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4. RESUMEN

HIPOTESIS: Existen marcadores de dafio renal asociados a la diabetes mellitus
tipo 2 (DT2) mas sensibles y especificos que los utilizados actualmente. La
metabolémica podria ayudar a identificar algunos de ellos y contribuiria a mejorar
el entendimiento de su fisiopatologia. La Galectina-3 circulante (Gal3) puede
elevarse en la nefropatia diabética y asociarse con peor evolucién de la funcién
renal. Dada la complejidad de los mecanismos relacionados con el dafio renal en
la diabetes, un analisis metaboldmico aportaria unos resultados mas fiables
asociados al dafio renal tanto diagnosticos como pronésticos.

OBJETIVOS: Investigar nuevos marcadores diagnésticos y prondsticos mas
sensibles y especificos de la enfermedad renal diabética en la DT2 mediante la
creacion de una cohorte de adultos diabéticos con biobanco (GenoDiabMar).
Identificar moléculas pequenias y perfiles lipidicos asociados con la funcién renal en
cohortes de pacientes DT2 con distintos grados de afectacion renal sin hipotesis
previa mediante metabolomica de la cohorte GenoDiabMar y asociar estos perfiles
con la retinopatia diabética (RD). Replicar y comparar los resultados obtenidos con
otras cohortes europeas externas. Aproximacion dirigida de marcador conocido
(Gal3) analizando su asociacién cuantitativa, trasversal y longitudinal entre la
funcién renal y los niveles circulantes de Gal3 en la cohorte GenoDiabMar.

CONCLUSIONES: La cohorte GenoDiabMar es util para valorar las complicaciones
subyacentes asociadas a la ERD en la DT2. El biobanco hace posible plantear
hipo6tesis en la busqueda de nuevos biomarcadores, ya que permite contar con
analisis de datos 6micos. En nuestro andlisis metabolémico sin hipétesis previa y
no dirigido, encontramos 87 metabolitos significativamente asociados con el filtrado
glomerular estimado (FGe). La mayoria mostraron tendencia asociativa con la RD.
En la comparacion con otras tres cohortes europeas y separando a los participantes
segun la condicion tener o no DT2, encontramos numerosos metabolitos
significativamente asociados con la funcién renal, tanto en poblaciones diabéticas
como no diabéticas, con una importante concordancia entre ellos. Encontramos
diferencias notables entre las asociaciones de metabolitos con la funcion renal
segun la condicién diabética. En una subpoblacién de la cohorte GenoDiabMar, los
niveles circulantes de Gal3 se asociaron negativamente con el FGe
independientemente de otros co-factores, observandose un aumento significativo
de estos niveles a medida que aumentaba el grado de ERD. El valor de Gal3 de
mayor sensibilidad y especificidad para discernir entre tener o no ERD se estimo
en 18.8 ng/mL. La combinacion de Gal3 con otros factores clinicos como la edad,
la hipertension arterial y la presencia de RD aumenta significativamente la
prediccion de padecer o no ERD. Los pacientes en los cuartiles mas elevados de
Gal3 presentaron mayor riesgo de deterioro rapido de la funcién renal. Cada
aumento de una unidad de Gal3, se asoci6 con una pérdida anual de FGe de 0.23
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ml/min/1.73m?. Nuestros resultados confirman que son numerosas las vias
relacionadas con la ERD y probablemente debemos de modificar nuestro
acercamiento a su estudio. El cambio de andlisis de marcadores simples a
valoraciones mas complejas nos permite superar el concepto de biomarcador Gnico
y detectar paneles de biomarcadores, que nos ayuden a predecir la enfermedad de
manera mas precoz y puedan aportar un valor pronéstico y evolutivo.
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HYPOTHESIS: There are markers of diabetic kidney disease (DKD) in type 2
diabetes (T2D) more sensitive and specific than those currently used. Metabolomics
may help to identify some of them and improve understanding the underlying
pathophysiology. Circulating Galectin-3 (Gal3) may be elevated in DKD and
associated with worse evolution of renal function. Given the complexity of the
mechanisms related to DKD, a metabolomic analysis would provide more reliable
results associated with renal damage, both diagnostic and prognostic.

OBJECTIVES: To investigate new diagnostic markers and more sensitive and
specific predictions of DKD in T2D by creating a cohort of diabetic adults with a
biobank (GenoDiabMar). To identify small molecules and lipid profiles associated
with renal function in cohorts of DT2 patients with different degrees of renal
involvement without prior hypothesis using the GenoDiabMar cohort and
associating these profiles with diabetic retinopathy (DR). Replicate and compare the
results obtained with other external European cohorts. Directed approach of known
marker (Gal3) analyzing its quantitative, transversal and longitudinal association
between renal function and circulating levels of Gal3 in the GenoDiabMar cohort.

CONCLUSIONS: The GenoDiabMar cohort is useful to assess the underlying
complications associated with DKD in T2D. The biobank makes it possible to raise
hypotheses in the search for new biomarkers, since it allows for the analysis of omic
data. In our metabolomic analysis without prior and unaddressed hypothesis, we
found 87 metabolites significantly associated with the estimated glomerular filtration
rate (eGFR). Most showed an associative tendency with the DR. In the comparison
with other three European cohorts and separating the participants according to
whether or not they had T2D, we found numerous metabolites significantly
associated with renal function, both in diabetic and non-diabetic populations, with
an important concordance between them. We found notable differences between
the associations of metabolites with renal function according to the diabetic
condition. In a subpopulation of the GenoDiabMar cohort, the circulating levels of
Gal3 were negatively associated with the eGFR regardless of other co-factors, with
a significant increase in these levels being observed as the degree of DKD
increased. The Gal3 value of greater sensitivity and specificity to discern whether
or not to have DKD was estimated at 18.8 ng/mL. The combination of Gal3 with
other clinical factors such as age, arterial hypertension and the presence of DR
significantly increases the prediction of whether or not to suffer from DKD. Patients
in the highest quartiles of Gal3 had a higher risk of rapid deterioration of renal
function. Each increase of one unit of Gal3 was associated with an annual loss of
eGFR of 0.23 ml/min/1.73m2. Our results confirm that there are numerous pathways
related to DKD and we should probably modify our approach to its study. The
change of analysis from simple markers to more complex valuations allows us to
overcome the concept of a unique biomarker and detect biomarker panels, which
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help us to predict the disease in a more precocious way and can provide a
prognostic and evolutionary value.
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7. INTRODUCCION

La incidencia y prevalencia de la diabetes mellitus (DM) continian aumentado en
paises desarrollados, y sobre todo en los paises en via de desarrollo, donde la
obesidad esté alcanzando niveles de pandemia. Actualmente, se estima que la DM
afecta entorno a un 10% de la poblacién adulta entre 20 y 79 afios y se considera
un problema de salud publica mundial. La Federacion Internacional de Diabetes
estimo en el 2015 que uno de cada 11 adultos tiene DM y hasta la mitad de ellos
podria desconocerlo (1). En los paises desarrollados la DM supone un 12% del
gasto global en salud (2).

La prevalencia de DM tipo 1 (DT1) en Espafia se estima en el 0.3% del total de la
poblacion, pero la prevalencia de DM tipo 2 (DT2) es mucho mayor. El estudio
Di@betes reportd una prevalencia total del 13.8% ajustada por edad y género y
casi la mitad, un 6%, desconocia su condicion de diabético (3). La distribucién de
la prevalencia de la DM en Espafia varia en relacién afactores como la alimentacién
y los indices de pobreza: se estima una prevalencia del 2.8% en La Riojay un 3.4%
en Asturias, un 7.3% en Andalucia y un 8.1% en Canarias (4). La importancia de
esta entidad radica no solo en el impacto directo en la calidad de vida de los
afectados, sino en la asociacion de enfermedades micro y macrovasculares. La DM
puede producir complicaciones crénicas macrovasculares como la enfermedad
cardiaca isquémica, la isquemia cerebral o la vasculopatia periférica, y
microvasculares, clasicamente la retinopatia diabética (RD) y la nefropatia
diabética (ND).

7.1. Nefropatia diabética

Entre un 25 y un 40% de los pacientes diabéticos presentaran algun grado de
nefropatia a lo largo de su evolucién (5). La presencia de afectaciéon renal asociada
a la diabetes, conlleva un mayor dafio endotelial en territorios externos al rifién y
consecuentemente un mayor aumento del riesgo cardiovascular (6). La prevalencia
de las complicaciones asociadas a la DM ha disminuido en la Ultima década, si bien
la afectacion renal constituye una excepcion (7). La afectacion renal asociada a la
diabetes continua siendo la principal causa de enfermedad renal terminal (ERT) en
los paises desarrollados y es necesario mejorar el conocimiento existente en la
fisiopatologia de la misma, en la deteccion de marcadores mas precoces y eficaces,
y en su diagnostico y monitorizacion.
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7.1.1. Definicion de nefropatia diabética

En 1936, los patélogos Kimmelstiel y Wilson, basdndose en el estudio de 8
necropsias, mostraron el impacto que tiene la DM sobre el rifidn describiendo la
formacion de nddulos hialinos en los glomérulos (8). A dicha lesién se la denominé
glomeruloesclerosis nodular. En 1942, Bell E.T. describié la glomeruloesclerosis
difusa, diferenciandola de la nodular, y sefialé la gran importancia de las lesiones
arteriolares en la patogenia de la nefropatia diabética (9). Posteriormente, en 1954,
Lunbaek K. propuso el término de microangiopatia diabética basandose en el
hallazgo comun de enfermedad de pequenos vasos tanto en laretinopatia como en
la ND (10). La ND es un término genérico que incluye todas las manifestaciones
renales secundarias ala DM, si bien en la practica esta reservado para la afectacion
glomerular y arteriolar de la DM confirmada mediante biopsia renal.

La enfermedad renal diabética (ERD) se define como aquella afeccién renal en el
paciente diabético, dependiente 0 no de insulina, que presenta proteinuria igual o
superior a 300 mg/dia con distintos grados de funcion renal. Esta definicién se
establece en ausencia de otra enfermedad renal confirmada, si bien puede coexistir
mas de una entidad renal en un mismo paciente. Suele acompafiarse de
hipertension arterial (HTA) y disminucion de la funcién renal a medida que avanza
la enfermedad. La presencia de retinopatia diabética proliferativa es un criterio
diagnostico de soporte de ERD, pero su ausencia no excluye la existencia de esta
entidad (11).

En nuestro pais, la ND es la causa de la enfermedad renal de hasta un 40% de los
pacientes con ERT, si bien estos datos varian segun las series y la zona geografica.
Por ejemplo, segun el dltimo informe estadistico del registro catalan de enfermos
renales de 2016, en los pacientes que iniciaron tratamiento sustitutivo renal (TSR)
en Catalufia, la ND fue la primera causa de nuevos casos, suponiendo un 41.7%
del total, y se observa sobre todo en pacientes de edad mas avanzada (12). Sin
embargo, datos recientes del registro de la Sociedad Espafiola de Nefrologia y de
la Organizacién Nacional de Trasplante muestran que, si bien la DM sigue siendo
la primera causa de ERC que requiere TSR, en los Ultimos afios, se esta
observando una estabilizacion en la incidencia de pacientes que requieren TSR y
cuya causa primaria de ERC es la DM (13).

La introduccion de la biopsia renal percutanea y la disponibilidad del microscopio
electronico han permitido conocer a fondo las caracteristicas histologicas de la
enfermedad. A pesar de estos avances, existen multiples interrogantes por resolver
acerca de su fisiopatologia y evolucion. Debemos de tener en cuenta que la
presencia de ND es, ademas, un importante predictor de enfermedad
cardiovascular y mortalidad asociada, siendo la mortalidad cardiovascular de los
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pacientes afectados de ERT asociada a la diabetes hasta 10 veces superior que la
gue acontece en los individuos de su misma edad (7,14).

7.1.2. Histopatologia de la nefropatia diabética

Antes de la aparicién de alteraciones clinicas o analiticas, ya pueden observarse
anomalias histologicas en pacientes con DM. Hay cuatro cambios histol6gicos
principales a nivel glomerular: expansion mesangial, engrosamiento de la
membrana basal glomerular (MBG), lesion de podocitos, y esclerosis glomerular
(15,16). En grados avanzados, se pueden detectar en el glomérulo
lesiones/nddulos de Kimmelstiel-Wilson que, a menudo, se asocian con depoésitos
hialinos en las arteriolas glomerulares. Estos depoésitos reflejan la insinuacién de
proteinas plasmaticas como la fibrina, albimina, inmunoglobulinas y el
complemento en la pared vascular (17).

La expansion mesangial y la glomerulosclerosis no siempre se desarrollan en
paralelo, lo que sugiere que pueden tener una patogénesis subyacente diferente.
El comité de investigacién de la Renal Pathology Society (17) desarrollé una
clasificacion de la ND tipo 1 y tipo 2. Se definieron cuatro clases de lesiones
glomerulares:

- Clase I: cambios leves o inespecificos en la microscopia de luz y
engrosamiento de la MBG demostrado por microscopia electrénica (ME)
(Figura 1). Engrosamiento de la MBG aislada. Las membranas basales
tienen mas de 430 nm en hombres mayores de 9 afios y 395 nm en mujeres.
No hay evidencia de expansién mesangial, aumento de la matriz mesangial
o glomeruloesclerosis global que involucre mas del 50% de los glomérulos.

