pacientes con DM2. Los métodos
convencionales, como la evaluacion analitica del perfil lipidico, evalian pobremente
esta dislipemia. La evaluacion del perfil de lipoproteinas mediante Resonancia

Magnética Nuclear podria ser Gtil para caracterizar mejor este tipo de dislipemias.

El objetivo de este estudio fue evaluar el perfil lipidico mediante RMN en pacientes
DM2 de reciente diagnostico y controles y su asociacion con la presencia de

aterosclerosis preclinica.

Se disefio un estudio de casos y controles, observacional y transversal, en el que
incluimos 186 pacientes, de los cuales eran 96 pacientes con DM2 aparejados con
controles, 90 pacientes, por sexo, edad y presencia de FRCV (Habito tabaquico si/no,
Dislipemia en tratamiento si/no, Hipertension arterial en tratamiento si/no). Se evalué el
perfil lipidico mediante una RMN espectroscopia y se realizd una ecografia carotidea

para valoracion del GIMC y PC a todos los pacientes.
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Los resultados mas importantes fueron que en los pacientes con DM2 era mayor el
namero y tamafio de las lipoproteinas VLDL (ricas en colesterol y triglicéridos), las
lipoproteinas HDL de mayor tamafio eran menos abundantes, y las lipoproteinas HDL
tenia un tamafio medio menor, y se encontraban en general enriquecidas en triglicéridos
en comparacion con los controles (p<0.05). En cuanto a la asociacion con la
aterosclerosis preclinica, el contenido VLDL-triglicéridos (odds ratio OR, 8.975; 95%
[IC], 2.330-34.576), el nimero total de particulas-VLDL (OR, 2.713[1.601-4.598]), el
tamafio de VLDL(OR, 2.044[1.320-3.166]), y la ratio colesterol/triglicéridos en el
HDL(OR 0,638 [0.477-0.852]), estaban asociados con la carga de placa carotidea (>3
placas) independientemente de factores de confusion (incluidos los niveles

convencionales de lipidos).

Concluimos que la RMN del perfil lipidico identifica anormalidades en los pacientes
con reciente diagnostico de DM2 vy aterosclerosis preclinica. Estos resultados no son
evidentes con solo la valoracion analitica de dicho perfil. En estadios iniciales de la
DM2, la RMN podria ser un buen método para identificar a pacientes con DM2 con un
mayor RCV y asi poder realizar tratamientos mas intensivos a este tipo de pacientes

destinados a mejorar su dislipemia aterogénica y su riesgo cardiovascular.
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4.3. The proportion of total C18:1 trans-fatty acids in red blood cell

membranes relates to carotid plaque prevalence

Autores: Zoe Herreras, Montserrat Cofan, Marta Catalan, Carlos Calvo, Montserrat

Pinyol, Antonio J. Amor, Rosa Gilabert, Emilio Ros, Aleix Sala-Vil, Emilio Ortega

Publicado en la revista Journal of Nutritional Biochemistry 10/08/2016

Existe una clara evidencia de la aterogenicidad de la dieta rica en &cidos grasos. De
entre ellos, los acidos grasos trans, son los que mayor evidencia tienen de aumentar el
riesgo de presentar un evento coronario. Sin embargo no existen datos sobre su relacion

con la presencia de placa de ateroma (PC).

El objetivo de este estudio fue evaluar si la proporcion acidos grasos trans C18:1
contenidos en la membrana de hematies, como biomarcador objetivo de consumo de
acidos grasos trans, esta relacionada con la prevalencia de PC en pacientes con DM2 de

reciente diagnostico sin evidencia de ECV.

Se disefi6 un estudio de casos y controles, observacional y transversal, en el que
incluimos 197 pacientes, de los cuales 101 eran pacientes con DM2 aparejados con
controles (96 pacientes) por sexo, edad y presencia de FRCV (habito tabaquico si/no,
dislipemia en tratamiento si/no, hipertension arterial en tratamiento si/no). Se evalud la
presencia de acidos grasos en membrana de hematies mediante cromatografia de gases y

se realiz6 una ecografia carotidea para valoracion del GIMC y PC a todos los pacientes.

Los resultados méas importantes fueron que por cada incremento de 0.1% de la

proporcion de C18:1 (que no fue diferente entre personas con y sin diabetes), la
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prevalencia de PC aumentaba en un 53% (p=0,002). Contrariamente, el incremento de
0,1% de acido alfa-linoleico (&cido graso vegetal omega-3) se asociaba con una

disminucion en la prevalencia de PC en un 43% (p =0,001).

Concluimos que el contenido de &cidos grasos trans C18:1 en membrana eritrocitaria
estd relacionado con las alteraciones mostradas por la ecografia carotidea. Nuestros
resultados avalan las actuales recomendaciones de la disminucion de la ingesta de
acidos grasos trans en la dieta para la prevencion de la enfermedad cardiovascular en

pacientes con (mayor riesgo cardiovascular basal) y sin diabetes.
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5. DISCUSION

A continuacion se discuten los principales hallazgos de este trabajo, sus
implicaciones, y algunas oportunidades para trasladar a la clinica y a futuros proyectos

de investigacion.

1. Enfermedad Cardiovascular en pacientes con diabetes de reciente diagndéstico

Es bien conocido que el diagnostico de la diabetes tipo 2 constituye un momento
importante en la historia de la enfermedad, pues ya pueden existir complicaciones
cronicas de la misma. Clasicamente, éstas se conciben como microangiopéticas
puramente, pero la prevalencia de enfermedad cardiovascular es, de hecho, la principal
causa de mortalidad. En este trabajo nos centramos en esta complicacién croénica de la

diabetes, la aterosclerosis, y en como identificarla.

Actualmente en la practica clinica de nuestras consultas de atencion primaria y segun
las vigentes recomendaciones de la ADA 2017, realizamos cribado de complicaciones
microvasculares (retinopatia diabética, nefropatia diabética y neuropatia diabética)
mediante la valoracion de la microalbuminuria, el filtrado glomerular, el fondo de ojo y
la evaluacion del pie. Se realiza en el momento del diagnostico y de manera anual,
excepto en el cribado de la retinopatia diabética que se realiza bienal. Realizamos estas
pruebas de cribado, porque la deteccion de alguna de estas complicaciones comporta un
cambio del tipo de seguimiento e intervencion. Si existe nefropatia se aconseja valorar
el inicio de estatina y/o farmaco antihipertensivo con optimizacién de la glicemia; estos
pacientes ademas son considerados de mas alto riesgo vascular. Si presenta retinopatia,
el consejo también es el de optimizar el control glucémico, de la hipertension y del

perfil lipidico. La misma recomendacion en cuanto al control glicémico seria para la
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presencia de neuropatia diabética y pie diabético. Ademas a estos pacientes que
presentan complicaciones microvasculares se les realizan controles més frecuentes para
la deteccion precoz de otras posibles complicaciones asociadas o empeoramiento de las

patologias que presenta.

La recomendacion actual de las guias de practica clinica no incluye el cribado de
enfermedad macrovascular a todos los pacientes diagnosticados de DM2. Existe el
convencimiento, que también el diagnostico precoz del sustrato del riesgo
cardiovascular (aterosclerosis), podria ser de ayuda para decidir implementar estrategias
de prevencién cardiovascular mas individualizadas, pues en estos momentos, la mayoria
de nuestros pacientes con diabetes segun distintas guias de practica clinica serian de
alto/muy alto riesgo. Pero, ¢es cierto esto también desde el momento del diagndéstico de
la enfermedad? En nuestro estudio, en pacientes con DM2 de reciente diagndstico,
aproximadamente un tercio de los pacientes no tenian PC, un tercio tenian 1-2 PC y otro
tercio presentaban una aterosclerosis preclinica claramente avanzada con >3PC. Es
posible que el primer grupo fuese candidato a una intervencion menos intensiva, y que,
al menos, este Gltimo tercio de pacientes, si fuesen candidatos a un tratamiento mas

intensivo, al presentar ya una aterosclerosis preclinica claramente establecida.

En el momento de iniciar esta tesis doctoral existian a nivel mundial en poblacion
con DM2 de diagnostico reciente muy pocos datos sobre el GIMC (172 pacientes

americanos del estudio de Wagenknecht'®®, 71 pacientes en el estudio bulgaro de

170

Temelkova® y 51 pacientes alemanes de Frost'™) y tan solo 2 estudios que valoraban

171

también la presencia de PC. El primero de Sigurdardottir'"*en poblacién sueca'’™ (24

pacientes, valoraban GIMC y PC) donde identificaban PC (definida como una éarea con

un 50% mas grosor que en territorios adyacentes) en un 30% de los pacientes, y el

172

segundo, el estudio de Son et al en poblacién china™'“(142 pacientes en los que
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valoraban GIMC y PC) donde no se reporta claramente la prevalencia de placa en esta
poblacion, ya que dan datos totales de GIMC>0,9 junto con PC (19% de los pacientes
con DM con diagnostico reciente).

En los Gltimos 5 afios, mientras nuestro trabajo estaba en curso o finalizaba, se

afiadieron varios estudios més. Dos en poblacién asiética, uno de Gu et al*”

, el cual nos
muestra que adolescentes y adultos jovenes (14 a 30 afios) con DM2 de reciente
diagnéstico frente a los diagnosticados de DM1, presentan GIMC mayor (ODS ratio
2,38 p=0,001), y Li et al'’™* con 423 pacientes con DM2 de reciente diagnéstico, donde
muestran que en fases iniciales la aterosclerosis preclinica (PC) ya es evidente (31%-
73% de PC en pacientes de 50 a >70 afios). También tenemos datos de poblacion
espafiola ' (n=121, 60,8% hombres, edad media 63,9 afios) con diabetes de reciente
diagnostico (con una unica determinacion de HbAlc), a los que se detectd un 64,2% de
PC y un GIMC superior al esperado por edad y sexo. Y finalmente otro estudio en
poblacién latina'™ con diabetes de nuevo diagnéstico (n=80, 69% muijeres, edad media
48+7, GIMC 0,82 mm), donde también se evidencié un GIMC superior que en
poblacion control sana sin diabetes (n=20). La variabilidad en la definicion de placa
carotidea en estos estudios hace que en ocasiones las comparaciones sean dificiles

(GIMC 0,9-1,5 mm). En nuestro trabajo elegimos un punto de corte para la definicion

de PC (1,5 mm) que no dejaba lugar a dudas de la existencia de la lesion aterosclerotica.

Al evaluar la carga de placa de los pacientes con reciente diagnostico fue superior en
los pacientes control con un OR 2,36 [1,45-5,62] para presentar >3 PC 0 al menos una

con >2,5mm de altura (OR 2,44 [1,25-4,75]).

Todos estos estudios muestran que, la presencia de aterosclerosis subclinica o

preclinica en pacientes con una DM2 en estadio precoz, esta presente en un porcentaje
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elevado de pacientes, pero no en todos, y por tanto concuerdan con nuestros datos e
hipotesis.

Nos podriamos preguntar a raiz de estos datos, por que no existe una recomendacion
especifica de evaluacion de ECV en los pacientes con DM2 de reciente diagndstico o
corta evolucion. Una evaluacion basada no solo en presencia/ausencia de enfermedad
clinica (infarto, ictus, enfermedad renal, arteriopatia obliterante), sino en presencia o
ausencia de enfermedad (aterosclerosis). Esta evaluacion, al igual que la evaluacion fina
y sutil que realizamos con la valoracion de complicaciones microvasculares
(microalbuminuria y no perdida de filtrado, microaneurismas y no pérdida de vision, o
disminucion de sensibilidad y no presencia/ausencia de ulcera en pie), deberia ser Util
para la individualizacion del tratamiento (objetivos) y seguimiento. De hecho, sin
identificar especificamente a quien y cuando, diferentes sociedades cientificas
recomiendan mover a una categoria de riesgo muy alto (y lo que terapéuticamente esto

implica) a pacientes que presentan “placa carotidea”.

Estos resultados y la evidencia actual sobre el tema, refuerzan la necesidad de
plantear un ensayo clinico randomizado en el que se traten pacientes segun la afectacion

arterial frente a la forma convencional basada en presencia de factores de riesgo.
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2. Diferencias entre sexos en cuanto a la presencia de aterosclerosis preclinica.

Destacamos de nuestro trabajo que la prevalencia de aterosclerosis preclinica en
mujeres con DM2 de reciente diagndstico era similar a la de los hombres con DM2. Las
mujeres presentaban mas alta prevalencia de PC que sus controles sin DM2, mientras
que no existian diferencias significativas en los hombres con DM2 y sus controles.
Nuestro estudio fue concebido para detectar en general diferencias en el grupo diabetes
frente al grupo no diabetes. Estas diferencias entre sexos son por tanto exploratorias,
pero coinciden con lo observado en estudios de eventos clinicos.

El sexo masculino es un FRCV bien establecido, y en comparacion con el sexo
femenino presenta mayor posibilidad de padecer un evento cardiovascular. En nuestro
estudio y en otros publicados han mostrado un aumento del GIMC y PC en pacientes
hombres no diabéticos en comparacion con mujeres no diabéticas. En cambio en
pacientes (hombres y mujeres) que presentan DM2, esta asociacion de “sexo masculino-
mayor RVC” no se cumple. Comparado con poblaciones sin DM2, la DM2 aumenta el

RCV en 3-4 veces en mujeres y solo 2 en hombres*’’

. Varios estudios han comparado el
GIMC y PC en hombres y mujeres. Sin embargo, existe poca informacién sobre las
diferencias en la aterosclerosis preclinica en pacientes hombres y mujeres con DM2
comparados con poblaciones con similares FRCV asociados y sin DM2. Es de resefiar
que las pacientes con DM2 de inicio presentaban aterosclerosis preclinica similar a los
hombres con DM2, lo que nos hace pensar que la DM2, elimina el efecto protector del
sexo a nivel cardiovascular. Entre las razones de estas diferencias, existen varias causas
evaluadas en diferentes estudios, entre las cuales podemos destacar: motivos
socioeconémicos™’®, una menor sensacion de riesgo percibido por el clinico asociado al

sexo femenino y por tanto tratamiento menos agresivo’, menor control de los otros

FRCV™® la peor respuesta clinica a algunos farmacos como las estatinas*® y écido
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acetilsalicilico’®, la mayor presencia de obesidad en la mujeres por encima de los >45
afios en comparacién con los hombres'®® y el mayor RCV en estadios de prediabetes
(principalmente GBA) en mujeres®®*.

Nuestros resultados son concordantes con esta hipotesis, de que la enfermedad
cardiovascular es mas agresiva y tiene un peor prondstico en mujeres, siempre y cuando
las comparemos con las mujeres sin diabetes, y las pone a un nivel de riesgo similar al

de los hombres con diabetes.
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3. Predominio de caracteristicas propias de la diabetes en la asociacion con la

enfermedad preclinica

Tal y como hemos reflejado en la introduccion los pacientes con diabetes tienen
asociados mas FRCV clésicos y esto puede ser una causa de mayor prevalencia de
aterosclerosis y de eventos cardiovasculares en esta poblacion. Es por este motivo que,
apareamos los pacientes, ademas de por edad y sexo (los principales factores de riesgo),
por los principales FRCV que presentaban (dislipemia en tratamiento si/no, fumador
activo si/no, hipertension en tratamiento si/no). Quisimos con ello intentar identificar
los factores especificos de la diabetes que contribuian a las diferencias que se

hipotetizaba se encontrarian.

De las caracteristicas propias de la DM2 encontramos una asociacion, entre la mayor
prevalencia de aterosclerosis preclinica y la HbAlc, OR 1,27 [1,00-1,62] para la
presencia de >3 PC. Es posible que el tiempo en prediabetes (del cual no tenemos
datos), que podria relacionarse con una mayor HbAlc al diagnostico, pueda haber
tenido relacion con estos hallazgos, ya que estudios epidemioldgicos indican que la
aterosclerosis ya se inicia en etapas mas tempranas y que los pacientes con prediabetes
tienen mayor riesgo cardiovascular, tal y como mostramos en la introduccion; la GBA 'y
la TGA ya presentan riesgos aumentados de enfermedad coronaria, AVC y todas las

causas de mortalidad.