Figura 1. Engrosamiento difuso
de la membrana basal glomerular
(véase el resultado de la
medicién de su espesor).

ME, aumento original, x10.000.
Fuente de datos:
www.Kidneypathology.com

- Clase ll: expansion mesangial leve (clase lla) o severa (clase Ilb). Una lesion
se considera grave si las areas de expansion mas grandes que el area media
de un lumen capilar estan presentes en mas del 25% del mesangio total.

39



INTRODUCCION

- Clase lll: al menos una lesién de Kimmelstiel-Wilson (glomeruloesclerosis
nodular intercapilar) y hay menos del 50% de glomeruloesclerosis global.

- Clase IV: esclerosis diabética avanzada. Existe mas del 50% de
glomeruloesclerosis global que se atribuye a la ND. Puede haber lesiones
declase l alll. (Figuras 2y 3)

Figura 2. Glomérulo de un paciente
diabético tipo 1 con lesiones
nodulares (Kimmelstiel-Wilson).
Notese la palidez nuclear en la periferia
de los nddulos, el acimulo central de
matriz y la restriccion de los capilares
glomerulares (tincion PAS). Fuente de
datos: Fioretto y Mauer (18).

Figura 3. Hialinosis glomerular del
polo vascular y un residuo de la
lesién de Kimmelstiel-Wilson en el
lado opuesto del polo (clase IV).
Fuente de datos: Tervaert (17).

o

La expansion mesangial se define como un aumento en el material extracelular en
el mesangio, de tal manera que, la anchura del &rea mesangial excede dos nucleos
de células mesangiales en al menos dos |6bulos glomerulares. La diferencia entre
expansion mesangial leve y severa se basa en si el area mesangial expandida es
menor o mayor que el area media de una luz capilar.

A las severidades de las lesiones intersticiales y vasculares también se les
asignaron puntuaciones en esta clasificacion:

- Puntuacion de O si el intersticio no tenia areas de fibrosis intersticial y atrofia
tubular (IFTA); puntuaciones de 1, 2 o 3 si las areas de IFTA eran de <25, de 25 a
50 o de >50%, respectivamente.

- Puntuacion de 0 si no habia linfocitos T o infiltrado de macréfagos. Puntuaciones
de 1 o 2 si el infiltrado se limitaba al area que rodea los tubulos atréficos, o si el
infiltrado no estaba limitado, respectivamente.
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- Puntuaciones de 0, 1 o 2 si no habia hialinosis arteriolar, una arteriola 0 méas de
una arteriola con hialinosis. Ademas, a la arteriola mas gravemente afectada
(arteriosclerosis) se le asign6 una puntuacién de 0, 1 o 2 si no habia engrosamiento
de la intima, engrosamiento de la intima menor del grosor de la media o
engrosamiento de la intima mayor del grosor de la media.

Un estudio piloto en el que cinco patélogos clasificaron de forma independiente 25
biopsias, demostré una buena reproducibilidad entre observadores (coeficiente de
correlacion intraclase [estadistico kappa] de 0.84). Aunque este esquema de
clasificacion es util para los patologos, su utilidad clinica es desconocida. Si bien
las lesiones precoces de enfermedad renal diabética pueden ser reversibles,
también se han visto lesiones con grado avanzado con baja repercusion clinica, por
lo que el valor prondstico de esta clasificacion contindia sin confirmarse.

Por otro lado, existen diversas causas de glomeruloesclerosis nodular que no son
atribuibles a la ND (19). Por ejemplo, puede observarse en otras enfermedades de
depdsito como las disproteinemias; la amiloidosis y las enfermedades por depdésito
de inmunoglobulina monoclonal, en su mayoria enfermedad por depoésito de
cadena ligera kappa; enfermedades de depdsito glomerular organizada,
glomerulonefritis fibrilar e inmunotactoide, glomerulopatia por fibronectina vy
glomerulopatia por colageno Ill. También se ha descrito en afecciones hipoxicas o
isquémicas cronicas, como cardiopatia, arteritis de Takayasu con estenosis de la
arteria renal o fibrosis quistica (20) o bien en otras entidades como glomerulonefritis
membranoproliferativa cronica (tipo 1) o la glomeruloesclerosis nodular idiopatica,
gue se asocia frecuentemente con el tabaquismo, la hipertension y el sindrome
metabdlico, pero sin diabetes mellitus asociada (21,22). El diagnostico diferencial
de muchas de estas condiciones se basa en datos clinicos y analiticos, asi como
hallazgos caracteristicos observados mediante inmunofluorescencia o microscopia
electrénica de las biopsias renales.

7.1.3. Evolucién de la nefropatia diabética

La descripcion de la historia natural de la afectacion renal en los diabéticos tipo 1
(DT1), es méas precisa que en la DT2, entre otras cosas porque se conoce
exactamente el inicio de la enfermedad renal diabética en estos individuos.
Podemos estimar que después de una duracién media de la diabetes de 15 afios,
alrededor del 20 al 30% de pacientes presentaran microalbuminuria (cociente
albuminal/creatinina en orina entre 30-300 mg/qg) (23,24). Aquellos pacientes que no
tienen proteinuria después de 20 a 25 afios tienen un riesgo de desarrollar una
enfermedad renal manifiesta de solo alrededor del 1% por afio, al menos entre los
caucasicos (25). Menos de la mitad de estos pacientes progresaran a nefropatia
manifiesta (definida en este estudio como, excrecion de albumina en orina >300
mg/dia). La microalbuminuria puede remitir o permanecer estable en una
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proporcion sustancial de pacientes, probablemente gracias al control glucémico y
de la presiéon arterial con farmacos dirigidos a disminuir la presiéon de filtrado
glomerular (FG) como los inhibidores de la enzima convertidora de angiotensina
(IECA) y antagonistas del receptor de la angiotensina 2 (ARAZ2). Si no hay un buen
control glucémico y de presion arterial principalmente con el uso de estos farmacos,
estas poblaciones presentan una alta incidencia de desarrollar nefropatia
manifiesta (25-45%) y ERT, de hasta el 17% a 20 afios del diagnéstico de DT1
(23,26-31). Ademas, después del desarrollo de macroalbuminuria (>300 mg de
albumina/orina/dia), la mayoria de los pacientes progresaba a la ERT.

Con la mejoria del control glucémico y el uso de IECA y ARA2 para controlar la
presion arterial, los pacientes con DT1 actualmente presentan unas tasas mas
bajas de nefropatia manifiesta y ERT. Un estudio sueco observé una reduccion en
la ND clinicamente evidente a 8.9% a los 25 afios, como potencial reflejo de un
mejor control glucémico (32). La concentraciéon de hemoglobina glucosilada
(HbA1c) en la ultima parte de este periodo de seguimiento fue de promedio de un
7.0%; los pacientes sin macroalbuminuria tenian una concentracion de HbAlc mas
baja que aquellos con proteinuria (7.1% versus 8.1%). En otro estudio en el que no
se consiguié este grado de control glucémico, no se observé una disminucion
similar en la incidencia de ND (33). Un estudio finlandés evaluo los resultados a
largo plazo de méas de 20.000 pacientes durante un periodo de 34 afios (34).
Durante el seguimiento, la progresion a ERT ocurri6 en solo 632 pacientes, con una
incidencia acumulada de 2.2% y 7.8% a los 20 y 30 afos, respectivamente. Asi
mismo, en la cohorte de DT1 DCCT/EDIC, menos del 2% (10 de 711) de los
pacientes tratados intensivamente desarrollaron insuficiencia renal (definida como
creatinina sérica >2.0 mg/dl o tratamiento sustitutivo renal) durante un promedio de
30 afos de duracion de la diabetes (35). Por otro lado, la macroalbuminuria ya no
representa una progresion inexorable ala ERT. La albuminuria puede retroceder, y
las tasas de ERT pueden ser menores al 20% a los 10 afios, como se muestra en
el Estudio de Control y Complicaciones de la Diabetes (DCCT)/Epidemiologia de
las Intervenciones y Complicaciones de la Diabetes (EDIC) para la DT1 (35). Un
buen control de la HbAlc y la presion arterial se asociaron con una mayor
frecuencia de regresion de albuminuria y una menor incidencia de descenso de
FGey ERT.

Estudios clasicos han sugerido que en los pacientes con DT2 de origen caucasico,
la prevalencia de la enfermedad renal progresiva ha sido generalmente mas baja
gue en la DT1 (36). Sin embargo, esta observacion puede ser debido a una
aparicion mas tardia de la enfermedad y a una "exposicion" de duracién mas corta
enlaDT2 que en la DT1, y puede que no se aplique a todos los grupos con DT2,
algunos de los cuales han tenido un prondstico renal mas ominoso. Por ejemplo,
en estudios realizados en poblaciones de alto riesgo como los indios Pima
diabéticos, la nefropatia se desarroll6 en hasta el 50% a los 20 afios, llegando un
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15% de ellos a ERT (37). Sin embargo, la implantacibn de un mejor control
glucémico y de farmacos béasicos como IECAs/ARA2, demostrd una reduccion de
estas cifras. Otro estudio posterior, observo que la incidencia de ERT diabética
habia disminuido significativamente desde el periodo 1991-1994 hasta el periodo
1999-2002 (32 a 15 casos por 1000 pacientes-afio, respectivamente) (38).

El tiempo hasta la proteinuria desde el inicio de la diabetes y el tiempo hasta la ERT
desde el inicio de la proteinuria parecen similares en ambos tipos de DM (39,40).
Algunos de los datos mas sdlidos relacionados con el desarrollo de la ND en una
poblacién amplia de pacientes predominantemente blancos con DT2 se objetivaron
en el Estudio del Reino Unido sobre Diabetes (UKPDS) (41). Dicho estudio se
disefié para comparar la eficacia de diferentes regimenes de tratamiento (dieta,
hipoglucemiantes orales, insulina, agentes antihipertensivos, diferentes objetivos
de presion arterial y otras intervenciones) en el control glucémico y las
complicaciones de la diabetes (incluida la enfermedad renal) en pacientes con
diagndstico reciente de DT2. A los 10 afos del diagnéstico, la prevalencia de
microalbuminuria, macroalbuminuria y una concentracion plasmatica elevada de
creatinina (definida como 2.0 mg/dl) o el requerimiento de TSR fue respectivamente
de un 25%, 5%, y 0.8% de la poblacion estudiada, y las tasas anuales de aparicion
o progresion fueron de 2.0, 2.8 y 2.3% respectivamente. La estimacion de la
mediana del tiempo transcurrido en cada etapa sin progresion a otra etapa de
nefropatia fue de 19, 11 y 10 afios para las personas sin nefropatia,
microalbuminuria y macroalbuminuria, respectivamente. Entre aquellos con una
concentracién plasmatica de creatinina elevada (22.0 mg/dl) se requiri6 TSR
después de un periodo promedio de solo 2.5 afios. Esta tasa de progresion es
mayor que la observada en otros estudios, probablemente debido a que no se
aplicaron tratamientos intensos con IECAs/ARA2 y control estricto de la presiéon
arterial. Todo ademas en el contexto de una poblacion con insuficiencia renal mas
avanzada, definida por una concentracion sérica de creatinina 22.0 mg/dl.

Al igual que con la DT1, algunos pacientes con microalbuminuria debido a la DT2,
particularmente aquellos con buen control glucémico, experimentan regresion de la
microalbuminuria (42). Se estima que tras 10 afios después del diagnéstico de DT2,
alrededor de un 25% de los pacientes desarrollan algun grado de ND (41). Por lo
tanto, las medidas que se aplican en la década de los noventa de mejor control
glucémico y control presion arterial mediante bloqueo del sistema renina-
angiotensina-aldosterona (SRAA), mejoran la prevalencia de la complicacioén renal.
No obstante, su descenso es muy inferior al observado en otras complicaciones
micro y macrovasculares de la DM (43) y la nefropatia continGa siendo la principal
causa de enfermedad renal cronica avanzada (ERCA) en los paises occidentales
(44) y supone el 25-30% de los pacientes con ERT en nuestro pais, segun las series
(3). En los dltimos afios y con la aparicion de nuevos farmacos como los analogos
de la incretina y los inhibidores del transportador sodio-glucosa tubular tipo 2,
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parece que estamos atendiendo por primera vez en décadas, a una disminucién de
la prevalencia de ERC secundaria a DM.

Dentro de las causas de la dificultad en el descenso de la afectacion renal en la
diabetes, estan las numerosas vias fisiopatolégicas que se relacionan y que se
repasan a continuacion. Uno de los factores que mas preocupa es la falta de
marcadores, diagndsticos y prondésticos, mas sensibles y especificos, sobre todo
en grados precoces de la afectacion renal.

7.2. Fisiopatologia de la nefropatia diabética

Los mecanismos patogénicos que contribuyen a la apariciéon y progresion de la ND
en individuos susceptibles son diversos: la hiperfiltracion glomerular, la
hiperglucemia y el aumento de la produccién de productos finales de glucosilacion
avanzada (AGE), la hipoxia, la inflamacion y la activacion de las citoquinas, entre
otros. No solo intervienen alteraciones metabdlicas, hormonales y hemodinamicas
favorecidas por la hiperglucemia, sino que parecen existir condicionantes genéticos
gue explicarian la mayor predisposicion de algunos diabéticos respecto a otros a
desarrollar ND. Un porcentaje significativo de diabéticos desarrolla dafio renal a
pesar del control glucémico relativamente efectivo y a la inversa, algunos pacientes
con una larga historia de diabetes no muestran compromiso renal. La gravedad del
dafio renal puede variar desde una ligera alteracion de los marcadores séricos o
urinarios hasta el fenotipo extremo de la enfermedad renal llegando a etapa
terminal. Existen numerosas vias por las que puede producirse el dafio renal
asociado a la diabetes. A pesar de la prevalencia elevada de la ERD, los factores
fisiopatoldgicos asociados a la misma no estan completamente claros.