En cuanto a la presencia de dislipemia diabética, ya comentamos, que es por si
misma un indicador de alto riesgo cardiovascular en los sujetos con diabetes. En nuestro
trabajo, esta asociacion se hace evidente, con la presencia de >3 PC en los pacientes que
presentaban dislipemia diabética (por cada incremento de 1mg/dl de HDL OR 0,96
[0,93-0,99]) y por cada incremento de 1mg/dl de triglicéridos OR 1,01 [1,001-1,013]).

También existia esta asociacion mediante la caracterizacion del perfil lipidico mediante
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RMN-espectroscopia, el tamafio de VLDL (OR 2,044[1,320-3,166]) y la ratio
colesterol/triglicéridos en el HDL (OR 0,638[0,477-0,852]), estaban asociados con la
carga de placa carotidea (>3 placas) independientemente de factores de confusion

(incluidos los niveles convencionales de lipidos).

En cambio el IMC o la resistencia a la insulina, que a priori podriamos pensar que
influirian en su prevalencia, en nuestro estudio no se mostraron significativos. A pesar
de ello, sabemos que la obesidad y esta resistencia a la insulina, son factores que marcan
el inicio de la dislipemia diabética y por tanto, serian los inductores de este tipo de
dislipemia, que finalmente provocaria esta mayor presencia de aterosclerosis. Tampoco
otros factores que estan relacionados con la inflamacion, como la PCR ultrasensible o

los leucocitos totales, se mostraron significativos.
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4. Ecografia carotidea: una herramienta para la evaluacion de la enfermedad preclinica

y su utilidad clinica

De todos los posibles marcadores de aterosclerosis, la imagen ha demostrado con
claridad ser la mejor herramienta, no solo en la deteccion de enfermedad, y su
asociacion con eventos futuros, sino por su capacidad de reclasificar individuos en
diferentes niveles de riesgo'?®. Por tanto permite ayudar al clinico a individualizar la
propuesta terapéutica a los pacientes y a prescribir informando mejor al paciente. Esta
es la base de la medicina personalizada, en la que nos acercamos méas a los problemas

del paciente mas alla del grupo de riesgo al que pertenece.

En atencion primaria, se utiliza frecuentemente el ITB, pero tal y como comentamos
en la introduccidn, es conocido que la presencia de DM es el factor que mas afecta a la
validez de esta prueba, por lo que la eficacia diagnostica del ITB podria estar limitada
en estos pacientes, ya que valores normales podrian no ser suficientes para descartar
EAP, debido a su baja sensibilidad y alto indice de falsos negativos. Ademas no
discrimina fases precoces de aterosclerosis, ya que en pacientes con DM2 un ITB<0,9
podria indicar estenosis de hasta 40-50%. Por tanto mientras que el paciente con ITB <
0,9 es sin duda un paciente en una etapa avanzada de aterosclerosis, el que no lo tiene
no tiene por qué estar libre de enfermedad significativa. Por estos motivos, el ITB, no se
consideraria de eleccién en el cribado preclinico de ECV en los pacientes con DM2 en

las fases mas iniciales de la enfermedad.

El CAC, en cambio, es una técnica que si podria ser de utilidad para este diagnostico
precoz de ECV en los pacientes con DM2. Su mayor ventaja es su alto valor predictivo
negativo segun el cual una persona con CAC igual a 0 estaria libre de eventos
cardiovasculares al menos en los 5 afios posteriores a la realizacion de la prueba®. Pero

presenta diferentes inconvenientes (alto coste, irradiacion y incidencia de nddulos
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pulmonares) que hacen que actualmente no sea una prueba complementaria al alcance

de nuestras consultas de atencion primaria.

En nuestro estudio hemos valorado la enfermedad ateroesclerdtica preclinica
mediante ecografia carotidea. La ecografia es una prueba complementaria muy
accesible para el médico de atencion primaria. Ademas en los Gltimos afios, la ecografia
ha pasado de ser una exploracion complementaria realizada por radiélogos, y de circuito
hospitalario preferentemente, a ser realizada por clinicos (incluido el médico de familia

en los centros de atencidn primaria) para la ayuda a la decision clinica.

En este sentido, la exploracion ecogréafica con el objetivo de detectar enfermedad
arteriosclerotica se ha desarrollado méas alld de la propia car6tida, para viajar a otras
estructuras vasculares. En el 2012 Zweig et al*®* demostraron que la presencia de
ateromatosis en la aorta abdominal es un predictor de presencia de placa de ateroma
coronaria y de cardiopatia isquémica utilizando la tomografia computerizada sin
contraste y la angiografia coronaria, con una sensibilidad del 92% y una especificidad
del 57%. En la cohorte MESA (MultiEthnic Study of Atherosclerosis) se demuestra una
asociacion fuerte entre la presencia de calcio en la aorta abdominal y otras medidas de
aterosclerosis subclinica, particularmente con la presencia de calcio en las arterias
coronarias. Este mismo estudio demuestra que la edad, la DM2, el tabaquismo y las
cifras elevadas de LDL-colesterol eran factores de riesgo independientes para el
desarrollo de ateromatosis en la aorta abdominal®®’ . Un reciente estudio nipén llevado a
cabo por Hirata et al se evalué por medio de ecografia la presencia de arteriosclerosis
sistémica en 102 pacientes diabéticos determinando que mas del 60% presentaban
arteriosclerosis en distintos territorios vasculares, que incluian el territorio carotideo,
aorta, iliacas y arterias renales'®. Este estudio nos aporta ideas de futuro en relacion a

una posible evaluacion global del riesgo fundamentada en la observacion de distintos
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territorios vasculares que permitiria establecer sistemas de puntuacion de dafio vascular,
algo que sin duda podria sustituir, a largo plazo, a las ecuaciones de estimacion de
riesgo que conocemos. En nuestro pais Sis6-Almirall et al'® ha realizado un estudio en
la misma linea, llevado a cabo en Atencidn Primaria y mediante ecografia de bolsillo.
En dicho estudio se analizo la presencia de aneurisma de aorta abdominal pero también
la presencia de ateromatosis de la aorta abdominal en una cohorte de 106 pacientes, de
los cuales el 38% presentaron ateromatosis, siendo la DM2 un factor de riesgo

independiente para el desarrollo de la misma (OR 3,35).

Debido a la mayor capacitacion de los médicos de familia en esta técnica, junto con
la disponibilidad cada vez méas frecuente de ecografos en los centros de atencion
primaria, hace que se pueda valorar, en un futuro bastante inmediato, que el médico de
familia pueda diagnosticar enfermedad cardiovascular en estados mas precoces

mediante esta técnica, valorando por ejemplo, si presentan placa carotidea o no.
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5. Caracterizacion vy estudio de la Dislipemia aterogénica

Segun los datos aportados en los estudios publicados para la realizacion de esta tesis,
la dislipemia aterogénica, frecuentemente infravalorada y tratada en nuestras consultas,

parece ser clave en la génesis de la aterosclerosis.

En nuestras consultas evaluamos el perfil lipidico de los pacientes con DM2,
incluyendo el colesterol total, LDL, HDL Yy triglicéridos y dependiendo del objetivo a
conseguir de LDL iniciamos tratamiento con estatinas. No evaluamos de manera tan
especifica la presencia de dislipemia diabética, pero tal y como hemos explicado,
tendriamos que plantear en algunos pacientes, objetivos de cifras de triglicéridos < 150-
200 mg/dl y cifras de HDL >40/45mg/dl (hombres/mujeres) con muy probablemente
igual importancia que el objetivo de LDL. El tratamiento de esta dislipemia es un
elemento trascendental que podria mejorar el riesgo residual que queda tras el
tratamiento con estatinas mediante la instauracion de cambios de estilo de vida, el
ejercicio fisico y la valoracion de tratamiento con fibratos. El estudio ACCORD,
demostré que afadir fibratos a pacientes con diabetes ya tratados con estatinas, no
implicaba ningun beneficio cardiovascular. Sin embargo, cuando se estudio que ocurria
en el subgrupo de pacientes con dislipemia aterogénica (Triglicéridos> 204 mg/dl y
HDL< 34 mg/dl ), se objetivo una reduccion absoluta de un 4.9% en el riesgo de eventos
cardiovasculares*®. Esto implicaria que se precisarian tratar a s6lo 20 pacientes con
diabetes tipo 2 de estas caracteristicas para evitar un evento cardiovascular. Estos
resultados han sido reproducidos en un meta-analisis de ensayos clinicos®®. Existen
ensayos clinicos randomizados en marcha para testar precisamente esta hipotesis

(REDUCE-IT (EPA), STRENGHT (OM3-CA)).

71 |



Ademas debido a la importancia de esta patologia seria preciso en algunos casos, una
mejora en la caracterizacion y estudio de la dislipemia aterogénica mediante otros
biomarcadores o técnicas. En la atencion primaria tenemos al alcance algln

biomarcador que nos pudiera ayudar a esta evaluacion, como el c-no-HDL o la Apo B.

Esta ultima no se encuentra en todos los centros, pero la primera (c-no-HDL) seria
facilmente calculable (resta resultante del colesterol total menos el HDL) y de hecho
guias de préctica clinica nos indican objetivos secundarios para este parametro después
del objetivo primario (el LDL). Segun la reciente guia de la Sociedad Espafiola de
Aterosclerosis'®, el objetivo a conseguir serfa un c-no-HDL <130 mg/dl en pacientes de
alto riesgo (obesidad abdominal, asociacion con otros FRCV, DM) o <100 mg/dl en
pacientes de muy alto riesgo (ECV, DM2 con lesion de 6rgano diana, o asociacion
FRCV grave) y como objetivo adicional, cifras de triglicéridos <150mg/dl , HDL

>40/45 mg/dl (hombres/mujeres).

Otra técnica de imagen para esta mejor caracterizacion y que hemos utilizado en
nuestro estudio es la RMN-espectometria del perfil lipidico. Esta técnica no esta
disponible en la mayoria de hospitales y menos aun en los centros de salud, pero se trata
de una herramienta potente para la investigacion, y en nuestro estudio identifico
anormalidades en el perfil lipidico relacionadas con la dislipemia aterogénica que
estaban asociadas a aterosclerosis preclinica y que no eran evidentes con sblo la

valoracion analitica de dicho perfil.
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6. Laimportancia de la dieta, en especial, en Atencién Primaria

El cambio del estilo de vida es un factor fundamental en la prevencion y el control de
la DM2 y comprende diferentes aspectos como la actividad fisica, el cese del habito

tabaquico, la reduccion de peso y la dieta.

Los centros de atencion primaria, con los médicos de familia y profesionales de
enfermeria son los principales encargados de dar este tipo de recomendaciones. Entre
las dietas existentes para la DM2, la dieta mediterrdnea suplementada con aceite de
oliva virgen extra y nueces ha mostrado que su utilizacion en los pacientes de alto

riesgo con y sin diabetes'*” reduce la posibilidad de padecer un ECV.

El concepto dieta en el estudio PREDIMED va maés alla. Se amplia el concepto al de
patrones nutricionales (patron dieta mediterranea) y la importancia de mejorarlos en
ocasiones a expensas de ir marcando objetivos individuales de ciertos componentes
clave que mejoran el patron en general. Uno de estos componentes (ademas de la
fruta/verdura, legumbres, consumo moderado de vino, etc.), es el incremento de
consumo de grasa saludable en detrimento de la menos saludable. De manera especifica
en cuanto a la ingesta de grasa en los pacientes con DM2, las recomendaciones vigentes
estan encaminadas a la reduccién de las grasas saturadas y de los acidos grasos trans,
junto con la recomendacién de incrementar la ingesta de acidos grasos omega-3. En
nuestro estudio pudimos observar que pequefios incrementos en la cantidad de acidos
grasos trans en la membrana de los hematies, estaban asociados a una mayor
prevalencia de aterosclerosis preclinica y por el contrario, pequefios incrementos de
acidos grasos saludables se asociaban a menor prevalencia de aterosclerosis; por tanto,
nuestro estudio apoya las vigentes recomendaciones sobre la ingesta de grasas. Los
resultados mas importantes fueron que por cada incremento de 0,1% de la proporcion de

acidos grasos trans C18:1 en membrana de hematies, la prevalencia de PC aumentaba en
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un 53% (p=0,002). Contrariamente, el incremento de 0,1% de los valores de acido alfa-
linoleico (acido graso vegetal omega-3), presentaba una disminucién de prevalencia de
PC en un 43% (p =0,001). Es también importante destacar que el biomarcador usado en
nuestro trabajo, &cidos grasos de membrana eritrocitaria, nos muestra de manera
objetiva la cantidad de acidos grasos que se incorporan a las membranas celulares y por
tanto cual es la carga real de los acidos grasos menos saludables en estos pacientes, a
diferencia de la subjetividad de la valoracion cualitativa de las encuestas alimentarias.
Pero, a pesar de su superioridad en la evaluacion de la valoracion de la ingesta grasa por
parte del paciente y su capacidad como posible predictor de eventos cardiovasculares
futuros, esta técnica, actualmente solo se realiza y estd al alcance en centros
especializados, muy relacionados con la investigacién, por lo que no esta aun al abasto

de los clinicos.

Asi pues, las recomendaciones dietéticas ofrecidas por parte del equipo de atencion
primaria, y los registros sencillos de adherencia a patrones nutricionales
cardiosaludables (como por ejemplo los 14 o 17 items de dieta mediterranea)** siguen
siendo parte fundamental en el consejo dietético a los pacientes con DM2, tanto en el

momento del diagnostico de la enfermedad como en su posterior seguimiento.
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7. Investigacion Atencidn Primaria-Hospital

La investigacion en atencion primaria es desde hace afios una herramienta de una
importancia incuestionable para mejorar el conocimiento de muchas enfermedades
prevalentes. Existen diferentes causas por las que la Atencion Primaria es el ambito
asistencial donde la investigacion desarrollada por médicos de familia, enfermeria y

otros profesionales de los centros de salud es clave'®:

1. Seatienden y se pueden diagnosticar las enfermedades en fases mas precoces.

2. Esdonde se atienden las enfermedades mas prevalentes.

3. Existe una relacion continua con los pacientes, lo que ofrece la oportunidad de la
observacién de los pacientes durante toda su vida y en su marco bio-psico-
social.

4. Es posible el acceso a la poblacion general para establecer estudios
epidemioldgicos, debido que tan solo un pequefio porcentaje de pacientes se

atienden el &mbito hospitalario.

A raiz de lo comentado, junto con la excelencia de los resultados cientificos
obtenidos por la Unidad de Investigacién del CAPSBE, y debido a la buena experiencia
de nuestro equipo en el desarrollo de la presente tesis doctoral, con diferentes ambitos
asistenciales implicados, creemos que la investigacion transversal entre los equipos de
atencion primaria y los institutos o servicios hospitalarios debe ser estratégica en los
planes de investigacion de Sanidad y financiada de forma suficientemente atractiva con

el fin de que siga siendo competitiva .
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6. CONCLUSIONES

1. La edad vascular (GIMC) de los pacientes con DM2 de reciente diagndstico es
superior a la de una poblacion control sin diabetes de similar edad y sexo y

prevalencia de hipertension arterial, dislipemia, y tabaquismo.

2. La presencia de placa carotidea tiende a ser mas prevalente en los pacientes con
DM2 de reciente diagndstico en comparacion con una poblacion control sin diabetes
de similar edad y sexo y prevalencia de hipertension arterial, dislipemia, y

tabaquismo.