7.2.1 Estrés oxidativo

La hiperglucemia aumenta el estrés oxidativo (especies reactivas de oxigeno:
ROS), que conducira a alteraciones como el acumulo de productos de glucosilacion
avanzada, activacion de proteina quinasa C, activacion de la via de poliol que
favorece el depdsito de sorbitol y, finalmente, la activacion de las hexosaminas. Las
ROS incluyen iones de oxigeno, radicales libres y peroxidos. Las células
mesangiales del glomérulo y epiteliales tubulares en respuesta a un estado
hiperglucémico inducen la aparicion de ROS (45,46). Activaran sefiales de
transduccion y factores de transcripcion que favoreceran la expansion glomerular
mesangial y la fibrosis intersticial.

7.2.2. Productos finales de glucosilacién avanzada (AGE)

13



INTRODUCCION

La ND se caracteriza por el acimulo de la matriz extracelular que provoca una
expansion del mesangio y una fibrosis tubulointersticial. La hiperglucemia es el
principal determinante en el inicio y la progresion de las complicaciones
microvasculares de la DM. Puede inducir directamente la expansion y lesion
mesangial, a través de un aumento de la produccion de matriz o la glucosilacion de
proteinas de la matriz. Estudios in vitro han demostrado que la hiperglucemia
estimula la produccion de matriz de células mesangiales (47) y la apoptosis de
células mesangiales (48). La expansion de las células mesangiales parece estar
mediada por un aumento en la concentracion de glucosa de las células
mesangiales, ya que se pueden inducir cambios similares en la funcion mesangial
en un medio de glucosa normal mediante sobreexpresion de los transportadores de
glucosa, lo que mejora la entrada de glucosa en las células (49).

La glucosilacién de proteinas tisulares también puede contribuir al desarrollo de ND
y otras complicaciones microvasculares. En la hiperglucemia cronica, parte del
exceso de glucosa se combina con aminoacidos libres en proteinas circulantes o
tisulares. Este proceso no enzimatico forma inicialmente productos reversibles de
glucosilacion temprana (productos Amadori) como puede ser la hemoglobina
glucosilada (HbA1c) y posteriormente AGEs (Figura 4).

= = Ky Basa K, Prodiicts K, Productos de K, Productos finales

Glucose + NHy-R —Lg- 3¢ —Zg. Product BRALFA, glocosilacion  —— ™ de glucosilacién
intermedios avanzada

H o H N-R CHy-NH-R '

\/ \/ e CHO - rl‘

- f g HO OH N4 |
(CHOH), + NHy-R G—®(CHOH), g—* (CHOH); ~» o N

| ‘ l HO O HO - | /
CH,OH CHy0H CH,OH HO

HOPBS e e D DiaS memrememrmm emam e meememenens D SEMANAS

Figura 4. Formacion de productos finales de glucosilacion avanzada (AGEs). Fuente:
adaptado de Bucala y col. (50).

Los niveles circulantes de AGEs aumentan en los diabéticos, particularmente en
aguellos con insuficiencia renal, ya que los AGEs normalmente se excretan en la
orina (51). El efecto neto es la acumulacién tisular de AGEs, en parte por la
reticulacion con colageno, que puede contribuir a las complicaciones renales y
microvasculares asociadas (52). Asi mismo, los AGEs aumentan la rigidez de las
proteinas, estimulan a los macrofagos para liberar factor de necrosis tumoral (TNF)
e interleukina 1 (IL-1), aumentan la formacion de radicales libres y disminuyen las
cargas negativas de la membrana basal glomerular uniéndose al heparéan sulfato.
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Otros mecanismos propuestos por los que la hiperglucemia podria promover el
desarrollo de ND por estas vias, incluyen la activacion de la proteina quinasa C (53)
y la sobreexpresion de heparanasa produciendo una disminucion de heparan
sulfato en la célula superficial pudiendo contribuir a la mayor permeabilidad de
albumina en la membrana basal glomerular (54,55).

7.2.3. Hiperfiltracién glomerular

El rol de la hipertensién glomerular e hiperfiltracion en la ND esta reforzado por los
beneficios aparentes del bloqueo del SRAA. El SRAA esta implicado en el origen y
mantenimiento del dafio vascular y renal del paciente diabético (56). La
angiotensina Il (All) actia en los receptores AT1 y a través de la aldosterona,
produce vasoconstriccion sobre las arteriolas eferentes del glomérulo, produciendo
un aumento de la presion glomerular y consecuentemente una mayor ultrafiltracion
de proteinas plasmaticas que contribuira a la proteinuria. La All también aumenta
la reabsorcién tubular de sodio y el estrés oxidativo, promoviendo secrecion de
citoguinas a nivel cardiovascular y renal favoreciendo el crecimiento celular, la
inflamacion y la fibrosis, entre otros efectos. Asi mismo, la All estimula la
proliferacion mesangial y la sintesis de componentes de la matriz extracelular como:
fibronectina, laminina, colagenos | y IV, promoviendo la fibrosis glomerular y
tubulointersticial (57).

En la DM existe un aumento de la activacion del SRAA tisular renal (58-60). La
produccion y activacion de los componentes del SRAA empieza con la produccién
de la renina a nivel yuxtaglomerular (via clasica), que actia sobre el
angiotensindgeno, produciendo angiotensina | (Al). Esta tiene poco efecto sobre la
presion arterial; a nivel pulmonar se convierte en All a través de la enzima
convertidora de la angiotensina (ECA). La All a nivel cardiaco y renal se une a la
proteina G, que esté en los receptores tipo 1 (AT1) y tipo 2 (AT2). La activacion del
AT1 estimula los efectos dafiinos de la All, que son la vasoconstriccion y la
hipertrofia vascular y cardiaca, ademas de los eventos inflamatorios, proliferativos
y fibréticos. Se estipula que este sistema se autorregula y esta en equilibrio entre
otros factores mediante la activacion de otra via interna catalizada por una segunda
forma de la ECA, la ECA2, la cual ejerce sobre la Al la produccién de la forma
inactiva angiotensina 1-9, que, a su vez, mediante la accion de la ECA, se convierte
en angiotensina 1-7, molécula vasodilatadora y antiproliferativa, sobretodo en
condiciones donde el SRAA esta més activado (61,62). La angiotensina Il en su
accion no paracrina, es capaz de inducir la secrecion de aldosterona en la glandula
suprarrenal, uno de los mas importantes reguladores del balance de sodio y potasio
corporales. La aldosterona ejerce efectos inflamatorios, promueve el estrés
oxidativo y la fibrosis, independientemente de sus acciones prohipertensivas. En
modelos experimentales, la aldosterona aumenta la sintesis de la proteina quimio-
atrayente de monocitos (MCP-1), del factor de crecimiento transformante betal
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(TGF-B1) y del inhibidor del activador del plasminégeno tipo 1 y de la uroguinasa
(PAI-1). Estas moléculas, promueven la infiltracion renal por macrofagos CD68,
empeoran la proteinuria y aceleran la fibrosis. Los antagonistas de la aldosterona
no solo disminuyen la proteinuria, sino que también potencian el efecto de los
inhibidores de la enzima convertidora y los antagonistas de los receptores AT1 de
la angiotensina (63).

En los pacientes con DM puede existir un aumento del 25 al 50% del FGe al
comienzo del curso de la enfermedad (64). La hipertrofia glomerular y el aumento
del tamafio renal suelen acompafar el aumento del FGe. En general, el FGe
aumenta en un 27% y 16% en pacientes recientemente diagnosticados con DT1 y
DT2, respectivamente (65). Este aumento del FGe, asociado al aumento de presion
e hiperfiltracion glomerular, ocurre durante afios antes del inicio de la pérdida de la
funcidén renal, su persistencia suele ir acompafiada del inicio de la albuminuria, si
bien como sabemos, ésta no siempre estara presente. Aproximadamente la mitad
de los pacientes con DT1 de menos de cinco afios de duracién tienen un FG
elevado (64). Los pacientes con hiperfiltracion glomerular parecen tener un mayor
riesgo de enfermedad renal diabética (66,67). Los hallazgos en la DT2 son algo
diferentes. Hasta el 45% de los pacientes afectados inicialmente ya presentan un
FGe que es mas de 2 desviaciones estandar por encima de los controles no
diabéticos y obesos de la misma edad (68-70). Sin embargo, el grado de
hiperfiltracion es menor que el observado en los DT1 (71).

Por lo tanto, la hiperfiltracion es una caracteristica tipica y comun en los diabéticos
tanto tipo 1 como 2. Aungue la hiperglucemia esta involucrada en esta anomalia
hemodinamica, otros factores como la obesidad, la resistencia a la insulina y otros
factores metabdlicos asociados con el sindrome metabdlico pueden contribuir tanto
a la hiperfiltracibn como a la nefromegalia. Varios estudios clinicos han sugerido un
posible papel de la hiperfiltraciébn como un factor causante en la progresion de la
enfermedad renal, aunque se necesitan mas analisis para evaluar si la
hiperfiltracion glomerular puede ser un objetivo especifico en la intervencion
renoprotectora (72). Estos pacientes con hiperfiltracién, en los que ya se estan
empezando a producir dafios renales, pasan con frecuencia desapercibidos en la
consulta médica (73) y se retrasa el diagnéstico de ERD.

Existen algunos mecanismos que pueden estar relacionados con la hiperfiltracion.
Por ejemplo, la dilatacion de la arteriola glomerular aferente (precapilar) juega un
papel relevante. Los factores que pueden contribuir a la dilatacién de la arteriola
aferente incluyen el factor de crecimiento de insulina tipo 1 (IGF1), el péptido
natriurético atrial, las hormonas sexuales (74,75), el sorbitol intracelular, los
productos de glucosilacion temprana o la reabsorcion tubular de sodio en el tubulo
proximal. En la ND existe un aumento de la reabsorcibn de sodio y
retroalimentacioén tubulo-glomerular. Asi, la reabsorcion tubular de sodio, a través
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del aumento del cotransporte de sodio-glucosa, lleva a la expansiéon del volumen
del liquido extracelular, lo que puede ser un factor adicional que contribuye al
aumento del FGe (76). La hiperinsulinemia (debido a la administracion subcutanea)
y la hiperglucemia leve también pueden estimular la reabsorcion de sodio, esta
tltima, a traves del aumento del cotransporte sodio-glucosa en el tabulo proximal
(76,77). El aumento de la reabsorcion proximal inicialmente disminuye el suministro
de volumen distal, que, al activar el mecanismo de retroalimentacion tubulo-
glomerular en la méacula densa, puede elevar el FGe a través de la dilatacion de la
arteriola aferente (78,79). Actualmente, el grupo de farmacos dirigidos a bloguear
el transportador sodio glucosa tubular tipo 2 (SGLT2) ha cobrado especial
importancia en el manejo del tratamiento de la enfermedad renal diabética (78,80).
Asi, la inhibicion de SGLT2 en el tubulo proximal aumenta el suministro de sodio a
la macula densa, normalizando asi el FGe y restaurando la retroalimentacion
tubulo-glomerular, lo que conduce a una disminucién de la hiperfiltracién (76,81,82).
Si bien los efectos de la inhibicion de SGLT2 son similares a los observados con
los IECA y los ARA, estos farmacos pueden ser complementarios, ya que el efecto
primario de la inhibicion de SGLT2 es contrarrestar la dilatacion de la arteriola
aferente, mientras que los IECA y los ARA contrarrestan principalmente los efectos
vasoconstrictores de la angiotensina 2 en la arteriola eferente (83—-85). (Figura 5).

iSGLT2: t feedback glomerulotubular |ECA/ARAI:

t Tono de arteriola aferente | tono de |a arteriola eferente

| Presién intraglomerular Arteriola Arteriola | presién intraglomerular
Aferente Eferente /

1.Filtracion
2.Reabsorcion
3.Secrecion
4.Excrecion

Capilares
glomerulares

A 4
| Inicial del FGe seguido
de estabilizacion

v

| Inicial del FGe seguido de
estabilizacion

1 Albuminuria Capsula de
Bowman
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Capilares
peritubulares

v
¢ Proteccion renal?

Vena Proteccion renal
> renal

Excrecién urinaria
Excrecion= filtracién—reabsorcion + secrecion

Figura 5. Efectos renales de la inhibicion del SGLT2 y del bloqueo del SRAA.
Adaptado de Perkovic y col. 2015 (86).

iISGLT2: inhibidor del transportador sodio glucosa tubular tipo 2; FGe: filtrado glomerular estimado;
IECA: inhibidor de enzima convertidora de angiotensina; ARAII: antagonista del receptor de
angiotensina 2.
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7.2.4. Factores de crecimiento y otros

La activacién de las citoquinas, los elementos profibréticos, la inflamacién y los
factores de crecimiento vascular (factor de crecimiento endotelial vascular, VEGF)
también pueden estar involucrados en la acumulacién de la matriz en la ND (87—
89). La hiperglucemia estimula el aumento de la expresiéon de VEGF, un mediador
de la lesién endotelial en la diabetes (88). Un papel potencialmente patégeno del
VEGF en la ND esta respaldado por la observacion de que el bloqueo de VEGF
mejora la albuminuria en un modelo experimental de ND (89,90). En un modelo de
raton con diabetes inducida con estreptozotocina, una disminucion en la proteina
C activada inducida por la hiperglucemia contribuye a la lesion estructural de la ND
y empeora la proteinuria (91). El papel de la proteina C activada en la ND no es del
todo conocida.

La hiperglucemia también aumenta la expresion del factor de crecimiento
transformante B (TGF-B) en los glomérulos y de las proteinas de la matriz
especificamente estimuladas por esta citoquina (87,92). Ademas, la DM esta
asociada con una disminucién en la expresion de la proteina morfogénica 6sea
renal 7 (BMP-7), que parece contrarrestar las acciones profibrogénicas de TGF-
(93). Algunos trabajos han demostrado, que la combinacién de un anticuerpo anti-
TGF-B mas un IECA puede normalizar la proteinuria en ratas con ND, sin embargo,
esta mejora fue parcial si solo se administraba IECA (94). Asi mismo, se ha
comprobado que la administracion del factor de crecimiento de hepatocitos, que
bloquea especificamente las acciones profibréticas de TGF-, mejora la ND en
ratones (95).

La hiperglucemia aumenta la produccion de 6xido nitrico (NO), que causa
vasodilatacion arteriolar postglomerular. EIl NO es uno de los responsables de la
hiperfiltracion de la ND (96). Su inhibicion elimina la hiperfiltracion y facilita la accién
del factor de relajacién endotelial.

La nefrina es una proteina transmembrana expresada por los podocitos. La
expresion renal de nefrina puede verse afectada en la ND y se han descrito
mutaciones congénitas de la misma asociada a sindrome nefrético infantil (97).
Varios estudios tanto en animales de experimentacibn como en humanos, han
demostrado que la expresion de nefrina renal esta disminuida en la enfermedad
renal diabética, hecho que se relacion6 con cambios estructurales en la barrera
podocitaria glomerular (98—100).

Los defectos en la sefializacion de la insulina especifica de los podocitos
pueden contribuir a la ND. Se han generado modelos de raton en los que el gen
gue codifica el receptor de insulina se elimina de una manera especifica en los
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podocitos. Aun en ausencia de hiperglucemia y solo con esta modificacion local
podocitaria, se observo que los ratones transgénicos desarrollaron albuminuria,
alteraciones estructurales podocitarias, apoptosis, engrosamiento de la membrana
basal glomerular, acumulacién de matriz mesangial y glomeruloesclerosis, lo cual
mimetiza una situacion renal con dafos similares a los observados enla ND (101).
La activacion del receptor de insulina parece desencadenar la remodelacion del
citoesqueleto de actina a través de las vias de sefializacion de la proteina quinasa
42/44 y fosfatidilinositol 3 quinasa activada por mitdgenos, lo que sugiere un posible
mecanismo de proteinuria (102,103).

7.3. Factores de riesgo asociados al desarrollo de nefropatia
diabética

Al igual que las vias fisiopatolégicas asociadas al dafio renal en la DM, existen
también diversos factores de riesgo asociados con el inicio y la progresion de la
ND. Estos incluyen entre otros: factores genéticos, raza, hipertension arterial,
evidencia de hiperfiltracion temprana en el curso de la enfermedad, pobre control
glucémico, tabaquismo, posiblemente uso de anticonceptivos orales, la obesidad y
la edad avanzada, entre otros.

7.3.1. Susceptibilidad genética

La susceptibilidad genética puede ser un determinante importante tanto de la
incidencia como de la gravedad de la ND (16,104). El riesgo de desarrollar ND se
incrementa hasta tres veces en pacientes con un familiar de primer grado afectado,
estas observaciones se han realizado tanto en la DT1 como en laDT2 (105-107).
La probabilidad de que la descendencia desarrolle proteinuria manifiesta es del
149% si ninguno de los padres tiene proteinuria, del 23% si uno de los padres tiene
proteinuria y del 46% si ambos padres tienen proteinuria (108). Mas auln, si los
padres del paciente diabético presentan hipertension arterial, es mas probable que
se desarrolle ND, indicando que los genes que confieren riesgo de hipertensién en
la poblacion general predisponen a la afectaciéon renal en la DM (109). Estas
evidencias destacan el papel potencial de la genética en estos fenotipos renales, y
numerosos estudios han implicado una serie de variantes genéticas que pueden
afectar el riesgo de nefropatia entre los pacientes diabéticos (110-113). Hasta la
fecha, los estudios no han identificado variantes soélidamente asociadas que
confieren susceptibilidad en la poblacion caucasica (114). Se han sugerido distintos
loci en el genoma donde pueden existir variaciones genéticas que predispongan a
esta entidad. Algunos de estos son compartidos con la susceptibilidad a la
obesidad, a la hipertension o a la resistencia a la insulina. No obstante, aunque la
gendémica ha sugerido multiples asociaciones genéticas, estos loci representan en
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conjunto solo el 1.5% de la variacion del FGe (115), lo que sugiere que factores
epigenéticos o post-transcripcionales juegan un papel muy importante en ‘“la
cascada émica” dentro de la ERD.

7.3.2. Edad

El impacto de la edad al inicio de la DM en el riesgo de aparicion de nefropatia y
ERT no esta claro. Como ejemplo, en un estudio australiano, entre los pacientes
con DT2, el aumento de la edad, junto con el aumento de la duracién de la diabetes,
se ha asociado con un mayor riesgo de desarrollar albuminuria (116). Por el
contrario, en un estudio que analizé a 1856 indios pima con DT2, los pacientes que
desarrollaron diabetes antes de los 20 afios tenian un mayor riesgo de progresar a
una ERT (25 versus 5 por 1000 pacientes afios en riesgo) (117). En el caso de la
DT1, el riesgo de desarrollar ERT es muy bajo para los pacientes diagnosticados
antes de los 5 afios, en edades mas avanzadas, la relacion entre la edad y la
progresion a la ERT es incierta (118).

7.3.3. Presion arterial

La hipertension es un problema comun tanto en pacientes con DT1 como DT2 pero
el curso temporal en relacion con la duracion de la diabetes es diferente
(26,119,120). Entre las personas con DT1, la prevalencia de hipertension es del 5%
a los 10 afios, 33% a los 20 afios y 70% a los 40 afios (119). Ademas, existe una
estrecha relacion entre la HTA y el aumento de albuminuria. La presion arterial
generalmente comienza a elevarse afios después del aumento moderado de la
albuminuria (120) y aumenta progresivamente a medida que avanza la enfermedad
renal en DT1, con una prevalencia del 19% de los normoalbumindricos, 30% de
microalbuminuricos y 65% de los macroalbumindricos (26). El riesgo de HTA y
nefropatia no se distribuye igual entre las razas, siendo la raza negra la de mayor
riesgo a padecer esta combinacién de entidades. Los hallazgos son diferentes en
pacientes con DT2. En una serie de mas de 3500 pacientes recién diagnosticados,
el 39% ya era hipertenso. En aproximadamente la mitad de estos pacientes, la
elevacion de la presion arterial se produjo antes de la aparicion de
microalbuminuria. La hipertension estaba fuertemente asociada con la obesidad v,
como era de esperar, los pacientes hipertensos tenian un mayor riesgo de
morbilidad y mortalidad cardiovascular (121,122).

7.3.4. Control glucémico
La hiperglucemia es un factor de riesgo importante para el desarrollo de la
enfermedad microvascular en pacientes con DM (123,124). Es mas probable que

se desarrolle ND en pacientes con peor control glucémico (niveles mas altos de
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HbAlc). La importancia del control glucémico estricto para la proteccién contra las
enfermedades microvasculares y cardiovasculares en la diabetes se establecié en
el Estudio DCCT/EDIC paralaDT1 (125). Aunque el papel del control glucémico en
la enfermedad microvascular en la DT2 parece mejor documentada, su papel en la
reduccion del riesgo cardiovascular no se ha establecido tan claramente. Esto
podria estar relacionado con la asociacion entre el infarto de miocardio y la muerte
subita en relacion a la presencia de hipoglicemias tanto clinicas como asintomaticas
(126).

Ademés, la mejora del control glucémico mejora las complicaciones
microvasculares. Un metanalisis de ensayos aleatorizados que incluyo a 27049
participantes, objetivd una reduccion en el riesgo de complicaciones
microvasculares en el grupo de control glucémico intensivo en comparacion con el
grupo de control glucémico estandar (127). Otro metandlisis que incluyé a mas de
28000 adultos evaluo los beneficios del control glucémico intensivo versus el control
glucémico convencional especificamente en los resultados renales y observé una
reduccion en el riesgo de microalbuminuria y macroalbuminuria en pacientes
asignados al control glucémico intensivo. Sin embargo, la reduccion en el riesgo de
desarrollar ERT no alcanzo significacion estadistica (128). Cabe destacar que la
mayoria de los ensayos, en los metanalisis, no tuvieron la duracion suficiente para
mostrar un efecto beneficioso del control glucémico sobre el riesgo de desarrollar
ERT, que generalmente se manifiesta después de 10 a 20 afios de duracion de la
DM (129). Sin embargo, el estudio UKPDS, con un seguimiento de 22 afios, mostro
un efecto beneficioso de la terapia intensiva en el desarrollo de resultados clinicos
mas avanzados, incluida la enfermedad renal (130). A pesar de estas evidencias,
la asociacion entre control estricto de glucemia y mejoria de factores
cardiovasculares se ha puesto en duda, y se ha ido incrementando el nivel objetivo
de control de laHbA1c, dadas las asociaciones observadas entre las hipoglucemias
y el riesgo de infarto y muerte subita. De esta manera, las guias actuales han
modificado este concepto “endocrinocéntrico” del control de la DM y se han
modificado las pautas de monitorizacion y tratamientos en base a la presencia o no
de dafio cardiovascular asociado, incluido entre estos obviamente, el dafio renal
(131).

7.3.5. Raza

Laincidencia y la gravedad de la ND varia segun las razas, siendo mas agresiva y
prevalente en la raza negra (3 a 6 veces en comparacion con los caucasicos), los
latinoamericanos y los indios pima (37,132,133). Si bien se asocian factores de
susceptibilidad genética dentro de cada raza, esta observacion en poblaciones
genéticamente dispares también podria estar relacionada con el papel principal de
factores socioecondémicos como la dieta, el control deficiente de la hiperglucemia,
la hipertension y la obesidad (134). Ademas, parece haber una asociacion
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importante entre la prevalencia de HTA y la progresion de la enfermedad en
pacientes negros con DT2. Incluso cuando se realizan ajustes para el aumento de
la incidencia de hipertensién y un estado socioecondmico mas bajo en los negros,
todavia parece haber un aumento de 4.8 veces en el riesgo de desarrollar ERT
debido a la ND (132). Factores genéticos asociados a la proteccion frente a
enfermedades como la malaria, hacen que la raza negra tenga mayor
susceptibilidad tanto a HTA como al potencial dafio que esta asocia en el desarrollo
de ERD (135).

Los indios pima, por otro lado, presentan mayor susceptibilidad de desarrollar ERD,
y hay trabajos que detectan presencia de aumento de albuminuria a tan solo 3 afios
del diagnodstico de la DM. Esta raza tiene glomérulos mas grandes que los
caucasicos, lo que podria conducir a una mayor susceptibilidad a la lesién
glomerular inducida por la diabetes (37,136).

7.3.6. Otros

La obesidad y el elevado indice de masa corporal se han asociado con un mayor
riesgo de ERD en pacientes con DM (116,137,138). Contrariamente, la pérdida de
peso puede reducir la albuminuria y mejorar la funcion renal en estos pacientes
(139,140). Ademas, el habito de fumar esta asociado con una variedad de efectos
adversos en pacientes con DM. Esto incluye evidencias de aumento en la
albuminuria y el riesgo de ERT y de disminucion de la supervivencia una vez que
se inicia la didlisis (141). Otro factor de riesgo asociado es el uso de
anticonceptivos orales y algunos estudios han sugerido una relacién entre el uso
de estos farmacos y el riesgo de dafio renal asociado a la diabetes (142).

7.4. Marcadores clasicos para el diagnostico de la nefropatia
diabética

La ERD se define por los cambios estructurales y funcionales caracteristicos ya
comentados. Los cambios estructurales predominantes incluyen la expansion
mesangial, el engrosamiento de la membrana basal glomerular, la lesion de
podocitos y, en ultima instancia, la esclerosis glomerular que hemos comentado
previamente (17,143-145).

Los marcadores clasicos utilizados para estimar el FG y diagnosticar la ERD tienen
limitaciones y pueden no ayudar en la deteccion precoz del dafio renal. El
metabolito mas utilizado como marcador de funcién renal es la creatinina sérica,
gue presenta importantes limitaciones. Por ejemplo, solo se eleva cuando se ha
perdido aproximadamente la mitad de la funcién renal, por lo que no es un buen
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estimador de FG en grados precoces de afectacion renal. Ademas, su
concentracién depende de la edad, el sexo, laraza y la masa muscular (146,147).
Las principales manifestaciones clinicas de la ND son la albuminuria, la hematuria
(con menos frecuencia y probablemente en relacion con lesiones de esclerosis
asociadas debido a la persistencia de la hiperfiltracion glomerular) y en muchos
pacientes, la enfermedad renal cronica progresiva, que puede revertirse o
estabilizarse con las terapias optimas.