3. Esta mayor prevalencia de enfermedad subclinica (GIMC) o preclinica (PC) se
asocia a las caracteristicas de riesgo propias de los pacientes con diabetes, en

particular la HbAlc y la dislipemia aterogénica.

4. La RMN-espectometria del perfil lipidico identifica anormalidades en los pacientes
con reciente diagndstico de DM2 (dislipemia aterogénica) y presencia de

aterosclerosis preclinica.

5. Existe una asociacion entre la mayor proporcion de &cidos grasos trans en la

membrana de los hematies y la presencia de aterosclerosis preclinica.
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KEYWORDS Abstract Background and aims: There is clinical trial evidence that only early, intensive risk fac-
Diabetes; tor control can reduce cardiovascular disease (CVD) morbidity and mortality in type 2 diabetes
Carotid ultrasound; (T2DM). However, there is little information regarding preclinical atherosclerosis at diabetes
Atherosclerosis; diagnosis. We assessed carotid atherosclerosis in new-onset T2DM and control individuals
Plaque; without prior CVD.

Intima-media Methods and results: In a cross-sectional case—control study, we determined intima-media thick-
thickness ness (IMT) and plaque (IMT >1.5 mm) by ultrasound at all carotid sites in new-onset T2DM pa-

tients and controls. We assessed 106 T2DM patients, median age 62 years, 46% women, 19%
smokers, 54% with hypertension, and 41% with dyslipidemia and 99 non-diabetic subjects
matched by age, sex, and cardiovascular risk factors. Compared to controls, T2DM patients had
higher common carotid artery (CCA)-IMT (median 0.725 vs. 0.801 mm, p = 0.01), bulb-IMT
(0.976 vs. 1.028 mm, p = 0.12), and internal carotid artery (ICA)-IMT (0.727 vs. 0.802 mm,
p = 0.04). The prevalence of total plaque (60% vs. 72%, p = 0.06), ICA plaque (20% vs. 42%,
p < 0.01), and harboring >3 plaques (16% vs. 35% p < 0.01) was also higher in T2DM. Plaque score
(sum of maximum plaque heights) was also higher (p < 0.01) in T2DM. Diabetic women showed
more advanced carotid atherosclerosis than diabetic men when they were compared with their
respective non-diabetic counterparts.

Conclusions: There is a high prevalence of preclinical atherosclerosis (carotid plaque presence
and burden) in new-onset T2DM subjects, especially in women. Early, still reversible, preclinical
atherosclerosis may explain in part why early intervention is effective to prevent CVD in this pa-
tient population.

© 2015 Elsevier B.V. All rights reserved.

Introduction (CVD) morbidity and mortality in patients with type 2

diabetes (T2DM) [1-3]. Intensive glucose control at
Based on clinical trial evidence, it has been suggested that advanced disease stages may not necessarily improve
only early intervention can prevent cardiovascular disease cardiovascular outcomes and may even be detrimental [4].
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Whether this differential impact on CVD is due to the
different drugs used for glycemic control, rates of hypo-
glycemia [5] or glucose variability [6], preexisting CVD
[4,7], or diabetic neuropathy, is still a matter of debate [8].

These findings may also imply that atherosclerosis at
diabetes diagnosis is at an early, still modifiable disease
stage in which intensive glycemic control may modify its
natural history and thus be worth pursuing [1]. However,
sparse information is available regarding atherosclerosis
prevalence and its characteristics when diabetes is diag-
nosed. Furthermore, although CVD prevention is one of the
major goals of treatment in T2DM, risk assessment tools,
mostly based on traditional cardiovascular risk factors
(CVRF), lack adequate specificity to identify individuals
with diabetes at higher risk. Therefore, non-invasive
testing for preclinical vascular disease, such as carotid ul-
trasound or coronary artery calcium by computerized to-
mography, have been recommended to better define
cardiovascular risk in selected groups of individuals,
including those at intermediate risk or with T2DM [9,10].

This clinical study aimed to improve knowledge on the
natural history of CVD in subjects with new-onset T2DM
by investigating whether carotid intima-media thickness
(IMT) and plaque differed in new-onset T2DM free of CVD
compared with non-diabetic controls. Furthermore, given
the evidence that diabetes is a stronger risk factor for CVD
in women [11], we investigated whether potential differ-
ences in preclinical atherosclerosis were similar in men
and women at this early diabetes stage when they were
compared with their respective non-diabetic counterparts.

Methods

The DIABIMCAP Study (Carotid Atherosclerosis in Newly
Diagnosed Type 2 Diabetic Individuals, ClinicalTrials.gov
Identifier: NCT01898572) is an observational study aiming
to investigate preclinical carotid atherosclerosis in this
population. Briefly, participants are evaluated twice, at
baseline and after 18 months of follow-up, during which
they are followed and treated by their primary care phy-
sicians according to current clinical practice guidelines in
Spain. Here we report cross-sectional data at baseline.
Primary care teams from 3 primary care centers in Barce-
lona were invited to identify patients with new-onset
T2DM between January 2012 and June 2013. Individuals
meeting inclusion criteria and willing to participate were
enrolled after signing an informed consent to a protocol
approved by the institutional review board. The study
protocol was conducted according to the principles of the
Declaration of Helsinki. Subjects from our Public Health
System with clinical (lack of autoimmune diabetes or anti-
glutamic acid decarboxylase negativity in suspicious cases)
and laboratory (fasting glucose and/or HbA1c, 1999 WHO
criteria) evidence of type 2 diabetes were identified. They
were considered new-onset T2DM and included in the
study if they were diagnosed within the previous year of
our recruiting period. In each patient an earlier diagnosis
of T2DM was ruled out on the basis of the personal clinical
history and after careful review of electronic clinical and

laboratory (fasting glucose and HbAlc levels) records
available at primary care centers since the year 2001.
Because diabetic patients usually have a high prevalence of
CVRF, new-onset T2DM were matched to non-diabetic
controls for age (&5 years) and sex as the main de-
terminants of atherosclerosis, but also for traditional CVRF,
namely treated hypertension and dyslipidemia, and cur-
rent smoking habit. Exclusion criteria for both new-onset
T2DM and control individuals were: prior history of CVD,
cancer, chronic renal failure (serum creatinine >1.5 mg/dl)
or chronic liver disease, congestive heart failure (NYHA
Class III-1V), history of alcohol or drug abuse or depen-
dence, major psychiatric illness, debilitating chronic
illness, or short life expectancy.

Clinical and laboratory determinations

Participants were invited to attend a first visit at their
primary health care center for physical examination and
ascertainment of inclusion and exclusion criteria. Age, sex,
smoking habits (current vs. nonsmoker), first-degree
family history of diabetes and CVD, and personal history
and treatment for hypertension and dyslipidemia were
recorded. Weight, height and waist circumferences were
measured by using standard methods. Body mass index
(BMI) was calculated as weight in kilograms divided by the
square of height in meters. Percentage body fat was
calculated by a validated equation based on BMI, sex, and
age, as previously described [12]. Blood pressure was
measured using a blood pressure monitor (Omron HEM-
7223-E; Hoofddorp, The Netherlands) after a few minutes
at supine position on the day when carotid ultrasound
study was performed. A fasting blood and spot first
morning urine samples were collected and biochemical
measurements were analyzed in a single laboratory
(Biomedical Diagnostic Center, Hospital Clinic, Barcelona)
using standardized assays to measure glucose, glycosy-
lated haemoglobin (HbA1lc), the lipid profile (including
total cholesterol, HDL-cholesterol, LDL-cholesterol by the
Friedewald formula, and triglycerides), alanine trans-
aminase, aspartate aminotransferase, gamma-glutamyl
transpeptidase, uric acid, high sensitivity C-reactive pro-
tein (CRP), white blood cell count, insulin, c-peptide,
creatinine, and the albumin-to-creatinine ratio. The
Modification of Diet in Renal Disease (MDRD-4) Study
equation was used to estimate glomerular filtration rate.
The homeostasis model assessment of insulin resistance
(HOMAIR) index was calculated as fasting serum insulin
(mU/ml) x fasting plasma glucose (mmol/l)/22.5.

Carotid ultrasound

In a second visit, bilateral carotid artery B-mode ultra-
sound imaging to evaluate intima-media thickness (IMT)
and plaque presence was performed according to a stan-
dardized protocol, as previously described [13]. Briefly,
within 1-3 months of clinical diagnosis, all new-onset
T2DM patients underwent sonographic assessment with
an Acuson X300 ultrasound system (Siemens) equipped
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with a VF 10-5 linear transducer (frequency range
5—10 MHz). Control individuals were also identified and
assessed with the same protocol during the same time-
frame. The same certified sonographer performed all ex-
aminations. IMTs at the common carotid artery (CCA),
bulb, and internal carotid artery (ICA) were measured off-
line by semiautomatic software. IMT-mean and IMT-
maximum from each segment was recorded. Plaques
were explored by using B-mode and color Doppler and
defined as a focal wall thickening encroaching into the
arterial lumen by at least 50% of the surrounding IMT value
or with thickness of at least 1.5 mm as measured from the
media adventitia interference to the intima-lumen surface
[14]. Plaque scores (sum of maximum heights of all pla-
ques) were recorded for all study subjects. For more
detailed description, see Supplemental Materials.

Statistical analyses

Data are presented as medians and 25th and 75th per-
centiles, mean & SD, or n (%), as appropriate. Non-
normally distributed variables were log transformed to
reduce skewness. Between-group differences in clinical,
anthropometric, and laboratory variables were evaluated
by the chi-squared test for categorical variables, Man-
n—Whitney test for continuous non-normally distributed
variables, or unpaired student’s t-test for continuous
normally distributed variables. Although by study design
there were no group differences in age and sex, carotid
atherosclerosis outcomes (dependent variables) were
adjusted for age and sex due to its marked effect on
atherosclerosis. To this aim linear regression and logistic
binary regression models were built with age, sex, and
GROUP as explanatory variables for IMT and plaque out-
comes, respectively. To test whether group differences
were modified by sex, we introduced the interaction term
GROUP x SEX in these models. Age-and-sex adjusted odds
ratios (OR) and 95% confidence intervals (CI) for plaque
outcomes were computed by using binary logistic
regression. Finally, to investigate whether group differ-
ences in preclinical atherosclerosis between new-onset
T2DM patients and non-diabetic individuals could be
explained by clinical and metabolic differences already
present at the time of diabetes diagnosis, stepwise mul-
tiple regression models were adjusted (in addition to age,
sex, hypertension, dyslipidemia, and smoking) for those
variables that were different between groups, i.e., BMI,
waist circumference, atherogenic dyslipidemia (HDL-
cholesterol and triglycerides), LDL-cholesterol, systolic
blood pressure, CRP, leukocyte count, HOMA-IR, and
HbAlc.

No information on plaque prevalence in new-onset
T2DM was available at the time of study design. Sample
size was therefore estimated based on expected differ-
ences in CCA-IMT between individuals with and without
T2DM [15]. We anticipated a mean CCA-IMT group differ-
ence of 0.12 mm (SD 0.24). A sample size of 95 subjects per
group was estimated to provide 85% statistical power,
assuming a 20% dropout rate. Analyses were performed

with SAS software, v.9.2 (SAS Institute Inc., Cary, North
Carolina).

Results
Subject’s characteristics

Per study design, new-onset T2DM and control groups
did not differ by age, sex, smoking status, or prevalence
of hypertension or dyslipidemia. However, new-onset
T2DM patients had higher BMI, body fat, waist circum-
ference, and prevalence of overweight and obesity.
Total and LDL-cholesterol were similar between groups
and mean systolic blood pressure was on average
5 mmHg higher in new-onset T2DM. As expected,
diabetes-related variables (fasting glucose, HbAlc,
HOMA-IR) and most laboratory variables associated with
obesity or increased abdominal fat, such as triglycerides,
HDL-cholesterol, and markers of chronic inflammation
(leukocyte count and CRP) were also different between
groups (Table 1).

Intima-media thickness and sex differences

Carotid IMT values for diabetic and control individuals are
shown in Tables 2 and 3. All values were significantly
higher in new-onset T2DM compared to controls, with the
exception of BULB-mean and BULB-max (p = 0.13 and
p = 0.10, respectively) (Table 2). We tested whether be-
tween group differences in IMT were similar in men and
women and found that differences in CCA-IMT and BULB-
IMT between new-onset T2DM and controls were larger
(significant SEX x GROUP interactions) for women than for
men (Table 3). Although this trend was also observed for
ICA-IMT measurements, interactions terms did not reach
statistical significance. While IMT measurements were
higher in non-diabetic men compared with non-diabetic
women (p < 0.01 all), no sex differences (p > 0.4 all)
were found for these variables within the diabetic group
(Table 3).

Carotid plaque and sex differences

Carotid plaque prevalence was associated with age (OR
[95% IC] for a 5 year increment 1.40 [1.15—1.71], p = 0.009)
and male sex (age-adjusted OR 1.80 [0.99-3.29],
p = 0.05). Therefore, age and sex were included as cova-
riates in statistical analyses. Carotid plaques tended to be
more prevalent (72% vs. 60%, p = 0.06) in new-onset
T2DM compared to controls, and this difference was
driven by a higher prevalence of plaques at the ICA
segment (p < 0.01), but not at the CCA or bulb. Carotid
plaque burden was higher in new-onset T2DM patients
compared with controls, as the former had more often >3
plaques (age-adjusted OR 2.86 [1.45—5.62]) or at least one
plaque with >2.5 mm height (OR 2.44 [1.25—4.75]), and
also had a higher total carotid and ICA plaque score (sum
of plaque heights) (Table 4). None of the participants had
carotid stenosis >50%.
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Table 1 Subjects’ characteristics.

Control New-onset p value
(n = 99) diabetes
(n = 106)
Variables used to match groups
Female sex 46 (47) 49 (46) 0.9727
Age (years) 63 (55—67) 62 (55—66) 0.7889
Smoking 20/30/50 20/31/49 0.9601
(current/past
|never), (%)
Dyslipidemia 37 (37) 43 (41) 0.6396
Hypertension 54 (55) 57 (54) 0.9117
General clinical and laboratory characteristics
Systolic BP (mm Hg) 127 &+ 16 132 £ 17 0.0406
Diastolic BP (mm Hg) 81 + 9 82 +10 0.2055
Body mass index 273 30.2 <0.0001
(kg/m?) (25.1-31.2)  (27-33.8)
BMI < 25/25—30 24/45/31 7/41/52 0.0004
/>30 kg/m?, (%)
Body fat, (%) 36.1 + 8.7 393 +£75 0.0042
Waist circumference 97.5 + 12.2 104.5 + 12.8 0.0001
(cm)
Total cholesterol 210 + 35 200 + 41 0.0726
(mg/dl)
HDL-cholesterol 56 (48—67) 48 (41-55) <0.0001
(mg/dI)
LDL-cholesterol 130 + 31 122 £33 0.0788
(mg/dl)
Triglycerides 103 (76—132) 131 (89—172) <0.0001
(mg/dl)
Leukocyte count 6.3 (5.4-7.1) 6.8(5.9-8.7) 0.0116
(109/L)
C-reactive protein 0.19 0.35 0.0002
(mg/dl) (0.11-0.35)  (0.16—0.65)
Diabetes related clinical and laboratory characteristics
Hemoglobin A (%) 5.6 (5.5-5.9) 6.7 (6.4—7.3) <0.0001
Hemoglobin Alc 38 (37—-41) 50 (46—56) <0.0001
(mmol/mol; IFCC)
Fasting glucose 98 (91-105) 133 (120—150) <0.0001
(mg/dI)
Insulin (mU/L) 109 15.3 (11-24.3) 0.0002
(7.7-18.3)
C-peptide (ng/mL) 2.1 (1.5-3) 2.6 (2—-3.8) <0.0001
HOMA-IR 2.6 (1.8—4.7) 5.1(3.4-84) <0.0001
(mU/l x mmol/L)/
22.5
Serum creatinine 0.85 + 0.15 0.84 + 0.16 0.7545
(mg/dL)
MDRD4, ml/min 83 +13 84 + 16 0.8439
UACR > 30 mg/gr 8(8) 11 (11) 0.5129

Data are shown as n (percentage), median (Q1—Q3), or
mean + standard deviation.