El aumento de la excrecion urinaria de albumina se utiliza ampliamente como
marcador diagnoéstico de la ERD y se sugiere que su presencia precede a la
alteracion de la funcién renal (148). No obstante, también presenta limitaciones.
Algunos estudios han demostrado que el deterioro de la funcién renal puede no
acompafiarse de aumento de proteinuria y que la disminucion temprana del FGe
incluso puede preceder a la aparicion de microalbuminuria y su progresion
(149,150). Por otro lado, la albuminuria no es especifica del dafio renal asociado a
la diabetes y estd presente en otras enfermedades renales. Por razones no
conocidas, el grado de albuminuria no estd necesariamente vinculado a la
progresion de la enfermedad en pacientes con ND, tantoenla DT1 comoenlaDT2,
como se ha descrito en distintos trabajos (149,151,152). Por ejemplo, un estudio
realizado con 79 pacientes con DT1 seguidos durante una media de 12 afios,
observo que 23 de los pacientes descendieron el FGe <60 ml/min/1.73m?. Entre
estos pacientes, 11 tenian microalbuminuria estable o regresion a la albuminuria
normal. Los otros 12 pacientes desarrollaron proteinuria que, generalmente
acompafiaba, pero no precedia, a la disminucién del FGe. La pérdida de FGe fue
menor en pacientes con regresion a albuminuria normal en comparacion con
pacientes con microalbuminuria estable o macroalbuminuria y los seis pacientes
gue desarrollaron ERT habian progresado a macroalbuminuria (149,153).

Se desconocen los factores responsables de la disminucion progresiva del FGe en
la ND no albumindrica. Una posibilidad es la co-existencia de enfermedad vascular
intrarrenal. Sin embargo, en un estudio de pacientes con DT2 y un FGe por debajo
de 60 ml/min, la resistencia vascular intrarrenal en la exploracion doppler renal se
elevd a un grado similar en pacientes con y sin proteinuria (152). Ademas, la
progresion no albumindrica ocurre también en la DT1, una poblacion que
generalmente es mucho mas joven que aquellos con DT2 y es menos probable que
tenga una enfermedad vascular intrarrenal. Asi mismo, los fenotipos no
albumindricos podrian estar asociados a factores de diferencia de sexo, siendo mas
frecuente la evolucion a dafio renal en mujeres que no manifiestan proteinuria, Si
bien es necesario ampliar esta observacion.

El sedimento de orina en la ND suele ser inactivo, pero puede aparecer una
hematuria microscépica, lo cual obliga a descartar la coexistencia de otras
enfermedades asociadas. Nuestro grupo, por ejemplo, tras revisar 110 pacientes
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diabéticos biopsiados, observd, como era de esperar, que la microhematuria fue
mayor en el grupo de nefropatia no diabética en comparacién con el grupo afecto
de ND y se detectd ND aislada en 38 de los pacientes. El diagnéstico mas frecuente
de nefropatia no diabética fue nefropatia Ig A, seguida de nefroangiosclerosis
benigna (154).

La ecografia renal es una prueba de imagen necesaria en los pacientes diabéticos
con enfermedad renal y/o proteinuria. En la fase inicial de ND el FG y el volumen
renal aumentan, mientras que el volumen renal se reduce progresivamente en la
fase cronica. A diferencia de otras entidades como la nefroangioesclerosis muchos
pacientes presentan un grosor cortical normal incluso en grados avanzados de
ERC, lo que ayuda a sospechar la etiologia de la enfermedad renal secundaria a la
diabetes.

7.4.1. Relacién entre nefropatia diabética y retinopatia

La RD es una complicacion microvascular frecuente en la DM, afectando a dos
tercios de los pacientes con DT1 y a un 25% de los DT2 (155). Los pacientes con
nefropatia y DT1 con frecuencia tienen otros signos de enfermedad microvascular
diabética, como retinopatia y neuropatia (156,157). Dadas las caracteristicas
fisiopatoldgicas similares en ND y RD, no es sorprendente que investigaciones de
hace unos afios hayan establecido una relacién entre la albuminuria y la RD en la
diabetes (158,159). En un estudio transversal en el que se realizé fundoscopia a
590 pacientes con DT2, la prevalencia global de retinopatia fue del 39.3%, siendo
el 5.4% proliferativa. La prevalencia de microalbuminuria fue del 25.9%, mientras
gue el 14.5% de los pacientes presentd macroalbuminuria. Como se esperaba, la
RD vy la afectacion renal estaban altamente correlacionadas positivamente (160).
Sin embargo, estudios mas recientes sugieren que en ausencia de albuminuria
puede existir riesgo de progresion de la RD, al igual que lo comentado en relacion
con la asociacién de albuminuria y ND. En un estudio realizado en 263 pacientes
DT2 caucasicos, se observdé RD en 140 pacientes y edema macular diabético en
61; los niveles mas bajos de FGe se asociaron con la presencia y la gravedad de
RD. Estos hallazgos sugieren que los pacientes con FGe bajo también pueden estar
en riesgo de progresion de la RD a pesar de la ausencia de albuminuria, por lo
tanto, se debe enfatizar la deteccion de la enfermedad ocular diabética en todos los
pacientes con insuficiencia renal y DM independientemente de la albuminuria (161).

Por otra parte, el bloqueo del SRAA disminuye la tasa de progresiéon de la ND y
puede tener un beneficio similar en la RD. Un metandlisis, que incluyé 13823
pacientes, mostrd que la inhibicion del SRAA reduce el riesgo de RD y aumenta la
posibilidad de su regresion. Los IECA podrian ser mejores que los ARA2 para el
tratamiento de la RD y podrian ejercer un efecto mas beneficioso sobre la RD (162).
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Se considera que la presentacion tipica de la ERD incluye una larga duracién de la
DM, RD, albuminuria sin hematuria y pérdida progresiva de FGe. Sin embargo, los
signos de ERC pueden estar presentes en el momento del diagnostico o sin
retinopatia en la DT2 y se ha reportado frecuentemente una reduccion de la tasa
de crecimiento sin albuminuria en la DT1 y DT2 y se esta volviendo mas comun a
medida que aumenta la prevalencia de la DM (163-165). En el caso de la DT2, si
bien se usa como elemento de soporte, la presencia de RD es un factor diagnéstico
poco sensible y especifico al dafio renal (166). Esta asociacion entre RD y ND, si
bien es poco especifica, se utiliza como soporte diagnostico, de manera que incluso
se incluye dentro de los criterios de suposicion diagnoéstica sin confirmacion de
biopsia renal. De igual manera, la presencia o no de RD se utiliza como factor a la
hora de ampliar estudios mediante la biopsia renal.

Generalmente, el diagnostico de ND se hace en base a los datos analiticos y
clinicos, pero existen situaciones en las que estaria indicado realizar una biopsia
renal a un paciente diabético para esclarecer el diagndstico. Los criterios mas
aceptados son:

- Proteinuria > 1 gramo con DT1 de menos de 5 afios de evolucion sin RD.

- Disminucion rapida del FG en paciente sin RD.

- Aparicion brusca de sindrome nefrético o aumento rapido de la proteinuria.

- Actividad en el sedimento (micro/macrohematuria) no asociada a proceso
infeccioso urinario o cdlico nefritico.

- Signos o sintomas de otra enfermedad sistémica.

- Sindrome nefrético en paciente con DT2 y duda razonable de otra
nefropatia.

- Insuficiencia renal aguda.

Teniendo en cuenta que la ERC es una condicion clinica cada vez mas prevalente
y que se asocia a enfermedad cardiovascular y a otras complicaciones graves, son
necesarios mejores meétodos clinicos para detectar antes a aquellos pacientes con
mal prondstico renal y cardiovascular. Para ello, es preciso la deteccion de nuevos
biomarcadores méas sensibles y especificos para el diagnostico precoz y la
evaluacion de la naturaleza, la gravedad y la velocidad de progresién de la
enfermedad renal, especialmente en la ERD. Para poder alcanzar tal finalidad, es
indispensable poder disponer de cohortes de pacientes diabéticos bien
caracterizados y que dispongan de biobancos para la busqueda de nuevos
biomarcadores de la ERD.
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7.5. Bases de datos y cohortes con biobancos

Los biobancos son bancos de almacenamiento de muestras de origen humano,
para su utilizacion en investigaciones nacionales o internacionales, dentro del
campo de la biomedicina (167). Su principal caracteristica, respecto al concepto
clasico de coleccion de muestras y datos asociados (coleccién de un grupo de
investigacion, coleccion institucional o coleccién privada), es su compromiso con la
cesion de las muestras y la informacion asociada a las mismas a los grupos de
investigacion de una forma abierta, transparente y generosa, en beneficio de la
ciencia y, por encima de todo, del paciente (168).

La creaciéon de biobancos deriva de una serie de situaciones:

- Actualmente, es de vital importancia disponer de grandes cantidades de
muestras bioldgicas representativas de tejidos, tumores, células, proteinas,
ADN vy distintos fluidos vitales (sangre, suero, orina, etc.) para el éxito y el

desarrollo de estudios de investigacion biomédica.

- Los avances en las técnicas denominadas «dmicas» (genomica, protedmica,
etc.) permiten la obtencién de un gran nimero de datos, y para ello se
necesita disponer no Unicamente de gran cantidad de muestras, sino que las
mismas sean de calidad, estén preservadas en excelentes condiciones y se

encuentren facilmente disponibles.

- Cada vez es mas abundante y estrecha la colaboracion entre diferentes
laboratorios situados dentro y fuera de los distintos paises, lo que hace que
el envio de muestras de unos a otros sea cada vez mas frecuente y haga
necesario un completo control sobre el transito de material biol6gico
humano.

En las complicaciones asociadas a la DT2 estan implicadas numerosas vias
fisiopatolégicas que merecen un abordaje holistico y el esfuerzo multicéntrico para
la creacion de cohortes amplias que dispongan de muestras bioldgicas. Las
tecnologias de alto rendimiento son una excelente herramienta para profundizar en
el entendimiento de estas vias y para la busqueda de nuevos biomarcadores
asociados con la enfermedad.

7.6. Concepto de metaboldmica

El metaboloma es la coleccion de metabolitos de moléculas pequefias endogenas,
guimicamente diversas (<1500 Da) dentro de un sistema biolédgico. Incluye lipidos,
esteroides, carbohidratos, nucleétidos, aminoacidos y acidos organicos. La
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metabolémica cataloga y cuantifica a las moléculas pequefias que se encuentran
en los sistemas bioldgicos. Las estimaciones actuales sugieren que el metaboloma
humano comprende miles de moléculas pequefas, tanto confirmadas como
estimadas y muchas de ellas no se han identificado. Los metabolitos varian en
polaridad, tamafio y concentracion (por ejemplo, mmol/l, nmol/l, pmol/l), desde
metabolitos polares hidrofilos con un bajo peso molecular (por ejemplo,
aminoacidos) hasta hidréfobos no polares de alto peso molecular (por ejemplo, los
lipidos). Esta diversidad supone que el método de deteccion, identificacion y
cuantificacion de todo el metaboloma es técnicamente dificil usando una Unica
plataforma de analisis ya que ninguna plataforma Gnica puede medir todos los
metabolitos. Los analisis se generan principalmente a través de la espectroscopia
de resonancia magnética nuclear de protones (*HRMN) y la espectrometria de
masas (MS) junto con técnicas de separacion tales como cromatografia de gases
(GC) o la electroforesis capilar (CE). Si bien, ninguna metodologia Unica
proporciona una medicion precisa de todo el metaboloma (169-171). Los
metabolitos varian ampliamente en concentracion y pueden verse afectados por
factores intrinsecos (como genéticos) o extrinsecos como alimentos, infecciones o
medicamentos. Tienen una naturaleza dindmicay son las moléculas mas cercanas
al fenotipo dentro de la cascada dmica (figura 6) (172).

Figura 6. Metabolémica en la cascada émicay vias hacia la medicina personalizada
en enfermedades renales. Adaptado de Barrios y col. (172).
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En los Ultimos afios, distintos estudios han investigado perfiles metabolémicos
asociados a la funcion renal en poblacién general y DT1. Sin embargo, hay falta de
informacion en la DT2, con estudios limitados en el tamafio y la réplica de
resultados.

Recientemente, varios estudios han aplicado la metabolémica al estudio de la
funcién renal (172,173). En 2016 se realiz6 el primer estudio a gran escala de
metabolémica y funcién renal en poblacién general (174) en el que, mediante
técnicas de cromatografia de gas y liquida en tandem con espectrometria de masas
(GC-LC/MS), se identificaron numerosos metabolitos pertenecientes a distintas
vias metabdlicas asociados con la funcién renal en un analisis sin hipétesis previa.
De los 493 metabolitos analizados, 54 mostraron asociacion significativa con el FGe
en las dos poblaciones estudiadas (registro aleman; KORA, con 1735 individuos y
registro inglés; TwinsUK con 1164 individuos). Entre ellos, se identificaron 6
metabolitos que presentaron mayor correlacion con la funciébn renal: N-
acetilalanina, mio-inositol, N-acetilcarnosina y formas glucosiladas del
mannosiltriptéfano y la pseudouridina. Estos dos ultimos, junto con Sulfo-L-tirosina
mostraron ademas relacion con la incidencia de ERC de nueva aparicion en el
seguimiento y no mostraron dependencia con la edad y el sexo. Este y otros
estudios mas modestos ponen de manifiesto que en el dafio renal estan implicadas
diferentes vias fisiopatoldgicas. A destacar, por ejemplo, las vias del metabolismo
del triptéfano y la tirosina, cuyos metabolitos estan relacionados con la digestion
proteica intestinal. Estas son vias de estudio emergente, por las potenciales
implicaciones no solo diagndsticas sino terapéuticas sobre la manipulacién de la
flora intestinal y la funcién renal (175). Estos estudios no aportan cuantificacion
absoluta de estos marcadores y son necesarios analisis cuantitativos para verificar
las asociaciones encontradas y establecer rangos de referencia. Por otro lado, el
porcentaje de diabéticos de estas cohortes es inferior al 5%, y menos del 10%
presentaban insuficiencia renal, definida por un FGe inferior a 60 ml/min. No
obstante, es muy interesante observar alteraciones en distintos perfiles
metaboldmicos, mucho antes que el FGe medido por creatinina se vea afectado,
por lo que estas aproximaciones de analisis basados en estudios de metabolémica
pueden ser relevantes en la busqueda de marcadores precoces del dafio renal.

En los dltimos afos, se han realizado diez estudios que analizan asociaciones entre
metabolitos circulantes y la funcién renal en pacientes con diabetes. El de mayor
tamanfo incluy6 325 pacientes con DT1 con y sin afectacién renal, definida por la
presencia de albuminuria (176). Este grupo analizé, mediante *HRMN, moléculas
de bajo peso, asi como lipidos y subclases de lipoproteinas relacionadas con la
peor evolucién de la proteinuria en el seguimiento a 8 afos. Entre otros hallazgos,
cabe destacar que la progresion de la albuminuria se relacioné con un aumento de
acidos grados saturados, subclases de lipidos de densidad baja o intermedia y
metabolitos relacionados con la inflamacion. Los hallazgos en los perfiles
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lipidbmicos encontrados en este y otros estudios mas pequefios, son
especialmente interesantes. El dafio renal resulta en profundos cambios en el
metabolismo lipo-proteico que pueden contribuir a la progresiéon de la ERC (177).
Una limitacién relevante es que estos autores no realizan réplica de los hallazgos
en otras poblaciones. Asi mismo, hay muy poca informacion en poblaciones con
DT2, la cual sabemos, presenta un perfil metabdlico distinto a las poblaciones con
DT1.

En el dafio renal asociado a la diabetes estan implicadas distintas vias como la
proliferacion celular, la fibrosis, la inflamacién, la inmunomodulacién o la
glucosilaciéon de las proteinas y los lipidos. Las tecnologias de alto rendimiento
permiten identificar nuevos marcadores que mejoran el conocimiento en la
fisiopatologia de esta entidad. Sin embargo, son necesarios estudios cuantitativos
y que aseguren réplica en mas de una poblacién antes de aplicar estos hallazgos
a la practica clinica. Los estudios longitudinales permitiran una vision mas correcta
de los hallazgos para la monitorizacion y el pronéstico, y ayudaran a discernir entre
la causalidad y la mera asociacién. En este sentido, es necesario desarrollar
enfoques basados en la biologia y la medicina de sistemas para descifrar las redes
funcionales y de regulacion que subyacen en la ERD (169,178,179).

La integracion de la metabolomica permitird analizar sus dependencias
multivariadas y, por lo tanto, diferenciar las correlaciones espurias que puedan
encontrarse en un andlisis por separado. De esta manera, las tecnologias de alto
rendimiento han encontrado nuevos biomarcadores de disfuncion renal precoz, asi
como proporcionado una informacion valiosa de rutas metabdlicas relacionadas en
la fisiopatologia de la ERD y otras complicaciones microvasculares.

7.7. Galectina-3

La galectina-3 (Gal3) pertenece a la familia de las galectinas, que son lectinas [3-
galactdsidas de unién con uno o mas dominios de reconocimiento de carbohidratos
(DRC). Se une a las proteinas de una manera dependiente e independiente de los
carbohidratos. Dentro de los procesos de glucosilacién de proteinas, la galectina-3
juega un papel crucial. Se han identificado 15 galectinas en mamiferos, que pueden
dividirse en tres tipos segun la organizacion del DRC: a) galectinas prototipo con
un solo DRC; b) galectinas de repeticion en tandem con dos DRC; c¢) galectinas de
tipo quimérico con un solo DRC conectado a un dominio N-terminal largo y flexible.
La Gal3 es la Unica galectina de tipo quimérico (180) (Figura 7).
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Figura 7. Estructura de las galectinas segun la organizacion de su dominio de
reconocimiento de carbohidratos.
Fuente: Richard D. Cummings y col. Essentials of Glycobiology. 2nd edition. Chapter 33.

Galectins.(180)

Prototypical Chimeric Tandem repeat
) & ﬁc 0 c.\

Galectin-1 Galectin-3 Galectin-4
Galectin-2 Galectin-8
Galectin-7 Galectin-9
Galectin-10 Galectin-12
Galectin-13

Galectin-14

(DRC)
Dominio de
reconocimiento de
carbohidratos

Cadena de amino-acidos
(N-terminal)

(C-terminal)

La Gal3 es una proteina de 35 kDa que esta codificada por un solo gen, el LGALS3,
localizado en el cromosoma 14. Su representacion extracelular interactla a través
de su dominio de reconocimiento de carbohidratos C-terminal con los residuos [3-
galactésidos de la matriz extracelular y las glicoproteinas de la superficie celular,
mientras que la interaccion de la Gal3 intracelular se produce a través de
asociaciones péptido-péptido mediadas por su dominio N-terminal. (Figura 8)
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Figura 8. Interacciones de Gal3. La
Gal3 interactia a través su dominio de
reconocimiento de carbohidratos C-
terminal (rojo) con los residuos [3-
galactosidos de la matriz extracelular y
las glicoproteinas de la superficie celular,
mientras que la interaccion de la Gal3
intracelular se produce a través de
asociaciones péptido-péptido mediadas
por su dominio N-terminal (amarillo).
Adaptado de Pugliese y col. Glicobiology,
2015 (181)
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El dominio N-terminal de Gal3 es esencial para su multimerizacién, sensible a la
proteolisis por las metaloproteinasas de la matriz y puede participar en la
interaccién con otras proteinas intracelulares (182). Ademas, los primeros 12
aminodacidos de Gal3 son necesarios para su secrecion y translocacion nuclear
(183,184). EI DRC C-terminal de galectina es responsable de su interaccion con los
glucoconjugados que contienen N-acetil-lactosamina. Por lo tanto, la Gal3 se une
a las proteinas de una manera dependiente e independiente de los carbohidratos.

La expresion de Gal3 en los tejidos esta regulada en el desarrollo; es mas
abundante durante la embriogénesis y el desarrollo que en la vida adulta (185). La
Gal3 se localiza predominantemente en el citoplasma; sin embargo, se transporta
al nucleo y se secreta en la superficie celular y en los liquidos biolégicos, incluido
el suero y la orina. Tiene una distribucion ubicua en el organismo. Se encuentra en
las células epiteliales, en cartilagos, huesos y en células inflamatorias
(constitutivamente o de forma inducible ante un estimulo).

Cumple funciones importantes en numerosas actividades biolégicas, como el
crecimiento celular, la apoptosis, el empalme (splicing) previo al ARNm, la
diferenciacion, la transformacion, la angiogénesis, la inflamacion, la fibrosis y la
respuesta inmunomoduladora (186). Se ha observado que la galectina-3 esta
involucrada en la patogénesis de la remodelacion cardiovascular, asi como en
varios procesos autoinmunes e inflamatorios (187-193).

La figura 9 (adaptada de Pugliese G y cols, 173) representa un resumen de las
acciones inmunomoduladoras, proinflamatoria (rojo) o anti-inflamatorias (en verde)
de la Gal3, que van a depender de multiples factores, como el tipo de inflamacion
(crénica/aguda) y la célula o tejido objetivo. Ademas, como se observa, sus
acciones pueden ser opuestas.
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Figura 9. Acciones inmuno-moduladoras de la Gal3. Adaptada de Pugliese G y col
(173).
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Los niveles medios de Gal3 circulante en una poblacion de referencia fueron de
27.5 ng/ml, de acuerdo con la prueba de deteccion ARCHITECT Galectin-3
(www.abbottdiagnostics.com). Tanto el aumento como la disminucién de los niveles
de expresion de Gal3 se observan en varios tipos de enfermedades, incluyendo
enfermedades cardiacas (insuficiencia cardiaca, cardiopatia isquémica, fibrilacion
auricular, remodelado del ventriculo izquierdo en pacientes hipertensos,
cardiomiopatia hipertréfica, trasplantes cardiacos), renales, hepéaticas, cancer e
infecciosas. Ademas, la Gal3 es un biomarcador estable y no esta asociada con la
edad, el indice de masa corporal o el sexo (194,195). Tampoco tiene variacion
circadiana y aumenta marginalmente después del ejercicio, volviendo a los niveles
normales después de 1-3 horas (196).

Dadas sus caracteristicas, numerosos estudios previos han indicado que esta
galectina puede usarse como un biomarcador de diagndstico o pronostico para
ciertos tipos de enfermedad cardiaca, enfermedad renal y cancer. Asi mismo,
también se ha postulado como potencial objetivo terapéutico para tratar distintas
entidades (197).
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7.7.1. Galectina-3 en insuficiencia cardiaca

En la dltima década, se han publicado numerosos articulos que relacionan la Gal3
como un biomarcador de dafio cardiaco asociandola con mayor riesgo de fallo
cardiaco croénico y agudo y con mortalidad cardiovascular.

Aunque diversos estudios muestran que niveles aumentados de expresion de Gal3
estan asociados con la mortalidad en la insuficiencia cardiaca (IC) aguda y crénica
(195,198), otros indican que la Gal3 es ineficaz para predecir la mortalidad
cardiovascular (CV), lo que sugiere que los resultados deberian ajustarse por otros
factores clinicos como la funcion renal (199). Asi, trabajos en los que realizaron
ajustes clinicos extensos que incluyeron edad, sexo, diabetes mellitus, fraccién de
eyeccion del ventriculo izquierdo, funcion renal, medicacion y proBNP-NT, si han
demostrado que niveles elevados de Gal3 se asociaron con un aumento
significativo de la hospitalizacion y la mortalidad por IC (200). La funcion renal no
siempre se incluye en estos estudios y actualmente se desconocen los ajustes
necesarios a realizar en base a la funcion renal de los individuos. Por ejemplo, en
un estudio realizado en pacientes ambulatorios con IC aguda, el aumento de los
niveles séricos de Gal3 reflej6 un aumento de la actividad neurohumoral y una
reduccion de latasa de FGe, sin embargo, no se asociaba con los analisis sobre la
funcién miocardica (201). Otro trabajo en pacientes ambulatorios con IC croénica,
demostré que los niveles séricos de Gal3 se asociaron de forma significativa e
independiente con la microalbuminuria (202). Sin embargo, en otro estudio en
pacientes hospitalizados con IC, la Gal3 solo predijo la mortalidad asociada con la
funcion renal en los que tenian un FGe >60 ml/min/1.73m? (203).

La Gal3 se ha asociado con la severidad del fallo cardiaco, el aumento de
mortalidad y de reingresos hospitalarios (204—206), asi como con el desarrollo de
vasculopatia del injerto cardiaco tras un trasplante cardiaco, por lo que podria ser
un marcador coadyuvante de rechazo en estos pacientes (207). Existe controversia
sobre si los farmacos utilizados en el manejo de la IC, sobretodo los diuréticos y los
IECAS/ARA2, pueden afectar a los niveles circulantes de Gal3, dato que seria
relevante tanto en la interpretacion de los resultados, como en el ajuste por la toma
de este tipo de farmacos. Diversos estudios sostienen que el valor pronéstico de la
Gal3 no se ve afectado por las estrategias terapéuticas del fallo cardiaco (208,209)
ni por la edad (210). Otros ensayos mas dirigidos a valorar la potencial influencia
de los ARA2 sobre la Gal3 circulante y su asociacién con eventos cardiacos, han
mostrado que pacientes con IC en tratamiento con valsartan, por cada aumento de
1 pg/l en galectina-3, hubo un mayor riesgo asociado de mortalidad, eventos
morbidos primarios y también hospitalizacion por IC, independientemente de la
presencia del farmaco (211). Trabajos recientes en poblacion norteamericana que
incluyen mas de una cohorte, no han detectado diferencias significativas en los
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niveles de Gal3 en relacion a eventos CV o evolucion de la funcion renal con el uso
de inhibidores del SRAA (212). Si bien, por lo tanto, no parece que los niveles de
esta lectina estén influenciados por estos farmacos, hay que destacar que la
mayoria de los trabajos no estaban dirigidos al analisis concreto de este efecto
dentro de sus variables finales.