P-values for group comparisons are reported.

BP: blood pressure; BMI: Body Mass Index; HDL: high density li-
poprotein; LDL: low density lipoprotein; HOMA-IR homeostasis
model assessment of insulin resistance; MDRD: Modification of Diet
in Renal Disease Study equation; UACR: urine albumin to creatinine
ratio.

We also explored whether the new-onset T2DM vs.
control differences in carotid plaque were similar in men
and women. Subgroup analyses by sex showed that new-
onset T2DM women had higher prevalence of carotid
plaque (OR [95% IC], 3.02 [1.22—7.48]), >3 carotid plaques
(4.62 [1.36—15.65]), and ICA plaque (5.47 [1.91-15.66])
than women without diabetes, while no differences in

plaque prevalence between men with and without dia-
betes were observed. Also, the overall prevalence of total
plaques (p = 0.01) and CCA plaques (p = 0.02) was higher
in non-diabetic men compared with non-diabetic women,
while no sex differences were found within the new-onset
T2DM group (Fig. 1).

Factors explaining group (new-onset T2DM vs. control)
differences in carotid atherosclerosis (supplementary
table)

Factors contributing to differences in atherosclerosis be-
tween individuals with and without diabetes were inves-
tigated (see methods). In multiple linear (for IMT) or
logistic (for plaque variables) regression models, we found
that HbA1lc, and triglycerides and/or HDL-cholesterol were
the variables (among those that were different between
groups) associated with carotid atherosclerosis. Specif-
ically (Model 4 Supplementary Table), age, HbAlc, sex,
HDL-cholesterol and LDL-cholesterol; age, sex, and tri-
glycerides; and age, hypertension, and triglycerides were
associated with CCA, BULB, and ICA-IMT, respectively. Age
(OR 1.09 [1.04—1.13] for a 1 year increment), HDL-
cholesterol (0.96 [0.94—0.98] for a 1 mg/dl increment),
and HbA1c (1.36 [1.00—1.86] for a 1% increment), and age
(1.09 [1.03—1.15]), HDLc (0.96 [0.93—0.99]), HbA1c (1.27
[1.00—-1.62]), and triglycerides (1.01 [1.001-1.013] for a
1 mg/dl increment) were associated with carotid plaque
and >3 plaques, respectively. The variable group (new-
onset T2DM vs. control) was not associated with outcome
variables when it was added into this full-adjusted model
(Model 4 Supplementary Table).

Discussion

In this study patients with a new diagnosis of T2DM and
without clinical CVD had more advanced preclinical ca-
rotid atherosclerosis than non-diabetic subjects even after
controlling for traditional CVRF, such as age, sex, hyper-
tension, dyslipidemia, and smoking. The duration of the
prediabetic state and undiagnosed diabetes and the
metabolic abnormalities associated with untreated hy-
perglycemia and insulin resistance might be responsible in
part for these differences. Indeed, HbA1c and, particularly,
variables defining atherogenic dyslipidemia (HDL-choles-
terol, triglycerides, or both), but not BMI, inflammatory
markers, or HOMA-IR, were associated with preclinical
atherosclerosis in regression analyses.

To the best of our knowledge, previous information
regarding carotid plaque prevalence in new-onset T2DM
was limited to a single study [16], in which moderate-to-
severe plaque was found in approximately 30% of newly
diagnosed 61 year-old diabetic Swedish men. In 2013,
while our study was ongoing, prevalence of carotid plaque
was reported to be higher in a large cohort of Chinese
patients with new-onset T2DM than in non-diabetic in-
dividuals, ranging from 31% to 73% in individuals aged 50
to >70 years [17]. More information is available regarding
IMT and IMT progression at and after T2DM diagnosis,
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Table 2 Carotid intima-media thickness (IMT) by group (control vs.
new-onset diabetes).

Control (n = 99) New-onset diabetes p-value®

(n = 106)

Median Q1—Q3

Median Q1—Q3

CCA-mean 0.725
CCA-max 0.808
BULB- 0.976
mean
BULB-max 1.193
ICA-mean 0.727
ICA-max 0.876

0.671-0.825 0.801
0.765—0.936 0.907
0.845—1.148 1.028

0.989-1.431 1.261
0.643—0.880 0.802
0.775—1.093 1.011

0.686—0.872 0.0127
0.762—-0.983 0.0266
0.882—1.249 0.1353

1.086—-1.529 0.1003
0.632—1.037 0.0354
0.777—1.348 0.0080

Data are shown as median (Q1—Q3).
CCA, common carotid artery; ICA, internal carotid artery; mean-
values: IMT mean of mean right IMT and mean left IMT carotid
(CCA, BULB, or ICA) segment; max-values: IMT mean of the
maximum right and maximum left IMT (CCA, BULB, or ICA)
segment.

¢ P-values for age-and-sex-adjusted group comparisons.

respectively [15,16,18]. Studies have shown that IMT values
(mainly at CCA) were larger in new-onset T2DM patients
compared with non-diabetic individuals [15,16,18]. We
assessed IMT at different carotid sites and, to ascertain
whether differences between new-onset T2DM and non-
diabetic subjects were due to a higher prevalence of clas-
sical risk factors (which is usually the case for diabetic
population), we not only matched cases and controls for
age and sex [15,16,18], but also for additional factors
associated with preclinical carotid atherosclerosis, i.e.,
hypertension, dyslipidemia, and smoking.

New-onset T2DM is not a benign condition. Significant
morbidity is already present at clinical diagnosis, which
has been estimated to be delayed at least 4—7 years after
diabetes onset [19], with nearly one-half of diabetic pa-
tients being unaware of their condition [20]. Indeed, a
recent report of the large SOUL-D cohort of newly diag-
nosed T2DM patients from different ethnic backgrounds
shows that microvascular complications are not rare at this
stage (26—37% with at least one complication) [21]. At this
moment in the natural history of T2DM, microvascular

evaluation is not based on detection of clinical events:
renal failure (for diabetic kidney damage), loss of vision
(for diabetic retinopathy), or presence of foot ulceration
(for diabetic neuropathy). Rather, we precisely evaluate
microvascular complications by repeated determinations
to detect subtler alterations: urine albumin-to-creatinine
ratio, digital two-field photography of retina, and vibra-
tion perception threshold or monofilament examination
[22]. We have chosen this approach because both prog-
nosis and the intensity of treatment are determined by
these findings. In the SOUL-D study prevalent CVD ranged
from 5% to 13% depending on ethnic background, but
vascular imaging to detect atherosclerosis, the precursor of
clinical disease, was not performed [21].

Albeit CVD is the leading cause of morbidity and mor-
tality in T2DM and prevention is more efficacious at early
stages of the disease [1—4], using imaging techniques to
evaluate preclinical atherosclerosis in order to tailor
intervention to findings is not customary in this high-risk
group. Moreover, it is still common clinical practice to rely
mainly on the duration of the disease to decide whether
patients should be on an intensive multifactorial treatment
strategy, even though at this stage prevention of CVD by
intensive therapy is questionable [4]. It is possible that a
CVD prevention strategy based on age, CVRF, and image
biomarkers, particularly carotid ultrasound, could be use-
ful to better identify individuals at higher risk [23].
Although more research is necessary to identify features of
so-called vulnerable plaques prone to rupture (such as thin
cap fibroatheroma, large lipid core, and neo-
vascularization), information on carotid plaque presence
and burden is useful in the identification of individuals at
risk of future CVD [23,24]. In our study approximately one
third of new-onset T2DM patients were free of carotid
plaque, one third had 1-2 plaques, and one third had >3
plaques. Thus, fully two-thirds of new-onset T2DM pa-
tients are candidates to intensified treatment directed at
CVD risk reduction. On the other hand, IMT measurements
were systematically lower in controls and only 16% of
them had >3 carotid plaques, indicating a younger
vascular age compared with new-onset T2DM. Plaque

Table 3 Carotid intima-media thickness by group (control vs. new-onset diabetes) and sex.

Women (n = 95)

Men (n = 110)

Control (n = 46)

New-onset diabetes (n = 49)

Control (n = 53) New-onset diabetes (n = 57)

CCA-mean 0.701 (0.644—0.783) 0.799 (0.663—0.853)
CCA-max 0.785 (0.712—0.855) 0.904 (0.758—0.959)
BULB-mean 0.883 (0.758—1.107)° 0.981 (0.855—1.153)
BULB-max 1.103 (0.956—1.310)° 1.233 (1.075—1.523)
ICA-mean 0.696 (0.603—0.767)" 0.779 (0.637—1.037)
ICA-max 0.811 (0.725—0.980) 0.998 (0.783—1.321)

0.771 (0.698—0.883)
0.846 (0.796—0.982)
1.065 (0.938—1.200)
1.324 (1.065—1.514)
0.788 (0.673—0.919)
0.927 (0.824—1.187)

0.807 (0.703—0.896)
0.913 (0.775—-1.010)
1.052 (0.908—1.265)
1.291 (1.104—1.533)
0.832 (0.629—1.022)
1.014 (0.777—1.368)

Data are shown as median (Q1—Q3).

p-values for age-adjusted SEX x GROUP interactions for CCA-mean, CCA-max, BULB-mean, BULB-max, ICA-mean, and ICA-max were 0.0277,

0.0165, 0.0425, 0.0366, 0.2398, and 0.1847, respectively.

CCA, common carotid artery; ICA, internal carotid artery; mean-values: IMT mean of mean right IMT and mean left IMT carotid (CCA, BULB, or

ICA) segment; max-values: IMT mean of the maximum right and maximum left IMT (CCA, BULB, or ICA) segment.

3p<0.01 and ®p < 0.05 for age-adjusted differences between women with and without diabetes. No differences (p > 0.3) found between men

with and without diabetes.
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Table 4 Carotid plaque prevalence.

Control New-onset  p value
(n = 99) diabetes
(n = 106)
Carotid plaque 9 (60) 76 (72) 0.0583
Common carotid plaque 3(13) 3(22) 0.1093
Bulb carotid plaque 2 (53) 1 (58) 0.4561
Internal carotid plaque 0 (20) 44 (42) 0.0011
>3 carotid plaques 6(16) 7 (35) 0.0023
Plaque height > 2.5 mm 7(17) 5(33) 0.0093
Plaque score (mm) 3. 43 5. 59 0.0003
(1.73-5.16)  (3.25—7.46)
Internal carotid 2.02 2.56 0.0243
plaque score (mm) (1.73—-2.75) (1.95—-4.67)

Data are shown as n (percentage) and median (Q1—Q3).

P-values for age-and-sex-adjusted group differences are reported.
CCA, common carotid artery; ICA, internal carotid artery; Plaque
score (sum of heights of all plaques).

prevalence was marginally lower (p = 0.06) in controls,
but it was still high (60%), probably because, by definition
of the cohort to match CVRF with the disease group, they
had a high cardiovascular risk profile [25,26] (Table 1).
Male sex is a well-established cardiovascular risk factor
and lifelong risk for CVD is higher in men than in women
[27]. We [28] and others [29] have shown increased IMT
and plaque prevalence in non-diabetic men compared to
non-diabetic women. Diabetes, however, has a different
impact on CVD according to sex. Compared to non-diabetic
populations, diabetes increases CVD risk by 3—4 times in
women but only twice in men [30,31]. Several studies have
compared IMT measurements or plaque prevalence be-
tween men and women with diabetes. However, little in-
formation is available regarding preclinical atherosclerosis
differences when women and men with diabetes are
compared with their non-diabetic counterparts. Our re-
sults show that, similarly to what has been reported for
clinical outcomes, even at this early disease stage women
with diabetes disclose worse preclinical atherosclerosis

> 3 Carotid plaques men+

> 3 Carotid plaques women 4 '
Carotid plaque menq Fe—i
Carotid plaque women 4

ICA plaque men+

ICA plaque women 1

F ¥ 1

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18
Odds Ratio

Figure 1 Carotid plaque in patients with new-onset T2DM (vs. con-
trols) by sex. Age-adjusted odds ratios (OR) and 95% confidence in-
tervals (95%CI) for the probability of presenting different carotid plaque
variables in patients with new-onset T2DM (vs. without diabetes)
separate by sex. >3 carotid plaques OR (95% CI) 2.26 (0.97—5.25) and
4,62 (1.36—15.65); total carotid plaque 1.15 (0.49-2.69) and 3.02
(1.22—7.48); and ICA (internal carotid) plaque 1.85 (0.82—4.17) and 5.47
(1.91-15.66), for men and women, respectively. p-values for age-
adjusted SEX x GROUP interactions were p = 0.34, p = 0.13, and
p = 0.11 for reported >3 carotid plaques, total carotid plaque, and ICA
plaque, respectively.

than non-diabetic women, with ORs of 3—4 for several
carotid outcomes. Moreover, preclinical atherosclerosis in
women with new-onset T2DM was similar to that
observed in men with new-onset T2DM, indicating that
the protective effect of sex on CVD may already be lost
when T2DM is diagnosed in women.

In conclusion, as determined by carotid ultrasound,
preclinical atherosclerosis, the soil for cardiovascular
events, is already present in a significant proportion of
newly diagnosed individuals with T2DM, even after con-
trolling for traditional CVRF. At this early stage, HbAlc and
diabetic dyslipidemia explain, at least in part, between-
group differences in preclinical atherosclerosis. We suggest
that, similarly to how new-onset T2DM patients with
microvascular complications are managed, a differential
approach to diabetes management and cardiovascular
prevention should be implemented at diabetes presenta-
tion with the aim of improving prognosis and preventing
clinical CVD. Finally, analogous to what is known for
clinical CVD risk, new-onset T2DM women show preclin-
ical atherosclerosis of a degree that is similar to that found
in diabetic men, but is worse in comparison to their
respective non-diabetic counterparts.
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Background and Aims: Atherogenic dyslipidemia is common in type 2 diabetes (T2DM) and predicts
cardiovascular disease, but information on the association of its components with atherosclerosis is
scarce. We aimed to assess differences in the lipoprotein profile in newly-diagnosed T2DM and matched
control individuals and their associations with preclinical carotid atherosclerosis.
Methods: In a case-control study, we evaluated lipoprotein profiles by nuclear magnetic resonance
(NMR) spectroscopy and determined carotid intima-media thickness (IMT) and plaque presence (IMT
>1.5 mm) by B-mode ultrasonography.
Results: We assessed 96 T2DM patients (median age 63 years, 44% women, 19% smokers, 54% hyper-
tension, 38% dyslipidemia) and 90 non-diabetic controls matched for age, sex, and cardiovascular risk
factors. In T2DM VLDL-particles (mainly large and enriched in cholesterol and triglycerides) were
increased, and large HDL-particles (enriched in triglycerides and depleted in cholesterol) were reduced
(p < 0.05; all comparisons). Regarding associations with preclinical atherosclerosis, VLDL triglyceride
content (odds ratio [OR], 8.975; 95% confidence interval [CI], 2.330—34.576), total number of VLDL
particles (OR, 2.713; CI, 1.601—4.598) and VLDL size (OR, 2.044; CI, 1.320—3.166), and the ratio choles-
terol/triglycerides in HDL (OR, 0.638; CI, 0.477—0.852) were associated with plaque burden (>3 plaques)
independently of confounders, including conventional lipid levels.
Conclusion: NMR-assessed advanced lipoprotein profile identifies lipid abnormalities associated with
newly-diagnosed T2DM and preclinical atherosclerosis that are not captured by the traditional lipid
profile. At this early stage of diabetes, NMR lipoproteins could be useful to identify candidates for a more
comprehensive cardiovascular risk prevention strategy.