De igual manera, distintos estudios ponen en duda la utilidad de su monitorizacién
clinica existiendo controversia respecto a si puede proporcionar o no un beneficio
prondstico adicional en pacientes con IC (213,214). El valor pronéstico de la Gal3
en el fallo cardiaco puede diferir segun las razas. En pacientes blancos se asocio
de formaindependiente con el compuesto IC/ mortalidad, en cambio, en los de raza
negra no se demostrd esta asociacion, por lo que se postula si la Gal3 puede tener
una utilidad pronéstica limitada para predecir la IC y la mortalidad en pacientes de
raza negra (215). De momento, no se recomienda el uso de Gal3 como biomarcador
de pronédstico Unico para pacientes con IC, aunque si se recomienda en
combinacion con otros biomarcadores establecidos (199). Su valor prondstico se
ha comparado con el de otros biomarcadores de IC disponibles (como la supresién
soluble de tumorigenicidad 2 (sST2), la troponina | y el péptido natriurético de tipo
B (proBNP-NT) (212,216-218). La Gal3 se podria utilizar para el diagnéstico de la
IC, como han demostrado algunos estudios piloto midiendo sus niveles séricos y
salivales (219,220). Si bien, es probable que su eficacia como marcador mejore si
se combina con otros y se utiliza en forma de “paneles diagnésticos” y no como
marcador unico. Por otra parte, son necesarios mas estudios en este campo donde
se incluyan ademas ajustes por distintos grados de enfermedad renal.

7.7.2. Galectina-3 en otras enfermedades cardiovasculares

La Gal3 se ha estudiado en otras enfermedades cardiacas como en la estenosis
aortica, en la enfermedad coronaria cronica y en otras enfermedades vasculares.

En pacientes con estenosis valvular aodrtica, se ha visto que la Gal3 en células
intersticiales valvulares obtenidas de la estenosis adrtica podria tener implicacion
en la calcificacién valvular aodrtica, ya que indujo la expresion de marcadores
inflamatorios vy fibroticos (221). No obstante, otros estudios muestran resultados
contradictorios, en los que la Gal3 no estaba asociada con la gravedad de la
estenosis aodrtica (222).

En pacientes con enfermedad coronaria cronica, se ha asociado el aumento de
niveles séricos de Gal3 con una mayor incidencia de eventos cardiovasculares,
incluida la mortalidad cardiovascular (223,224), la gravedad de la enfermedad
arterial coronaria, el numero de vasos enfermos (225) y el grado de fibrosis
miocardica (226,227). En cambio, en otro estudio la Gal3 no pudo predecir los
eventos cardiovasculares recurrentes (228). Algunos estudios han asociado
también niveles mas elevados de Gal3 con re-infartos de miocardio (229,230),
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mientras que los niveles de expresion de Gal3 no cambiaron durante el infarto
agudo miocéardico y no hubo asociacion entre los niveles de Gal3 y la lesion
miocardica isquémica aguda en otro analisis (231).

En pacientes con fibrilacion auricular se han visto niveles de expresién de Gal3
aumentados (232) y la Gal3 se ha asociado de forma independiente con la
fibrilacion auricular de nueva aparicion (233). En pacientes hipertensos, la Gal3 se
ha asociado con la remodelacién cardiaca (234). De tal manera que algunos
trabajos han mostrado que en la miocardiopatia hipertréfica, los niveles de Gal3
aumentaron y estaban asociados con un mayor grado de hipertrofia ventricular
izquierda. No obstante, no pudieron relacionarlo con otros parametros de funcién
miocérdica como la disminucion de la funcion diastolica o sistélica del ventriculo
izquierdo (235).

La Gal3 puede servir como un biomarcador para los resultados post-trasplante
cardiaco. Algunos estudios han observado fluctuaciones de niveles de Gal3 en
pacientes trasplantados cardiacos con un seguimiento de 12 meses, indicando un
nuevo episodio de fallo cardiaco cuando la Gal3 aumento el doble o disminuyo a la
mitad en comparacion con el nivel de referencia (236). Estudios posteriores,
mostraron que el nivel de Gal3 esta persistentemente aumentado después del
trasplante y se asocia con la funcion renal de los individuos. No obstante, no lo
relacionaron con la presencia de fibrosis intersticial cardiaca postransplante, lo que
indicaria una peor evolucion del injerto (237).

Su aplicacion como potencial herramienta diagnodstica se ha planteado en otras
entidades de enfermedad vascular. Se ha observado aumento de sus niveles en
pacientes con enfermedad arterial periférica, hemorragia intracerebral, vy
disminucién de los mismos en estenosis carotidea de alto grado (238—-240).

7.7.3. Galectina-3y cancer

Los niveles de Gal3 séricos y en tejidos de 6rganos afectos por neoplasias se han
estudiado como posibles marcadores diagndésticos y/o pronésticos de distintos tipos
de enfermedades tumorales, con resultados contradictorios. El valor de la Gal3
como marcador proangiogénico en el cancer de tiroides se ha estudiado
ampliamente. Un metanalisis indico que la Gal3 podria ser un inmunomarcador
potencialmente util para distinguir entre pacientes con carcinoma papilar de tiroides
y pacientes sin él (241). Sin embargo, existen resultados controvertidos con
respecto a otros tipos de carcinoma de tiroides (242). Modelos experimentales han
demostrado que la galectina-3 puede promover la progresion del carcinoma
hepatocelular (243). El déficit de Gal3 puede reducir la proliferacién celular y
aumentar la apoptosis de las células del hepatoma (244). Estos hallazgos se han
confirmado en estudios in vivo (245). Sin embargo, parece que la Gal3 puede
usarse para el pronéstico, pero no para el diagndstico de pacientes con
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hepatocarcinoma celular, ya que no hay diferencias significativas en sus niveles
séricos entre pacientes cirréticos y pacientes con hepatocarcinoma (246). En
pacientes con adenocarcinoma gastrico, algunos estudios han encontrado aumento
en los niveles séricos de la lectina en comparacién con pacientes sanos (247), sin
embargo, otro grupo demostré que no habia diferencias significativas entre
pacientes con cancer gastrico y controles sanos (248). Estudios in vitro han
relacionado que niveles reducidos de Gal3 se asocian con metastasis a distancia
en pacientes con este tipo de neoplasia (249).

En la actualidad, los resultados sobre los niveles circulantes y la expresion tisular
de Gal3 en pacientes con cancer son controvertidos. En el cancer de prostata se
han visto niveles mas altos de Gal3 en comparacion con controles sanos (250), sin
embargo, otro estudio determind niveles mas bajos en el adenocarcinoma (251).
En un estudio en pacientes con carcinoma de células renales (CCR) se vieron
niveles de Gal3 aumentados en los tejidos séricos y tumorales (252) y los hombres
se asociaron significativamente con un aumento de los niveles de expresion de
ARNmM de galectina-1 y Gal3 en CCR de células claras, lo que indica que las
galectinas pueden estar involucradas en la patogenia de la mayor prevalencia en
hombres de CCR. Ademas, el uso combinado de galectina-1 y Gal3 para el
diagnostico de CCR demostro especificidad y sensibilidad de 98 y 47%,
respectivamente (253). Se han visto niveles elevados de Gal3 en el carcinoma
pancreatico, pero la Gal3 no se ha asociado con el antigeno carcinoembrionario y
CA19-9; sin embargo, una combinacién de estos tres marcadores puede aumentar
la sensibilidad diagnéstica del diagnéstico de carcinoma pancreéatico hasta un
97.5% (254). También se asocian niveles elevados de Gal3, en neoplasias
hematoldgicas como leucemia promielocitica (255) y linfoma no Hodgkin (256); y
Gal3 elevada, sobre todo cuando existen metastasis, en cancer colorrectal (257),
cancer de vejiga (258) y en cancer de mama (259), sin embargo, en este ultimo
existen trabajos que han relacionado niveles bajos de Gal3 con mayor agresividad
y, por tanto, menor supervivencia (260).

En resumen, estos estudios revelan que la Gal3 se expresa de manera anormal en
muchos tipos de cancer, lo que indica que no es un biomarcador especifico de
tumores y hoy por hoy Unicamente se plantea como marcador diagnostico efectivo
en combinacion con biomarcadores especificos.

7.7.4. Galectina-3 como marcador de dafio renal general

Niveles elevados de Gal3 se han relacionado con mayor morbimortalidad
cardiovascular y menor FG, en cohortes no diabéticas. En los ultimos afios se ha
estudiado de manera mas exhaustiva el papel de la Gal3 en el dafio renal y su
asociacion con la funcion renal. Su expresion renal es compleja y parece depender
del contexto estudiado. Por ejemplo, el aumento de su expresion se ha relacionado
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con la aparicion de fibrosis renal, pero también con la atenuacion de la fibrosis a
través de la remodelacion de la matriz (261-263).

En un modelo animal de isquemia/reperfusion e induccion de fracaso renal agudo
(FRA) se observo, que los niveles de expresion de ARNm de Gal3 comenzaron a
aumentar 2 horas después de la lesidon y se asociaron de forma inversa con los
niveles de creatinina que se aumentaron 48h después de la lesion. Esta lectina, se
localizo inicialmente en los tubulos y posteriormente en los macréfagos durante las
etapas de regeneracion. Estos resultados sugieren que la Gal3 puede ser
importante en la lesion tubular aguda y en la etapa posterior de regeneracion (264).

Aparte de su potencial uso como marcador de FRA, varios trabajos han analizado
su potencial uso en el diagnéstico de la ERC. Por ejemplo, se ha observado que en
una cohorte de 200 pacientes asiaticos con distintos grados de ERC mostraron una
reduccion del FGe y una mayor expresion de Gal3 sérica, exhibiendo un area bajo
la curva (AUC) de 0.89 cuando se incluia esta lectina en el modelo para discernir
entre tener o no ERC, lo que indica su potencial papel en el diagndéstico de esta.
No obstante, esta AUC no presentaba diferencias significativas con las dadas con
el uso aislado de creatinina o cistatina, mejorando sustancialmente cuando se
utilizaba combinacion de los tres marcadores (AUC: 0.96). Ademas, en este estudio
se observo que las tasas de supervivencia renal a seis afos entre los individuos
con valores de Gal3 bajo (<6 ng/ml) y alto (>6 ng/ml) fueron de 47.3 y 22.8%,
respectivamente. Los participantes del grupo alto de Gal3 (>6 ng/ml), en el
momento basal, presentaron un riesgo relativo de mas del doble de padecer ERC
(HR 2.66 [1.68-4.23]) en el seguimiento, valor mucho mas discreto cuando el
marcador utilizado fue cistatina (HR 1.61 [1.03-2.52]) o creatinina (HR 1.56 [0.99-
2.47]), que si bien es el marcador mas utilizado en clinica, ni siquiera mostro
significancia estadistica como predictor futuro de desarrollo de ERC (265).

En el estudio de Framingham Offspring que incluyé 2450 participantes, el aumento
de los niveles circulantes de Gal3 al inicio del estudio se asocié con un mayor riesgo
de descenso rapido del FGe y de la incidencia de ERC, si bien no se observo
asociacion con la proteinuria (266). Sus resultados indican que la Gal3 puede
predecir el dafio relacionado con la fibrosis tubulointerstistial, pero no la lesion
glomerular. Sin embargo, en el analisis de una cohorte multicéntrica realizada en
individuos de la comunidad (cohorte CHS), 2763 adultos sin antecedentes de
insuficiencia cardiaca, se observé que el aumento de los niveles séricos de Gal3
no se asocid con una disminucion del FGe o el de la incidencia de ERC tras los
ajustes por posibles factores de confusion y otros biomarcadores cardiacos (267).
La asociacion de los niveles circulantes de Gal3 con la proteinuria si pudo
mostrarse en otro tipo de entidades como la amiloidosis secundaria asociada a
fiebre mediterranea familiar, donde se postula que podria conducir a una deteccion
mas temprana del dafio renal y la proteinuria en estas poblaciones (268).
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Diversos estudios en pacientes bajo tratamiento de hemodidalisis muestran que la
Gal3 es un factor independiente de hipertrofia ventricular, disfuncién diastélica y
mortalidad en esta poblacion (269-271). Se ha sugerido un valor de corte de esta
lectina >23.73 ng/ml como predictor independiente de mortalidad (272).

En pacientes sometidos a denervacion renal, se objetivd que los niveles de
galectina en suero podian ser un predictor de la respuesta terapéutica. En los
pacientes con hipertension resistente que experimentaron una reduccion simpatica
renal, los niveles séricos basales de galectina aumentaron significativamente en los
respondedores, en comparacion con los no respondedores y no se observaron
cambios significativos en los niveles de Gal3 durante el periodo de seguimiento.
Estos resultados sugieren que la Gal3 podria ayudar a identificar pacientes
adecuados para la denervacion renal (273).

Dentro de su asociacion con otras entidades renales, se ha visto que la Gal3 puede
estar involucrada en la patogenia de la poliquistosis renal autosoémica recesiva
(274). Posiblemente, bloquea la expansion de los quistes renales, confirmada por
una mayor expansion de los quistes en presencia de anticuerpos contra la Gal3
(275).

Ademés, se asocia con la expansion mesangial y enfermedades renales
glomerulares no diabéticas. Asi, se han visto niveles méas elevados de Gal3 en
pacientes no respondedores a esteroides con sindrome nefrotico debido a
glomerulonefritis proliferativa mesangial difusa, focal y segmentaria y en la
enfermedad por cambios minimos (276). La expresion de la Gal3 también se ha
investigado en pacientes con nefritis por lupus eritematoso sistémico en
comparacion con controles, viendo que los afectos por nefritis lUpica tenian niveles
séricos de Gal3 significativamente mas altos que los controles (277).