© 2016 Elsevier Ireland Ltd. All rights reserved.

1. Introduction

among patients with T2DM. Preclinical atherosclerosis, evaluated
by non-invasive vascular ultrasonography, has been shown to be

Type 2 diabetes mellitus (T2DM), a well-established cardiovas-
cular risk (CVR) factor, is associated with a 2—4 fold risk of fatal and
non-fatal cardiovascular events compared to non-diabetic in-
dividuals [1,2], but the increased risk is distributed heterogeneously

* Corresponding author. Endocrinology and Nutrition Service, Hospital Clinic,
Villarroel 170, 08036 Barcelona, Spain.
E-mail address: eortegal@clinic.ub.es (E. Ortega).
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0021-9150/© 2016 Elsevier Ireland Ltd. All rights reserved.

already present at very early stages of the disease and could be used
to identify patients with T2DM at a higher risk of clinical events
[3—5]. In a recent study, we reported an increase prevalence of
preclinical carotid atherosclerosis in a cohort of newly-diagnosed
T2DM patients compared with matched control subjects, and
HbA1c and levels of some of the atherogenic dyslipidemia com-
ponents (triglycerides and HDL-cholesterol) explained in part these
differences [6].
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Atherogenic dyslipidemia (high triglycerides and low HDL-
cholesterol) is believed to be an important factor underlying the
increased CVR of T2DM [7,8]. However, the conventional approach
to quantify triglyceride, HDL-cholesterol and LDL-cholesterol does
not capture many of the profound lipoprotein abnormalities that
may predispose to endothelial damage and onset and progression
of atherosclerosis [7,8]. Nuclear magnetic resonance (NMR) spec-
troscopy simultaneously quantifies the number, size and compo-
sition of lipoprotein particles and can provide a better
understanding of quantitative and qualitative modifications in each
lipoprotein [9,10]. Information regarding differences in NMR-
assessed lipoprotein profile between newly-diagnosed T2DM and
non-diabetic subjects and, particularly, their association with pre-
clinical atherosclerosis at this early stage of T2DM is scarce.
Therefore, after describing a higher prevalence of preclinical carotid
atherosclerosis in newly diagnosed T2DM compared to control in-
dividuals [6], we aimed to investigate whether a detailed NMR li-
poprotein profile was able to capture differences between cases and
controls and identify specific lipoprotein profile features associated
with carotid atherosclerosis.

2. Material and methods
2.1. Study design and subjects

The DIABIMCAP Study (Carotid Atherosclerosis in Newly Diag-
nosed Type 2 Diabetic Individuals, ClinicalTrials.gov Identifier:
NCT01898572) is an observational study aiming to investigate
preclinical carotid atherosclerosis in this population that has been
fully described [6]. Physicians from 3 primary care centers in Bar-
celona were invited to identify patients with a new diagnosis of
T2DM between January 2012 and June 2013. Individuals meeting
inclusion criteria and willing to participate (5 individuals refused
the invitation) were enrolled after signing an informed consent to a
protocol approved by the institutional review board. The study
protocol was conducted according to the principles of the Decla-
ration of Helsinki. Subjects from our affiliated primary care centers
with clinical (lack of autoimmune diabetes or anti-glutamic acid
decarboxylase negativity in suspicious cases, 3 subjects were
excluded for this reason) and laboratory (fasting glucose and/or
HbA1lc, 1999 WHO criteria) evidence of type 2 diabetes were
identified. They were considered newly-diagnosed T2DM and
included in the study if they were diagnosed within the previous
year of our recruiting period. For every patient, an earlier diagnosis
of T2DM was ruled out on the basis of the personal clinical history
and after careful review of electronic clinical and laboratory (fasting
glucose and HbA1c levels) records available at primary care centers
since the year 2001 (2 subjects were not included in the study for
this reason). A non-diabetic control group, matched for age (+5
years), sex, smoking habit, and treated hypertension and dyslipi-
demia was also studied. Patients were evaluated at baseline and
after 18 months of follow-up while they were treated according to
current clinical practice guidelines in Spain. In the present study,
we report cross-sectional data at baseline.

2.2. (linical and laboratory determinations

Participants were invited to attend a single examination visit at
their primary health care center. Age, sex, smoking habits (current
vs. non-smoker), family history of diabetes and cardiovascular
disease, and personal history of treated hypertension and dyslipi-
demia (mainly statins, one control treated with n—3 fatty acids, and
4 T2DM patients treated with fibrates) were recorded. Height,
weight and waist circumference were measured and body mass
index (BMI) was calculated. Percentage of body fat was estimated

using a validated equation based on BMI, sex and age [11]. Blood
pressure was measured using a blood pressure monitor (Omron
HEM-7223-E; Hoofddorp, The Netherlands) after a few minutes in
the supine position. After at least 10—12 h of overnight fasting and
without any concurrent stress the day before (minor illness,
strenuous exercise, etc.) blood and a first morning urine spot
samples were collected and analyzed in a single laboratory
(Biomedical Diagnostic Center, Hospital Clinic, Barcelona). Any
patient has any diseases or was taking any medication with known
effect on lipid metabolism. Standardized assays were used to
measure blood glucose, HbA1c, lipid profile (total cholesterol, tri-
glycerides and HDL-cholesterol by direct methods, LDL-cholesterol
by the Friedewald formula), serum creatinine, urinary albumin-to-
creatinine ratio, and inflammatory markers (white blood cell count
and serum high sensitivity C-reactive protein [CRP]). The Modifi-
cation of Diet in Renal Disease (MDRD-4) formula was used to es-
timate glomerular filtration rate. A non-mydriatic fundus camera
was used to screen diabetic retinopathy.

2.3. Lipoprotein analysis by NMR spectroscopy (advanced
lipoprotein profile)

Lipoprotein analysis of serum samples by 2D diffusion-ordered
1H NMR spectroscopy (DOSY) was performed as previously
described [12]. This protocol evaluates lipid concentrations, size
and particle number of three different classes of lipoproteins (very-
low density lipoprotein [VLDL], LDL and HDL), as well as the particle
number of nine subclasses (large, medium and small VLDL, LDL and
HDL). Briefly, 2D 1H NMR spectra were recorded on a BrukerAvance
111 600 spectrometer at 310 K (Bruker BioSpin, Rheinstetten, Ger-
many). We used the double stimulated echo pulse program with
bipolar gradient pulses and a longitudinal eddy-current delay. The
relaxation delay was 2 s, the finite impulse decays were collected
into 64 K complex data points and 32 scans were acquired for each
sample. The gradient pulse strength was increased from 5 to 95% of
the maximum strength of 53.5 Gauss cm1 in 32 steps. The squared
gradient pulse strength was linearly distributed.

Of the total sample of newly-diagnosed T2DM patients (n = 106)
and controls (n = 99), satisfactory NMR lipoprotein profiles were
available in 96 and 90 subjects, respectively. To determine lipo-
protein size, the methyl signal was surface fitted with the numbers
of functions so that the nine lipoprotein subclasses could be
determined. The mean particle size of every main fraction was
derived by averaging the NMR area of each fraction by its associated
size. To obtain particle-weighted lipoprotein sizes, each NMR area
was divided by its associated volume. Estimates ranges of particle
diameter for the subclasses were as follows: large VLDL particles
(VLDL-P) >81.9 nm; medium VLDL-P, 55.5—81.9 nm; small VLDL,
38.6—55.5 nm; large LDL particles (LDL-P), 26.5—38.6 nm; medium
LDL-P, 22.1-26.5 nm; small LDL 18.9—22.1 nm; large HDL particles
(HDL-P), 11.5—18.9 nm; medium HDL, 9.0—11.5 nm; small HDL,
7.8—9.0 nm. The particle numbers of each main lipoprotein fraction
were calculated by dividing the lipid volume by the particle volume
of a given class. The lipid volumes were determined by using
common conversion factors to convert concentration units ob-
tained from the partial least-squares models into volume units. The
relative areas of the lipoprotein components used to decompose
the 2D spectra were used to derive the particle numbers of the nine
lipoprotein subclasses. Lipoprotein analysis was performed at Bio-
sfer Teslab (Reus, Spain).

2.4. Carotid B-mode ultrasound imaging

Bilateral carotid artery B-mode ultrasound imaging to evaluate
IMT and plaque presence was performed according to a
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Table 1
Characteristics of study subjects.
Control (n = 90) Newly-diagnosed T2DM (n = 96) p-value
Clinical characteristics
Women 40 (44) 42 (44) 0.924
Age (years) 63 (56—67) 62 (56—-66) 0.898
Current smoking 17 (19) 17 (18) 0.835
Dyslipidemia 34 (38) 41 (43) 0.493
Hypertension 49 (54) 53 (55) 0917
Systolic BP (mm Hg) 126 + 15 131+ 16 0.037
Diastolic BP (mm Hg) 80+9 82+ 10 0.182
Body mass index (kg/m?) 27.3 (25.4—31.6) 30.1 (27-33.8) 0.001
Body fat, (%) 36.5+ 84 395+ 75 0.011
Waist circumference (cm) 97.5 +12.1 104.3 + 12.6 <0.001
Men (n = 104) 1024 +9.3 106.8 + 12.3 0.052
Women (n = 82) 92.1 +12.6 100.8 + 12.3 0.002
Conventional lipid profile
Total cholesterol (mg/dl) 210 + 36 198 + 39 0.025
HDL-cholesterol (mg/dl) 56 (49—65) 47 (41-57) <0.001
LDL-cholesterol (mg/dl)* 131 + 31 121 + 32 0.032
Triglycerides (mg/dl) 103 (77—134) 126 (89—169) 0.001
Low HDL-cholesterol (sex-specific)® 10 (11) 22 (23) 0.033
High triglycerides (>150 mg/dL) 11 (12) 32 (33) <0.001
Atherogenic dyslipidemia“ 5(6) 11(12) 0.152
Other laboratory characteristics
Hemoglobin A;c (%) 5.6 (5.5—5.9) 6.7 (6.3—-7.1) <0.001
Fasting glucose (mg/dl) 100 (92—105) 132 (119-144) <0.001
Leukocyte count (10"9/L) 6.2 (5.4-7.2) 6.8 (5.7-8.7) 0.019
C-reactive protein (mg/dl) 0.19 (0.11-0.35) 0.34 (0.16—0.63) 0.002
Preclinical carotid atherosclerosis
Plaque presence 56 (62) 68 (71) 0.213
Presence of >3 plaques 16 (18) 32(33) 0.015

Data are shown as n (percentage), median (Q1—Q3), or mean =+ standard deviation.
P-values for group comparisons are reported.

BP: blood pressure; BMI: Body Mass Index; HDL: high density lipoprotein; LDL: low density lipoprotein; MDRD: Modification of Diet in Renal Disease Study equation; T2DM:

Type 2 diabetes mellitus; UACR: urine albumin to creatinine ratio.

2 LDL-cholesterol was not available in 3 patients with fasting triglycerides >400 mg/dL (limitation of Friedewald formula).

> HDL-cholesterol <45 mg/dL in women and <40 mg/dL in men.
¢ HDL-cholesterol < 45/40 mg/dl depending on sex and triglycerides >150 mg/dl.

standardized protocol, as described [13,14]. Briefly, patients un-
derwent sonographic assessment with an Acuson X300 ultrasound
system (Siemens) equipped with a VF 10-5 linear transducer (fre-
quency range 5—10 MHz). The same certified sonographer per-
formed all examinations. IMT at the common carotid artery (CCA)
was measured off-line by semiautomatic software. IMT-mean and
IMT-maximum from each segment were recorded. Plaques were
explored by using B-mode and color Doppler and defined as focal
wall thickenings encroaching into the arterial lumen by at least 50%
of the surrounding IMT value or with thickness of at least 1.5 mm,
as measured from the media adventitia interphase to the intima-
lumen surface [15]. For a detailed description of the technique,
please see Supplemental material.

2.5. Statistical analyses

Data are expressed as median and 25th and 75th percentiles,
mean + standard deviation (SD), and n (percentage, %), unless
otherwise stated. Normal distribution of continuous variables was
assessed by the Kolmogorov—Smirnov test. Non-normally
distributed variables were log transformed to reduce skewness.
Between-group (newly-diagnosed T2DM versus controls) differ-
ences in clinical, anthropometric, laboratory and NMR-assessed
variables were evaluated by the chi-square test for categorical
variables, Mann-Whitney test for non-normally distributed vari-
ables, or unpaired student's t-test for continuous normally
distributed variables. Differences in advanced lipoprotein profile
between groups were further adjusted for the confounders age,
seXx, anthropometric variables, use of lipid-lowering drugs, and
markers of inflammation.

Spearman correlation analyses were used to assess relationships
between NMR-assessed lipoproteins and CCA-IMT, anthropometric
variables (BMI, waist circumference and body fat [%]), HbAlc, and
inflammatory markers. Differences in NMR-assessed lipoproteins
by plaque status, either evaluated as a three level (none, 1-2, or >3
carotid plaques) or a dichotomous variable (none versus any plaque
or none/1-2 versus >3 plaques) were evaluated by the Kruskall-
Wallis, Mann-Whitney, or unpaired student's t-tests, as appro-
priate. To assess independent relationships between NMR-
lipoproteins and measures of preclinical carotid atherosclerosis
(dependent variable), we constructed multivariate models (step-
wise linear regression for CCA-IMT and stepwise logistic regression
models for plaque variables; p for entry <0.15) adjusted for GROUP
(newly-diagnosed T2DM versus control), known factors associated
with atherosclerosis (age, sex, BMI, smoking habit, presence of hy-
pertension or dyslipidemia, and systolic blood pressure) as well as
measures of the conventional lipid profile (LDL-cholesterol, HDL-
cholesterol and triglycerides). We also performed a sensitivity an-
alyses in the subgroup of individuals not taking hypolipidemic
drugs and, when evaluating associations with preclinical athero-
sclerosis outcomes, we further adjusted the regression models for
statin treatment. Accordingly, for each subject we calculated a statin
score, an estimation of lifetime exposure to cholesterol-lowering
treatment, as the product of the duration of treatment in years by
the average dose received of statins standardized to simvastatin.

No information on plaque prevalence or the association of NMR
lipoprotein abnormalities with preclinical atherosclerosis in newly-
diagnosed T2DM was available at the time of study design. We,
therefore, decided to calculate sample size based on expected dif-
ferences in CCA-IMT between individuals with and without T2DM
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Table 2
NMR-assessed advanced lipoprotein profile in control and newly-diagnosed T2DM groups.
NMR-assessed variable Control (n = 90) Newly-diagnosed T2DM (n = 96) p p? p°
VLDL-P number (nmol/L)
Total 53.7 (33.1-76.1) 68.2 (41.2—94.8) 0.002 0.047 0.085
Large 1.0 (0.5—2.4) 1.9 (0.9-3.2) 0.001 0.011 0.028
Medium 7.1 (3.3-12.9) 8.8 (5.5-16.4) 0.019 0.096 0.156
Small 44.6 (28.7-62.0) 54.2 (34.4-75.5) 0.002 0.045 0.081
Ratio Large/Total 0.022 (0.015—-0.034) 0.029 (0.021—-0.040) 0.005 0.027 0.057
VLDL-P composition (mg/dL)
VLDL-C 13.7 (5.8—23.5) 17.0 (8.4—29.9) 0.027 0.058 0.095
VLDL-TG 66.7 (40.0—101.1) 84.6 (50.9—126.8) 0.006 0.037 0.071
Ratio VLDL-C/VLDL-TG 0.19 (0.13—0.24) 0.19 (0.15—0.24) 0.499 0.137 0.186
VLDL-P size (nm) 399+13 404 + 1.3 0.016 0.112 0.205
LDL-P number (nmol/L)
Total 1674.2 + 348.9 1524.1 = 399.0 0.007 0.026 0.031
Large 200.4 (136.4—249.2) 150.6 (109.6—227.7) 0.028 0.308 0.465
Medium 642.2 (518.6—730.6) 554.8 (406.3—698.1) 0.006 0.015 0.024
Small 804.6 (638.9-959.6) 725.7 (597.0—-875.7) 0.053 0.106 0.099
Ratio Small/Total 0.50 (0.42—0.56) 0.54 (0.43—0.59) 0.128 0.672 0.815
LDL-P composition (mg/dL)
LDL-C (mg/dL) 193.6 +45.9 172.0 + 54.4 0.004 0.017 0.027
LDL-TG (mg/dL) 12.28 (9.34—15.28) 13.51 (11.09—17.78) 0.212 0.196 0216
Ratio LDL-C/LDL-TG 9.58 (7.84—11.15) 7.58 (6.08—10.08) <0.001 0.003 0.005
LDL-P size (nm) 199 + 0.3 199 + 0.3 0.279 0.464 0.626
HDL-P number (pmol/L)
Total 28.6 + 6.6 28.7+6.9 0.909 0.922 0.893
Large 1.5 (0.8—2.4) 0.9 (0.3—1.5) <0.001 0.009 0.013
Medium 8.24 (5.80—-11.23) 6.32 (4.32—-9.54) 0.001 0.085 0.114
Small 19.2 (13.3-24.1) 21.9(17.3-264) 0.022 0.098 0.135
Ratio Large/Total 0.050 (0.029—-0.088) 0.032 (0.010—-0.052) <0.001 0.009 0.012
HDL-P composition (mg/dL)
HDL-C (mg/dL) 54.5 (46.7-64.3) 46.1 (38.8—54.6) <0.001 0.001 0.003
HDL-TG (mg/dL) 10.5 (8.8—12.6) 11.6 (9.7-14.7) 0.011 0.034 0.053
Ratio HDL-C/HDL-TG 5.2 (4.2-6.2) 4.0 (3.2-5.2) <0.001 <0.001 <0.001
Ratio HDL_c/HDL-P 1.88 (1.72—2.24) 1.69 (1.52—1.89) <0.001 <0.001 <0.001
HDL-P size (nm) 8.2 (8.0—8.4) 8.0 (7.9-8.2) 0.001 0.007 0.012
Atherogenic Ratios
Ratio LDL-C/HDL-C 3.56 (2.73—4.24) 3.32 (2.58—-4.66) 0.922 0.943 0.924
Ratio (VLDL-C + LDL-C)/HDL-C 3.97 (2.89—4.75) 3.76 (2.89-5.29) 0.431 0.481 0.516
Ratio LDL-P/HDL-P 57.5 (50.2—68.8) 50.9 (39.4—67.5) 0.014 0.116 0.146
Ratio (VLDL-P + LDL-P)/HDL-P 59.7 (52.5—70.8) 52.9 (41.8—70.9) 0.027 0.179 0212

Data are shown as median (Q1—Q3) or mean + standard deviation.
HDL: high-density lipoprotein; HDL-C: cholesterol content in HDL; HDL-P: HDL particles; HDL-TG: triglyceride content in HDL; LDL low-density lipoprotein; LDL-C: cholesterol
content in LDL; LDL-P: LDL particles; LDL-TG: triglyceride content in LDL; NMR: nuclear magnetic resonance; T2DM: type 2 diabetes mellitus; VLDL: very low-density li-
poprotein; VLDL-C: cholesterol content in VLDL; VLDL-P: VLDL particles; VLDL-TG: triglyceride content in VLDL.
2 p-value adjusted for age, sex, lipid-lowering medications and BMI (similar results for waist circumference or body fat [%]).
b p-value adjusted for age, sex, lipid-lowering medications, BMI and leukocyte count (similar results for C-reactive protein).

[16]. We anticipated a mean CCA-IMT group difference of 0.12 mm
(SD 0.24). A sample size of 170 subjects (85 per group) was esti-
mated to provide 85% statistical power, assuming a 10% dropout
rate. The two-side significance level was set at p < 0.05. All analyses
were performed using the SPSS 20.0 statistical package (Chicago, IL)
and SAS software, v.9.2 (SAS Institute Inc., Cary, North Carolina).

3. Results
3.1. Subjects' characteristics

Table 1 shows subjects’ characteristics by study group. Per study
design, there were no differences in age, sex, smoking status, or
prevalence of treated dyslipidemia or hypertension. Total and LDL-
cholesterol were lower, and systolic blood pressure and tri-
glycerides were higher in newly-diagnosed T2DM compared with
control subjects, respectively. In the subgroup of participants not
taking lipid-lowering drugs (n = 56/55 controls/newly-diagnosed
T2DM), levels of total cholesterol (208 + 34 vs. 207 + 35 mg/dL)
and LDL-cholesterol (130 + 27 vs. 128 + 28 mg/dL) were similar
(p > 0.7), while the differences in triglycerides and HDL-cholesterol
persisted. As expected, anthropometric variables, diabetes-related

variables, and markers of chronic inflammation differed between
groups (Table 1).

3.2. NMR lipoprotein profile in newly-diagnosed T2DM and control
groups

The NMR lipoprotein profile of the study population is shown in
Table 2. Compared to control subjects, newly-diagnosed T2DM
patients had a greater number of total VLDL-P (and subclasses),
fewer large and medium LDL-P and fewer large and medium HDL-P
subclasses. Moreover, patients with newly-diagnosed T2DM had
larger VLDL-P, smaller HDL-P, and triglyceride enriched LDL-P and
HDL-P (lower ratio LDL-C/LDL-TG and HDL-C/HDL-TG, respectively).
Interestingly, in subjects not taking lipid-lowering drugs (data not
shown), the between-group differences in VLDL and HDL profiles
remained, as well as the decrease in LDL-C/LDL-TG ratio in newly-
diagnosed T2DM (9.7 [7.9—-10.9] vs. 7.7 [6.5—10.2], p = 0.016).

We evaluated whether differences in the NMR lipoprotein profile
remained after adjustment for age, sex, lipid-lowering drugs,
anthropometric variables (such as BMI, body fat, or waist circum-
ference) and other confounding factors. BMI (or body fat or waist
circumference) was higher in newly-diagnosed T2DM (Table 1), and
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Fig. 1. Associations between NMR-assessed advanced lipoprotein profile and anthropometric, glycemic and inflammation-related variables. Solid and open circles indicate positive
and negative relationships, respectively. BMI: body mass index; CRP: C-reactive protein; HDL: high-density lipoprotein; HDL-C: cholesterol content in HDL; HDL-P: HDL particles;
HDL-TG: triglyceride content in HDL; LDL: low-density lipoprotein; LDL-C: cholesterol content in LDL; LDL-P: LDL particles; LDL-TG: triglyceride content in LDL; NMR: nuclear
magnetic resonance; T2DM: type 2 diabetes mellitus; VLDL: very low-density lipoprotein; VLDL-C: cholesterol content in VLDL; VLDL-P: VLDL particles; VLDL-TG: triglyceride

content in VLDL; WC: waist circumference.

both BMI and markers of inflammation were associated with the
NMR-assessed lipoprotein profile (Fig. 1). As shown in Table 2, some
of the differences between groups were attenuated after adjust-
ment, but the major disparities in VLDL-P and HDL still remained.

3.3. Associations between advanced lipoprotein profile and
common carotid IMT

Mean CCA-IMT in the entire cohort (newly-diagnosed T2DM
and controls) was weakly associated with some of the NMR lipo-
protein profile parameters (Supplementary information). We tested
whether these associations were similar in men and women and
found some statistically meaningful interactions (p = 0.02—0.15)
between VLDL and HDL variables and sex in their age-adjusted
association with CCA-IMT. After exploring these interactions we
found a direct association of CCA-IMT with the number of VLDL-P
and an inverse association with HDL-P size and large and me-
dium HDL-P subclasses only in women. We found no age-and-sex
adjusted interactions (p = 0.2—0.8) between lipoprotein profile
parameters and the variable GROUP (control vs. newly-diagnosed
T2DM) in their association with CCA-IMT.

3.4. Associations between advanced lipoprotein profile and carotid
plaque

The relationship between NMR-assessed lipoprotein profile and

carotid plaque presence is represented in Fig. 2 and Supplementary
material. VLDL-P lipid content (cholesterol and triglycerides,
p < 0.05), total VLDL-P number (p = 0.003) (and in particular large
compared with non-large subclasses), and VLDL-P size (p = 0.016)
increased linearly with carotid plaque number (Fig. 2). HDL-P
cholesterol content and the proportion of cholesterol transported
by HDL-P (ratio HDL-C/HDL-TG) decreased with increasing carotid
plaque number (p < 0.05, both). Furthermore, although the total
amount of HDL-P was similar between carotid plaque groups
(p = 0.321), there were a lower proportion of large HDL-P
(p = 0.010) and a trend (p = 0.077) to lower HDL-P size in sub-
jects with more carotid plaques (Fig. 2). Finally, we observed a
progressive increased in the atherogenic profile (ratio LDL-C/HDL-
C, median [Q1—Q3]) with increasing carotid plaque number
(none: 3.33 [2.59—4.45], 1 or 2: 3.39 [2.67—4.16], and >3 plaques:
3.87 [3.03—5.27], respectively, p = 0.032). No differences for other
LDL related variables were found. We found no significant in-
teractions between lipoprotein variables and sex or GROUP in their
association with carotid plaque burden (none/1-2 vs. > 3 carotid
plaques).

We further evaluated whether the prior univariate associations
(Supplementary Table and Fig. 2) persisted after multivariate
adjustment (Table 3). In the whole group, an increase in triglyceride
content of VLDL-P, greater number of VLDL-P (and large VLDL-P
subclasses) and higher VLDL-P size were associated with a higher
odds of carotid plaque presence (yes/no) and existence of >3
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Fig. 2. VLDL and HDL lipid content, lipoprotein subclasses, and size according to carotid plaque status. P-values (Kruskal-Wallis) for differences among the three categories (none
[n = 62]; 1-2 [n = 76]; >3 carotid plaques [n = 48]) are shown. HDL: high-density lipoprotein; HDL-C: content of cholesterol in HDL; HDL-P: HDL particles; HDL-TG: content in
triglycerides in HDL; VLDL: very low-density lipoprotein; VLDL-C: content of cholesterol in VLDL; VLDL-P: VLDL particles; VLDL-TG: content in triglycerides in VLDL. A: Ratio VLDL-
C/VLDL-TG (0.18 [0.13—0.24], 0.20 [0.13—0.24], 0.20 [0.15—0.24], p = 0.694, and, D: ratio HDL-C/HDL-TG (4.86 [3.72—6.09], 4.75 [3.91-5.99], 4.22 [2.86—5.07], p = 0.014). Total (and
subfractions) lipoprotein number (B and E). p-value for total lipoprotein number is shown. B: Ratio Large VLDL-P/VLDL-P (0.022 [0.016—0.032], 0.028 [0.018—0.035] and 0.031
[0.021—-0.044], p = 0.009); E: Ratio Large HDL-P/HDL-P (0.048 [0.024—0.090], 0.039 [0.014—0.069] and 0.032 [0.010—0.055], p = 0.026). Lipoprotein size (C and F). C: VLDL size was
39.9 + 1.2,40.1 + 1.3, and 40.6 + 1.3 nm in subjects with no, 1-2, and >3 carotid plaques, respectively. F: HDL size was 8.14 (8.02—8.36), 8.10 (7.94—8.26), and 8.08 (7.96—8.20) nm in

subjects with no, 1-2, and >3 carotid plaques, respectively.

carotid plaques. Conversely, HDL-P cholesterol (vs. triglyceride)
content was inversely associated with carotid plaque burden.

4. Discussion

In a group of newly-diagnosed T2DM individuals with near-
normal  HDL-cholesterol and triglyceride concentrations
compared with a matched control group, NMR evaluation of lipo-
proteins identifies additional atherogenic abnormalities (particle
number, size and lipid composition of VLDL and HDL) beyond the
conventional lipid profile. These lipoprotein abnormalities are
associated with preclinical carotid atherosclerosis in both T2DM
patients and control subjects. Our results contribute to under-
standing the atherogenic lipoprotein abnormalities of T2DM and
their relation with cardiovascular disease risk.

NMR spectroscopy is useful for the study of diabetic dyslipide-
mia [7,8]. The traditional assessment of the lipid alterations of
atherogenic dyslipidemia, i.e., measurements of LDL-cholesterol,
HDL-cholesterol, and triglycerides, or even LDL-cholesterol size
determination by gel electrophoresis, does not allow the identifi-
cation of the main lipid abnormality, increased blood concentra-
tions of abnormal VLDL secondary to hepatic VLDL overproduction
[17]. Our results concur with findings in non-Mediterranean sub-
jects showing an increased amount of VLDL (both total and

subclasses) particles in T2DM [ 18—20], pointing out the importance
of this lipoprotein as a marker of diabetic dyslipidemia. Alterations
of HDL are also a key component of this syndrome. Although we
have observed a similar amount of total HDL-P in controls and
newly-diagnosed T2DM, the latter disclosed a lower amount of
large antiatherogenic particles, as previously described [18,19].
Furthermore, we found triacylglycerol-enriched HDL particles in
newly-diagnosed T2DM that are prone to hepatic lipase catabolism
and exhibit impaired antioxidant activity [21]. Finally, even though
we could not identify the third key component of diabetic dysli-
pidemia, i.e., increased number of total and small LDL particles, we
still found triacylglycerol-enriched LDL (proportional to choles-
terol) in newly-diagnosed T2DM compared to controls. The recent
diagnosis of diabetes, good glycemic control (average HbAlc of
6.7%), low prevalence of atherogenic dyslipidemia (defined as the
combination of conventional low HDL-cholesterol and high tri-
glycerides), and high proportion of subjects on statin treatment, a
drug that predominantly acts on LDL, might explain in part our LDL
findings.

While the pathophysiology of atherogenic dyslipidemia is not
fully understood, hepatic insulin resistance is believed to play a
crucial role [7,8]. In fact, a NMR lipoprotein score from the MESA
(Multi-Ethnic Study of Atherosclerosis) population was closely
associated with glucose disposal rate obtained during
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Table 3
Associations between NMR-assessed advanced lipoprotein profile and preclinical
carotid atherosclerosis: multiple regression analysis.

Carotid plaque variables

Plaque presence (yes/no) OR 95%CI p

VLDL-TG (mg/dL) 1.767 (1.003—-3.105) 0.0478
VLDL-C (mg/dL) 1.610 (0.944—-2.747) 0.0804
VLDL-P (nmol/L) 1.560 (0.937—-2.598) 0.0874
Large VLDL-P (nmol/L) 6.156 (1.699—22.300) 0.0056
VLDL size (nm) 1.416 (0.964—2.082) 0.0763
Ratio Large VLDL-P/Total VLDL-P 1.739 (1.160—2.608) 0.0075
>3 plaques (yes/no) OR 95%CI P

VLDL-TG (mg/dL) 8.975 (2.330—34.576) <0.001
VLDL-P (nmol/L) 2.713 (1.601-4.598) <0.001
Large VLDL-P (nmol/L) 2.772 (1.531-5.018) <0.001
Ratio Large VLDL-P/Total VLDL-P 1.723 (1.145-2.592) 0.0090
VLDL size (nm) 2.044 (1.320-3.166) 0.0014
HDL-C (mg/dL) 0.625 (0.368—1.063) 0.0829
Ratio HDL-C/HDL-TG 0.638 (0.477—0.852) 0.0024
Ratio LDL-C/HDL-C 1.462 (1.014-2.107) 0.0417
Ratio (VLDL-C + LDL-C)/HDL-C 1.548 (1.037—-2.310) 0.0326

Stepwise logistic regression models for plaque outcomes adjusted for: age, sex, body
mass index, GROUP (newly-diagnosed diabetes vs. control), presence of hyperten-
sion or dyslipidemia, smoking status, systolic blood pressure, statin score, and
conventional lipid profile (LDL-cholesterol, HDL-cholesterol and triglycerides).
Standardized odds ratio and 95% confidence interval are shown.

Value of significance level for entry p < 0.15.

HDL: high-density lipoprotein; HDL-C: cholesterol content in HDL; HDL-P: HDL
particles; HDL-TG: triglyceride content in HDL; NMR: nuclear magnetic resonance;
VLDL: very low-density lipoprotein; VLDL-C: cholesterol content in VLDL; VLDL-P:
VLDL particles; VLDL-TG: triglyceride content in VLDL.

hyperinsulinemic-euglycemic clamp [22], a gold standard mea-
surement of whole body insulin action. We did not measure insulin
action, but we adjusted NMR lipoprotein profiles for obesity
(Table 2), the main determinant of insulin action in humans, and for
markers of chronic inflammation (closely associated with insulin
resistance), and found marginal attenuation (for VLDL) or no effect
modification (for HDL) in the main differences in the advanced lipid
profile between newly-diagnosed T2DM and controls.

The relationship between NMR lipoprotein profiles and pre-
clinical carotid atherosclerosis has been previously evaluated in few
studies [23—28]. Most of them have focused on common carotid
IMT, however, and little information is available on associations
with carotid plaque [27,28]. Furthermore, whereas the association
between LDL [24,25] and HDL composition [26—28] and preclinical
atherosclerosis is well established, to the best of our knowledge no
data are available on VLDL characteristics, even though total
amount of VLDL-P and large VLDL-P were independent predictors
of cardiovascular events in a cohort or 27,673 women followed
during 11 years [29]. VLDL particle amounts and features was the
NMR-assessed lipid variable more closely associated with preclin-
ical atherosclerosis in our population. VLDL triglyceride content,
total and individual subclasses of VLDL-P (in particular the pro-
portion of large VLDL-P), and VLDL-P size were associated with
carotid plaque even after adjustment for confounders (Table 3).
Therefore, in addition to being the marker of atherogenic dyslipi-
demia, VLDL-P could also be involved in the genesis of athero-
sclerosis [30]. Although the role of triglycerides as a cardiovascular
risk factor is a matter of debate [31], newer genetic data indicate a
potential causal role of triglyceride-rich lipoproteins in cardiovas-
cular events [32,33]. Furthermore, in our study HDL-cholesterol,
the  HDL-cholesterol/HDL-triglyceride  ratio, HDL-P  size
(p = 0.077), and larger HDL-P were inversely associated with ca-
rotid plaque. However, after adjusting for risk factors and statin
treatment (Table 3), only HDL lipid content remained inversely
associated with carotid plaque burden. Indeed, triglyceride HDL-P
content (expressed as the ratio HDL-cholesterol/HDL-triglyceride,

a marker not assessed in previous studies) [26,28], was strongly
associated with all measurements of atherosclerosis in our cohort,
indicating that this triacylglycerol-enriched lipoprotein might play
arole in atherosclerosis [21].

Atherogenic dyslipidemia might have a different role in
atherosclerosis in men and women, and this could help explain sex
differences in cardiovascular disease outcomes [1,34]. Compared to
non-diabetic populations, T2DM increases cardiovascular disease
risk by 3—4 times in women but only twice in men [1,34]. Although
men and women were evaluated in previous studies [23—28], a
differential sex effect of NMR-lipoprotein profile on preclinical
atherosclerosis or cardiovascular events has not been investigated.
We found that the lack of association between IMT and NMR-
lipoprotein profile was driven in part by a differential association
of several of these variables with IMT in men and women. Indeed,
we found that in women VLDL and HDL variables were directly and
inversely associated with IMT, respectively, while no associations
were observed for men. No such sex differences were observed
when we analyzed associations with carotid plaque.

Our case-control study has strengths and limitations. Among the
strengths, the study was performed in a homogeneous group of
T2DM patients (early stage and no cardiovascular disease) with
lower potential for confounding. No prior studies have evaluated
the relationships between image biomarkers of CVD, such as ca-
rotid atheroma plaque, and one of its most important determinants,
i.e., atherogenic dyslipidemia, at a diabetes disease stage when CVD
prevention is likely by intensive glucose control. Most previous
studies addressing the associations of NMR lipoproteins with pre-
clinical atherosclerosis focused on IMT [22—25], while we have
evaluated carotid plaque, a better independent predictor of car-
diovascular events [35,36]. Furthermore, we have accounted for
most clinical variables influencing preclinical atherosclerosis,
including standard cardiovascular risk factors and statin treatment.
Limitations should also be acknowledged. Due to the cross-
sectional design, a causal relationship between disturbances of
NMR-assessed lipoproteins and IMT or carotid plaque cannot be
established. Longitudinal studies with greater sample size are
needed to confirm the central role of triglyceride-rich lipoproteins
in the development and/or progression of preclinical atheroscle-
rosis at the early stages of T2DM. Moreover, the high proportion
(close to 40%) of patients on lipid-lowering drugs in the two study
groups could have influenced in part our results. However, a
sensitivity analysis performed in subjects without lipid lowering
drugs provided similar results. Finally, as indicated in Table 1, ac-
cording to HbA1c and fasting glucose concentrations some of our
controls (18 out of 90) had prediabetes. Nevertheless, we decided to
keep them merged in the same non-diabetic group to respect our
study design (based on diabetic vs. non-diabetic individuals), our
small sample size and, most importantly, because conventional and
NMR lipid parameters were similar between prediabetic and non-
prediabetic controls (p > 0.2, all), even though different patterns
of lipid profiles have been described across glucose tolerance cat-
egories and ethnicities [37].

In summary, our study in a group of newly-diagnosed T2DM and
matched non-diabetic individuals shows significant quantitative
and qualitative between-group differences in NMR advanced lipo-
protein profile and associations between triglyceride-enriched
HDL-P and several VLDL-P variables with preclinical carotid
atherosclerosis (in particular carotid plaque), highlighting the
importance of triglyceride-rich lipoproteins in the pathophysiology
of atherosclerosis. At this early stage of the disease, a combination
of specific biomarkers of vascular wall imaging and atherogenic
dyslipidemia, a main determinant of cardiovascular risk in diabetes,
may be useful to identify individuals who should be targeted for
intensive cardiovascular risk prevention strategies. Finally,
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although the clinical utility of this NMR-assessed advanced lipo-
protein profile has to be fully elucidated in prospective studies, as
suggested by some scientific societies [38,39], this tool might be
increasingly used in the near future for predicting cardiovascular
disease and as lipid target.
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Abstract

Consistent evidence supports the pro-atherogenic properties of dietary trans-fatty acids (TFAs). However, there are no clinical data on TFA intake and
atheroma plaque. We cross sectionally investigated whether the proportion of total C18:1 TFA in red blood cells (RBCs), which mirrors dietary TFA intake,
independently relates to carotid plaque prevalence in subjects with new-onset type 2 diabetes mellitus without prior cardiovascular disease (n=101, 56% men,
mean age 61 years) and age- and sex-matched controls (n=96). RBC fatty acid composition was determined by gas chromatography. Plaque (defined as carotid
intima-media thickness >1.5 mm) was sonographically assessed at three bilateral carotid segments. In multivariate models adjusting for group (diabetes or
control) and classical cardiovascular risk factors, for each 0.1% increase in RBC total C18:1 TFA isomers, plaque prevalence increased by 53% (P=.002). In contrast,
for each 0.1% increase in RBC alpha-linolenic acid, the vegetable omega-3 fatty acid, plaque prevalence decreased by 43% (P<.001). We conclude that the RBC
membrane proportion of total C18:1 TFA, considered a proxy of intake, directly relates to the ultrasound feature that best predicts future cardiovascular events.

Our findings support current recommendations to limit TFA intake for cardiovascular health promotion.

© 2016 Elsevier Inc. All rights reserved.

Keywords: Alpha-linolenic acid; Atheroma; Biomarkers; Diet; trans-Fat

1. Introduction

A large body of evidence supports the concept that dietary fat is
crucial in the cause and prevention of cardiovascular diseases [1,2].
Among the different types of dietary fatty acids, the strongest evidence
for an increased risk of coronary heart disease is observed for trans-
fatty acids (TFAs) [3,4]. The most abundant dietary TFA are the trans-
isomers of C18:1, supplied by highly processed foods, partially
hydrogenated vegetable oils, and ruminant fat [2]. The presumed
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cardiovascular protection by TFA naturally present in beef and dairy
products [5] is controversial given the overlap from industrial and
ruminant sources [6], as actually occurs in the general population [2].
This prompted the European Society of Cardiology to advise refraining
from consumption of sources of industrial TFA and limiting intake of
TFA from animal origin to <1% of total energy in adults, rather than
recommending differential intakes by source [7]. In addition, from
June 2015, the US Food and Drug Administration no longer recognizes
partially hydrogenated oils as safe [8].

Although the mechanisms underlying the deleterious effects of TFA
remain to be completely elucidated, results from experimental studies
have consistently shown that consumption of TFA from industrial
origin induces an atherogenic state (reviewed in Ref. [5]), contributing
to the development of atherosclerotic plaque [9]. The presence of
plaques in the arterial tree is the hallmark of cardiovascular disease.
Since atherosclerosis is a systemic disease, plaque presence in a
particular vascular bed is considered a surrogate marker for advanced
disease elsewhere. In this regard, detection of non-coronary (ie.,
carotid) atherosclerosis by ultrasound, a widely available, low-cost,
noninvasive technique, enhances risk prediction and reclassification
over traditional cardiovascular risk factors [10]. Carotid intima-media
thickness (IMT) has been widely used as a surrogate marker of future
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cardiovascular events, but increasing evidence indicates that carotid
plaque is a better predictor of cardiovascular disease [11].

A single epidemiologic study reported that habitual intake of TFA is
associated with enlarged carotid IMT [12], but clinical data on dietary
TFA and carotid plaque are lacking. We hypothesized that enrichment of
these fatty acids in circulating lipids [ 13,14] would relate to an increased
carotid plaque prevalence. To address this issue, we measured total
C18:1 trans-isomers in red blood cell (RBC) membranes and related
their proportion to subclinical carotid atherosclerosis in 197 subjects
well phenotyped for cardiovascular risk factors.

2. Materials and methods
2.1. Study population

This cross-sectional study uses baseline data from the DIABIMCAP
Study (Carotid Atherosclerosis in Newly Diagnosed Type 2 Diabetic
Individuals, ClinicalTrials.gov Identifier: NCT01898572) [15]. We
pooled data from 101 subjects with new-onset type 2 diabetes
mellitus [fasting glucose and/or glycosylated hemoglobin (HbA1c),
1999 World Health Organization criteria] and a control population
(n=99) matched for age (+5 years), gender, treatment with
antihypertensive agents, treatment with cholesterol-lowering agents
and smoking habit (Supplementary Fig. 1). The study protocol was
approved by the ethics committee of the institution and was
conducted according to the guidelines of the Declaration of Helsinki.
Written informed consent was obtained from all subjects.

2.2. Clinical and laboratory determinations

Participants were invited to attend a first visit at their primary
health care center for physical examination and ascertainment of
inclusion and exclusion criteria. Age, sex, smoking habits, first-degree
family history of diabetes and cardiovascular disease, and personal
history and treatment for hypertension and dyslipidemia were
recorded. Weight, height and waist circumferences were measured
by using standard methods.

Fasting blood samples and spot first morning urine were collected
and biochemical measurements were performed in a single laboratory
(Biomedical Diagnostic Center, Hospital Clinic, Barcelona, Spain) using
standardized assays to measure glucose, HbAlc and the lipid profile,
including total cholesterol, high-density lipoprotein (HDL) cholester-
ol, low-density lipoprotein (LDL) cholesterol by the Friedewald
formula, and triglycerides. To determine the fatty acid profile of RBC
membranes, a 100 pl aliquot of EDTA-collected blood was transferred
into an Eppendorf containing 1400 pl of distilled water. Once cells
were hemolyzed, they were spun. The supernatant (containing
hemoglobin and serum lipids) was discarded, and the pellet (>99.5%
of RBC membranes) was dissolved in 1 ml BF; methanol solution and
transferred to a screw-cap test tube, which was heated for 10 min at
100°C to hydrolyze and methylate glycerophospholipid fatty acids.
The extracts were cooled to 25°C and fatty acid methyl esters were
isolated by adding n-hexane. An aliquot of the hexane layer was
transferred into an automatic injector vial equipped with a 300 pl
volume adapter. Fatty acid methyl esters were separated by gas-
chromatography using an Agilent 7890 A Gas Chromatograph (Agilent
Espafia, Spain) equipped with a 30 mx0.25 pmx0.25 mm SupraWAX-
280 capillary column (Teknokroma, Spain), an autosampler, and a
flame ionization detector. The amount of each fatty acid is expressed
as a percentage of the total identified fatty acids in the sample.

2.3. Carotid ultrasound

In a second visit, bilateral carotid artery ultrasound imaging
was performed according to a standardized protocol [15] to evaluate

plaque presence. Main outcome measurement was carotid plaque
prevalence, and secondary outcomes were presence of at least one
plaque with >2.5 mm; presence of >3 plaques; and presence of plaque
at internal carotid artery. Briefly, patients underwent sonographic
assessment with an Acuson X300 ultrasound system (Siemens,
Germany) equipped with a VF 10-5 linear transducer (frequency
range 5 to 10 MHz). The same certified sonographer performed all
examinations. Consistency (reliability or repeatability) of ultrasound
carotid wall measurements was evaluated by comparing results from
repeated examinations in 14 subjects performed 3 days apart.
Intraclass correlation coefficient ranged from 0.92 to 0.96 for IMT
mean (average of right and left) and IMT maximum (maximum value
from either right or left) in common, bulb and internal carotid
segments. IMT at the common, bulb and internal carotid artery were
measured offline by semiautomatic software. Plaques were explored
by using B-mode and color Doppler and defined as a focal wall
thickening encroaching into the arterial lumen by at least 50% of the
surrounding IMT value or with thickness of at least 1.5 mm as
measured from the media adventitia interference to the intima-lumen
surface [16]. Plaque height was recorded at the more appropriate view,
either longitudinal or transversal. Plaque burden (sum of maximum
heights of all plaques) was recorded for all study subjects.

2.4. Statistical analyses

We expressed data as mean (standard deviation), medians
(interquartile ranges) or frequency (percentage), as appropriate.
Chi-square test, Mann-Whitney and t test were used for group
comparisons, as appropriate. We searched for independent associa-
tions between carotid atherosclerosis (dependent variables) and the
proportions of total C18:1 trans-isomers in RBC membranes (inde-
pendent variable) by constructing logistic regression models. The
models included age, gender, body mass index (BMI), treatment with
antihypertensive agents, smoking, and group (new-onset type 2
diabetes or control) as potential confounders. Because many subjects
had been treated with hypolipidemic drugs and high-dose statins may
induce the plaque regression, we also adjusted for statin treatment. To
this end, for each subject, we calculated a statin score, an estimation of
lifetime exposure to cholesterol-lowering treatment, as the product of
the duration of treatment in years by the average dose received of
statin drugs standardized to simvastatin. Finally, the models also
included RBC membrane proportions of C18:3n-3 (alpha-linolenic
acid, ALA), and C20:5n-34-C22:6n-3, since the proportions of these
fatty acids in circulating lipids have been inversely related to carotid
plaque prevalence in other populations [17,18].

Normal distribution of data was assessed using graphical methods
and the Kolmogorov-Smirnov test. Non-normally distributed vari-
ables were transformed to their natural logarithm in regression
analyses. Standard diagnostic evaluations on the residuals from the
fitted models showed no evidence of failure of the assumption of
normality and homogeneity of the residual variance. Statistical
significance was set at the P<.05 level in all cases. Analyses were
performed using SPSS software, version 19.0 (IBM Corp., Armonk, NY,
USA).

3. Results

Table 1 displays clinical characteristics, demographic data,
treatment regimes and carotid ultrasound variables. By study design,
no between-group differences existed in age, sex and conventional
cardiovascular risk factors, the variables used to match groups. In
contrast, subjects with type 2 diabetes had higher BMI and serum
triglycerides, lower HDL cholesterol and higher prevalence of pre-
clinical atherosclerosis than controls. RBC membrane fatty acid
composition is presented in Table 2. Significant between-group
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Table 1
Participant clinical characteristics, treatment regimes and carotid ultrasound variables of the study participants
All participants (n=197) New-onset diabetes (n=101) Control (n=96) p?
Variables used to match groups
Sex, men n (%) 106 (53.8) 56 (55.4) 50 (52.1) .636
Age, years 62.0 (55.5-66.0) 62.0 (55.0-66.0) 63.0 (55.3-67.0) .658
Smoking status (current/past/never) 39/57/98 20/30/50 19/27/48 934
Dyslipidemia, n (%) 77 (39.1) 42 (41.6) 35 (36.5) 461
Hypertension, n (%) 106 (53.8) 53 (52.5) 53 (55.2) 701
Other clinical and laboratory characteristics
Body mass index, kg/m? 28.9 (26.3-32.5) 30.4 (27.0-33.8) 27.3 (25.1-31.2) <.001
Total cholesterol, mg/dl 204+39 199+41 209+35 .064
HDL cholesterol, mg/dl 51 (44-62) 47.0 (41.0-55.0) 56 (49-68) <.001
LDL cholesterol, mg/dl 125432 129431 121433 .076
Triglycerides, mg/dl 112 (85-150) 132 (89-176) 100 (75-132) <.001
Statin score 0 (0-26) 0(0-18) 0 (0-39) 672
Hemoglobin Alc, % .1 (5.6-6.7) .7 (6.3-7.4) 5.6 (5.5-5.9) <.001
UACR >30 mg/g, yes 9 (10.0) 1(11.5) 8 (8.5) 498
Carotid ultrasound
Plaque prevalence, yes 132 (67.0) 74 (73.3) 58 (60.4) .055
>3 plaques, yes 52 (26.4) 7 (36.6) 15 (15.6) .003
Plaque >2.5 mm, yes 49 (24.9) 3(32.7) 16 (16.7) .009
Plaque at internal carotid artery, yes 63 (32.0) 44 (43.6) 19 (19.8) <.001
Plaque burden, mm" 4.10 (1.95-7.11) 5.59 (3.29-7.53) 3.41 (1.73-5.09) .001

Data are shown as n (percentage), median (Q1-Q3) or mean + standard deviation.
UACR: urine albumin to creatinine ratio.

@ P values for comparisons between new-onset type 2 diabetes and controls, obtained by chi-square test, Mann-Whitney and t test, as appropriate.

5 Sum of maximum heights of all plaques. Data from n=131/73/58 participants.

differences were limited to cis-C16:1n-7 and C20:4n-6, which were
higher in type 2 diabetes compared with controls, and ALA, which was
higher in controls compared with diabetic individuals. Table 3 displays
comparisons regarding C18:1 TFA, ALA and C20:5n-34-C22:6n-3 in
RBC of subjects grouped by carotid plaque prevalence. Significant
differences were found for ALA when grouping the study population
according to having any carotid plaque, having >3 plaques and having
a plaque at internal carotid artery. For C18:1 TFA, differences were

only observed when the participants were divided by presence or
absence of plaque in the carotid artery. Fig. 1 summarizes cross-
sectional associations of carotid plaque with RBC total C18:1 TFA and
n-3 fatty acids, and conventional cardiovascular risk factors and
treatments. After adjusting for potential confounders, the probability
of having any (yes/no) carotid plaque increased by 53% for each 0.1%
increase in total C18:1 TFA in RBC membranes. In contrast, for each
0.1% increase in RBC ALA, there was a 43% lower probability of having

Table 2

RBC fatty acid composition (% of total fatty acids) of the study participants

Fatty acid All participants (n=197) New-onset diabetes (n=101) Control (n=96) P
C14:0 2.52 (1.11-4.01) 2.28 (1.06-3.64) 2.59 (1.17-4.56) 155
C16:0 20.49 (19.87-21.07) 20.55 (19.89-21.20) 20.36 (19.78-20.85) 124
C18:0 10.74 (9.29-12.56) 10.38 (9.26-12.14) 11.36 (9.43-13.22) .062
C20:0 0.16 (0.09-0.21) 0.13 (0.08-0.20) 0.17 (0.12-0.22) 011
€22:0 0.14 (0.10-0.17) 0.13 (0.10-0.17) 0.15 (0.10-0.18) 302
C24:0 0.30 (0.24-0.41) 0.29 (0.22-0.38) 0.31 (0.25-0.46) .033
Sum of SFA 34.65 (33.31-37.22) 34.42 (33.25-36.13) 35.44 (33.32-37.68) 071
cis-C16:1n-7 0.62 (0.52-0.82) 0.67 (0.54-0.94) 0.61 (0.47-0.74) .009
trans-C16:1n-7 0.25 (0.22-0.27) 0.25 (0.22-0.27) 0.24 (0.21-0.27) 611
cis-C18:1n-9 16.20 (15.03-17.66) 16.11 (14.90-17.48) 16.31 (15.15-18.16) 416
Total trans-C18:1 1.18 (1.10-1.30) 1.21(1.10-1.31) 1.17 (1.09-1.27) .188
C€20:1n-9 0.20 (0.16-0.27) 0.20 (0.15-0.27) 0.21 (0.16-0.27) 361
C24:1n-9 0.44 (0.34-0.60) 0.43 (0.33-0.57) 0.44 (0.34-0.69) 344
Sum of MUFA 19.02 (17.76-20.97) 19.09 (17.72-20.76) 18.98 (17.77-21.21) .704
C18:2n-6 13.51 (11.98-14.87) 13.20 (11.90-14.51) 13.64 (12.11-15.20) 301
C18:3n-6 0.16 (0.12-0.20) 0.15 (0.12-0.20) 0.17 (0.11-0.21) 635
C20:2n-6 0.21 (0.18-0.25) 0.21 (0.18-0.24) 0.22 (0.19-0.26) 133
C20:3n-6 1.74 (1.51-1.95) 1.76 (1.50-1.94) 1.71 (1.52-1.96) 524
(20:4n-6 18.13 (15.97-20.05) 18.80 (16.23-20.31) 17.64 (15.58-19.83) .021
C22:4n-6 2.25 (1.95-2.65) 2.30 (2.08-2.73) 2.15 (1.92-2.58) 011
C22:5n-6 0.47 (0.39-0.59) 0.47 (0.38-0.59) 0.48 (0.39-0.61) 964
Sum of n-6 PUFA 37.18 (34.05-39.44) 37.23 (34.83-39.40) 37.04 (33.28-39.46) .365
C18:3n-3 0.13 (0.10-0.20) 0.13 (0.10-0.18) 0.14 (0.11-0.21) .070
C20:5n-3 0.78 (0.52-1.28) 0.76 (0.49-1.14) 0.79 (0.57-1.31) .263
C22:5n-3 1.72 (1.53-1.97) 1.74 (1.53-2.01) 1.70 (1.51-1.94) 341
(€22:6n-3 5.82 (5.02-6.99) 5.91 (5.10-7.15) 5.82 (4.93-6.74) .365
Omega-3 index (C20:5n-3+C22:6n-3) 6.59 (5.63-8.11) 6.48 (5.65-8.31) 6.66 (5.54-8.01) 672

Data are shown as median (Q1-Q3). SFA, saturated fatty acids; MUFA, monounsaturated fatty acids; PUFA, polyunsaturated fatty acids.

@ P values for comparisons between new-onset type 2 diabetes and controls, obtained by Mann-Whitney test.



84 Z. Herreras et al. / Journal of Nutritional Biochemistry 38 (2016) 81-85

Table 3
Proportion of selected RBC fatty acids (% of total fatty acids) of study subjects by carotid
plaque prevalence

Omega-3 index

Total trans-C18:1 C18:3n-3 (C20:5n-3+C22:6n-3)

Main outcome (carotid plaque)
No (n=65) 1.17 (1.09-1.27)  0.15(0.11-0.35)  6.74 (5.56-8.29)
Yes (n=132) 1.21(1.10-1.31)  0.13(0.10-0.17)" 6.51 (5.65-8.05)
Secondary outcomes
Plaque >2.5 mm

No (n=148) 1.18 (1.09-1.29) 0.14(0.10-0.21)  6.61 (5.73-8.11)

Yes (n=49) 1.21(1.12-1.31)  0.13 (0.10-0.16)  6.54 (5.32-8.17)
>3 plaques

No (n=145) 1.18 (1.09-1.29)  0.14(0.10-0.25)  6.59 (5.65-8.01)

Yes (n=>52) 1.19 (1.11-1.36)  0.13 (0.10-0.15)" 6.63 (5.57-8.85)

Plaque at internal
carotid artery

No (n=134)

Yes (n=63)

1.17 (1.09-1.28)  0.14 (0.11-0.22)  6.80 (5.74-8.01)
124 (1.12-1.36)" 0.12 (0.10-0.15)" 6.35 (5.40-8.88)

Data are shown as median (Q1-Q3).
* P<,05 for comparisons between groups, obtained by Mann-Whitney test.

carotid plaque, while RBC long-chain n-3 fatty acids were unrelated to
plaque prevalence. Expectedly, age and male sex significantly related
to plaque presence, while type 2 diabetes and smoking showed a
trend. ALA showed a trend for lower prevalence of plaque >2.5 mm
(Supplementary Fig. 2), while fully statistical significance was
observed for lower prevalence of >3 plaques (Supplementary Fig. 3)
and plaque at internal carotid artery (Supplementary Fig. 4).
Increasing C18:1 TFA in RBC showed a trend for increased prevalence
of >3 plaques (Supplementary Fig. 3), while relating significantly to an
increased prevalence of plaque at internal carotid artery (Supplemen-
tary Fig. 4).

4. Discussion

In this cross-sectional study we investigated associations between
the fatty acid composition of RBC membranes and advanced carotid
atherosclerosis in patients with a new diagnosis of type 2 diabetes and
controls matched for classical cardiovascular risk factors. We found
that RBC enrichment in total C18:1 TFA, known to mirror intake of
dietary TFA [13], was directly associated with the prevalence of carotid
plaque, a surrogate marker of future cardiovascular events. In contrast,

Total C18:1 trans, increase by 0.1% —e—
C18:3n-3, increase by 0.1% ——
C20:5n-3 + C22:6n-3, increase by 1% H—4
Type 2 diabetes, yes l—-—0—<
Age, increase by 10 y : ———
Male gender, yes D
BMI, increase by 1 kg/m2 M
Anti-hypertensive treatment, yes |—Q—1
Statin score, mg x y +
Smoker, yes b + !
2% 05 1 2 4
Odds ratio

Fig. 1. Independent determinants of carotid plaque prevalence. Data are presented as
adjusted point estimates with 95% confidence intervals (CIs) obtained by multiple
logistic regression analysis. OR for total C18:1 trans: 1.532 (CI: 1.164-2.016; P=.002);
OR for C18:3n-3: 0.568 (CI: 0.429-0.751; P<.001); OR for C20:5n-3+C22:6n-3: 0.983
(CI: 0.814-1.187; P=.857).

a higher RBC proportion of ALA, the vegetable n-3 fatty acid, mainly
supplied by walnuts in Mediterranean populations like the one herein
examined, related to lower carotid plaque frequency.

The seminal work of Mensink and Katan [19] reporting the harmful
effect of dietary TFA on serum lipoproteins prompted research on the
causal role of these fatty acids in cardiovascular disease (reviewed in
[6,20,21]). While C16:1n-7 trans exists exclusively in ruminant fats,
C18:1 trans-isomers can be found in both partially hydrogenated oils
and ruminant fats. Intake of industrially derived TFA has been
consistently linked to a pro-atherogenic state. In contrast, either
neutral or modest protective effects have been reported for TFA
naturally present in beef and dairy products (reviewed in Ref. [5]),
which intake is much lower than that of TFA from industrial origin [2].
This has prompted the recommendation of decreasing intake of TFA
from all sources as the best strategy to promote cardiovascular health
[7.21].

Short-term randomized clinical trials reported that dietary TFA
triggers systemic inflammation, endothelial dysfunction and insulin
resistance (reviewed in Ref. [22]). However, whether plaque forma-
tion is induced by TFA intake could only be tested by long-term
randomized clinical trials, which would be unethical. Therefore,
clinical data on dietary TFA and atheroma plaque must rely on
epidemiological studies. It is difficult to accurately estimate fatty acid
intake using traditional dietary questionnaires, since they are subject
to reporting errors and databases are incomplete, in particular those
on TFA. Because TFA cannot be endogenously synthesized, adipose
tissue and/or circulating TFA are good biomarkers of dietary intake
[13,14], yet their predictive value of coronary events remains
controversial [13,23-28]. We focused on C18:1 TFA isomers because
they are the most abundant TFA in the diet [2] and in blood [13,29].
Given the goal to limit consumption of all dietary TFAs regardless of
the origin, instead of examining separately different TFA isomers, we
used a chromatographic technique where all C18:1 TFA isomers,
including species from both industrial and natural origin, elute into a
single peak.

Recognizing that it is difficult to disentangle the individual
contribution of C18:1 TFA and ALA on potential atheroma plaque
build-up since they actually interplay, we provide novel clinical
evidence in line with the deleterious effects of TFA. Our findings
concur with those of Merchant and coworkers [12], who reported that
intake of TFA, as assessed by food-frequency questionnaires, was
associated with the mean IMT of all carotid segments in individuals
from different geographical origins. We focused mainly on plaque
presence (the hallmark of cardiovascular disease), given the increas-
ing evidence that this variable has higher predictive value for future
cardiovascular events than IMT [11]. In this regard, our results add to
data from cross-sectional studies reporting that carotid plaque
prevalence assessed by ultrasound directly relates to dietary intake
of saturated fatty acids (palmitic and stearic acids) [30], and inversely
to n-3 fatty acids, either from marine [17,30,31] from or plant origin
[18,32]. Consistent with the latter, we found a significant inverse
association between the RBC proportion of ALA and carotid plaque
prevalence. Given that the main source of this fatty acid in similar
populations is walnut consumption [ 18], this association may not only
be attributable to ALA per se but also to other salutary bioactive
components of the parent food, as occurs in nuts and all edible plant
seeds.

Our study has limitations. First, the sample size was relatively
small. The reason for a lack of a prespecified sample size is that this is a
substudy using baseline data of a prospective study exploring changes
of preclinical atherosclerosis in new-onset type 2 diabetes compared
to matched controls, and ours was an exploratory study. Second, the
sample is ethnically homogeneous and nearly 50% of our study
population had type 2 diabetes, a reason why the results cannot be
generalized to other populations. Finally, given the cross-sectional
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design of the study, we cannot exclude the possibility of residual
confounding. The study also has strengths, such as the use of RBC fatty
acid content as an objective and stable biomarker of long-term fatty
acid intake and the inclusion of major confounders in multivariable
analyses.

In conclusion, we report opposite direction in the association
between RBC proportions of ALA (inverse) and total C18:1 TFA (direct)
with carotid plaque presence, the ultrasound feature that best predicts
future cardiovascular events. The interplay of both fatty acids
precludes ascribing the individual contribution of total C18:1 TFA to
atherosclerosis. Therefore, reducing TFA intake while increasing
consumption of walnuts, a source of salutary bioactive compounds
including ALA itself, might be a synergistic approach to delay
atheroma plaque formation, thus contributing to cardiovascular risk
prevention, the leading cause of mortality worldwide.
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