En el trasplante renal, la Gal3 se ha asociado con la nefropatia crénica del injerto
debido al papel que juega esta lectina en el inicio de la fibrosis renal (278). Un
estudio mostré concentraciones significativamente elevadas de Gal3 antes del
trasplante, las cuales se redujeron significativamente tres meses después del
trasplante en relacion a la recuperacion de la funcién renal (279). En base a estas
asociaciones y a factores como que su aclaramiento es principalmente hepatico, la
Gal3 podria ser util para la identificacion de individuos en riesgo de desarrollar ERC
afos antes del inicio clinico y de la deteccion de la elevacion de la creatinina.

7.7.5. Galectina-3 como marcador de dafio renal asociado a la diabetes

La Gal3 es un importante modulador de varias funciones biolégicas mediante la
interaccion con varias moléculas dentro y fuera de la célula. Esta ampliamente
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estudiado su papel en el dafio cardiaco y como marcador de riesgo cardiovascular,
y se postula como una molécula emergente a valorar dentro de la fisiopatologia del
dafo renal asociado a la diabetes (280,281). Entre otros mecanismos, a nivel renal,
participa en la patogénesis de complicaciones diabéticas, a través de su funcién
sobre el receptor de productos avanzados de glucosilacion (AGES) y los productos
avanzados de la lipoxidacion (ALES).

Estudios experimentales muestran que AGE/ALEs se producen en mayor medida
en los 6rganos diana de la diabetes, como el rifion (282) y se ha observado en
modelos murinos de experimentacion, que la Gal3 podria proporcionar proteccion
frente al dafio tisular inducido por los AGEs/ALEs favoreciendo su eliminaciéon. De
esta manera, se postula que su sobreexpresion a nivel tisular renal en el ambiente
diabético, podria tener un papel protector mediante este mecanismo. Asi, por
ejemplo, modelos animales de experimentacion han mostrado que la delecién
genética de la Gal3 se relaciond con una glomerulopatia diabética acelerada con
aumento de proteinuria (283,284). En un estudio se analizo el papel de la Gal3
como receptor de AGE y su contribucion al desarrollo de la enfermedad glomerular
diabética, utilizando un modelo de ratén knockout. Los ratones knockout para Gal3
obtenidos por ablacion génica y los ratones de tipo salvaje convertidos en
diabéticos con estreptozotocina se sacrificaron 4 meses después, junto con
controles no diabéticos de la misma edad. A pesar de un grado comparable de
trastorno metabdlico, se observé que los ratones deficientes en Gal3 desarrollaron
glomerulopatia acelerada en comparacion con los controles salvajes, con un
aumento mas pronunciado de la proteinuria, la matriz extracelular y la expansion
mesangial. Esto se asocio con una acumulacion de AGE renal/glomerular mas
marcada, lo que indica que era atribuible a la falta de funcion del receptor de AGE
de Gal3. Asi, parece que la Gal3 actua como un receptor de aclaramiento para
AGEs vy los ratones con déficit de esta lectina tienen aumentos marcados en la
deposicion renal de AGEs. Concluyeron que estos resultados muestran que la via
del receptor de AGE regulada por Gal3 est& operando in vivo y protege contra la
lesion tisular inducida por AGEs (283). Por el contrario, en modelos experimentales
de inflamacion aguda vy fibrosis, la eliminacion del gen Lgals3 dio lugar a la
prevencion o atenuacion de la lesion tisular diana (285), lo que sugiere que el papel
de la lectina en el dafo renal, varia en funcion del tipo de lesion.

En humanos, varios estudios han demostrado un aumento de Gal3 sérica circulante
asociado con la pérdida de la funcion renal y la mortalidad cardiovascular (181). No
hay practicamente trabajos, que valoren su papel directo sobre el deterioro de la
funcién renal mediante analisis longitudinales que diferencien si su elevacion es
causa o0 consecuencia de la disminucion del FGe. Faltan ademas datos
concluyentes en estudios enfocados directamente en poblaciones diabéticas. Si
bien varios estudios no han encontrado relacion entre los niveles séricos de Gal3 y
la proteinuria en pacientes diabéticos, otros si sugieren su relacion con las
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complicaciones microvasculares de la misma asi como mayor riesgo de los
diferentes endpoints cardiovasculares valorados (181,191,280-282).

El grupo de O’Seaghda y col., valoré los endpoints renales de 2450 participantes
de la cohorte de Framingham Offspring. En el seguimiento de estos individuos se
observd una disminucion réapida del FGe, definida como pérdida de >3
ml/min/1.73m?/afio, en 241 (9.2%) de los participantes, la incidencia ERC, definida
como FGe<60 ml/min/1.73m? de novo, en 277 (11.3%) y la microalbuminuria
incidente en 194 (10.1%). En esta poblacion, se ha observado que los niveles
plasmaticos mas altos de Gal3 se asociaron con un rapido descenso en el FGe y
un nivel mas alto del riesgo de incidencia de ERC (OR, 1.47 [1.27 a 1.71]), pero no
con el riesgo de incidencia de microalbuminuria en el modelo ajustado. Por lo que
concluyen que, los niveles elevados de Gal3 en plasma se asocian con un aumento
de los riesgos de la disminucion rapida de FGe y de la ERC incidente. A destacar
gue esta cohorte presenta una baja prevalencia de diabéticos <10% (266). Sin
embargo, afios posteriores el grupo de Bansal N y col. no pudo corroborar estos
datos de asociacion de Gal3 con mayor declive de la funcion renal. Analizaron 2763
individuos de la comunidad (Cardiovascular Health Study (CHS)), la mayoria
mujeres (63%), con un FGe medio al inicio de 74+17ml/min durante un periodo
medio de tiempo de 6 afios. Observaron que el 8.9% (240 participantes)
presentaron un declive rapido de funcion renal, definida en esta ocasion como
pérdida del 30% del FGe. Entre ellos, no hubo diferencias en los distintos cuartiles
de Gal3 y el deterioro renal mas rapido en ninguno de los modelos ajustados. Si
gue se destaca en esta poblacién que aquellos pacientes con peor funcién renal
basal y de mayor edad, tenian los niveles de Gal3 mas elevados en el analisis
trasversal (267).

Mas recientemente, otro grupo analizo los datos de 9148 participantes del Estudio
de Riesgo de Aterosclerosis en Comunidades (ARIC). Los participantes no tenian
inicialmente enfermedad renal ni insuficiencia cardiaca. ldentificaron 1983 casos
incidentes de ERC durante una mediana de seguimiento de 16 afos. Al inicio del
estudio, la Gal3 se asocié de forma significativa, en el analisis transversal con el
FGe, como habian mostrado otros grupos, y en este caso también con la ratio
albumina/creatinina en orina. Los resultados se ajustaron en distintos modelos, por
edad, sexo, nivel de educacion, actividad fisica, estado de fumador, IMC, presion
arterial, uso de medicamentos antihipertensivos, antecedentes de enfermedad
cardiovascular, diabetes, glucemia en ayunas y rs4644 (polimorfismo de un solo
nucledtido de Gal3). Hubo una asociacion positiva entre la Gal3 y la incidencia de
ERC (RR entre el cuarto y el primer cuartil de 2.22 [1.89,2.60]). La asociacion se
atenuo, pero sigui6 siendo significativa al incluir el FGe, la albumina/creatinina en
orina, la troponina T y el péptido natriurético proBNP en el modelo (RR entre cuatrtil
4y primero: 1.75 [1.49,2.06]). Observaron ademas que este riesgo era superior en
aquellos con diagnostico inicial de hipertension. Por lo tanto, en esta poblacion,
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basada en la comunidad, los niveles mas altos de Gal3 circulante en plasma se
asociaron con un riesgo mayor de desarrollar ERC a largo plazo, particularmente
entre aquellos con hipertensién (286). EI mismo afio el grupo de Alam ML y col.
analiza dos cohortes norteamericanas, mayoritariamente de raza caucasica, que
incluian un total de 841 pacientes con FGe basal de 51+27mL/min/1.73m?. En el
seguimiento medio de soélo tres afios, encontraron que cada duplicacion de Gal3 se
asocio con un riesgo del 38% (HR 1.35) de pérdida de >15mL/min de FGe. Si bien
en este estudio el porcentaje de participantes diabéticos fue superior, 42%, los
analisis se hicieron todos juntos sin discernir la condicion diabética que no nos
permite tener una vision separada del efecto de esta condicién (212).

Por lo tanto, a pesar de estas asociaciones descritas, su relacion o asociacion entre
sus niveles circulantes y el dafio renal asociado a la diabetes debe de ser mas
estudiada, ya que el porcentaje de diabéticos en estas poblaciones bien era bajo,
o bien no fue considerado en el analisis. Recientemente, se han publicado algunos
trabajos en este campo, que ayudaran junto con el nuestro, a establecer valores
cuantitativos, puntos de corte y el papel diagnéstico y prondstico de esta lectina en
la ERD. Como hemos comentado, se ha descrito aumentada en relacion con la
edad, la obesidad y la diabetes per se, por lo que es importante definir sus valores
relacionada con la funcién renal separando a los individuos con y sin diabetes. Por
ejemplo, un grupo de Hong Kong determiné en poblaciones de origen asiético, los
cambios en los niveles séricos de Gal3 en individuos con DT2 y con funcién renal
normal en comparacion con un grupo control no diabético. Observaron que la Gal3
sérica esta asociada de manera independiente con la duplicacion de la creatinina
en la valoracion longitudinal, asi como en la incidencia de macroalbuminuria en los
participantes con DT2. Es destacable que la poblacién analizada era relativamente
joven respecto a estudios previos con una edad media de 52.2+4 afos y bajo IMC
25+3.5 Kg/m2, como corresponde a la raza analizada (287).

Otros trabajos mas modestos realizados en poblaciones con distintos grados de
ND, corroboran que los niveles de Gal3 aumentan en los grupos con peor funcion
renal. Si bien los modelos y analisis no estaban ajustados, de manera general
encuentran una correlacion negativa entre Gal3 y FGe de (r=-0.5 p<0.001) (288).

7.7.6. Galectina-3 como diana terapéutica

Como se ha demostrado que la Gal3 desempefia numerosas funciones en la
patogenia de diversas enfermedades y se esta investigando en su potencial
objetivo terapéutico para estas patologias, sus posibles aplicaciones clinicas se han
evaluado utilizando modelos celulares y animales. Por ejemplo, el uso de la pectina
citrica modificada (un inhibidor de galectina) en un modelo experimental de ratas
hipertensas, bloquea la fibrosis renal y cardiaca inducida por aldosterona y en este
modelo de hiperaldosteronismo mejora la disfuncion cardiorrenal (289). Ademas,
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en ratones con insuficiencia cardiaca e hiperaldosteronismo, este inhibidor de la
galectina previno la disfuncién y la fibrosis ventricular inducidas por isoproterenol,
inhibié el tejido adiposo en la inflamacién y disminuyé el grado de diferenciaciéon de
adipocitos en ratones obesos (290), ademas de reducir la progresion de la placa en
un modelo de raton con aterosclerosis (291). Ademas, la N-acetil-lactosamina, un
inhibidor de la Gal3, redujo la proteinuria, mejoro la funciéon renal y disminuyo el
dafio renal en ratones con nefropatia hipertensiva y fallo cardiaco (291).

Es necesario que se desarrollen métodos de deteccion de Gal3 para mejorar la
sensibilidad, la precision y el consenso entre los diferentes laboratorios, y para
brindar apoyo a su utilidad clinica. Ademas, es necesario establecer rangos de
referencia de normalidad, ajustados por funcion renal y teniendo en cuenta las
peculiaridades clinicas, sobre todo cardiacas, de los pacientes.

Existen muy pocos ensayos clinicos que estén estudiando la implicacién de la Gal3
enla ERC. Se esta realizando un ensayo clinico cuyo objetivo principal es comparar
el cambio en el FGe desde el inicio hasta la semana 8 entre el tratamiento con
placebo y GCS-100, un antagonista de Gal3. La GCS-100 es un azUcar complejo
bien caracterizado derivado de la pectina que se une y neutraliza la Gal3, que se
ha demostrado que reduce la fibrosis preclinicamente. Basandose en el papel de
la Gal3 y la fibrosis en la enfermedad renal, los promotores de este ensayo creen
gue la GCS-100 puede ser eficaz en el tratamiento de pacientes con ERC. Ademas
de determinar la seguridad y la tolerabilidad de GCS-100 administrado durante 8
semanas en relacion con el placebo, el estudio medira el efecto de este antagonista
sobre los niveles de Gal3 circulante y otros marcadores de actividad de enfermedad
renal (292).

Las crecientes evidencias sugieren un papel de la Gal3 en la diabetes, asi como en
sus complicaciones asociadas. La Gal3 puede influir en el sistema cardiovascular
mediante la modulacion del eje renina-angiotensina-aldosterona, la aterogénesis,
la trombosis, la inflamacién o la fibrosis. Por lo tanto, esta lectina se postula como
un vinculo atractivo entre las enfermedades renales, metabdlicas vy
cardiovasculares que modulan varias respuestas adaptativas, causas o0
consecuencias del dafo renal. Estos hallazgos sugieren una utilidad clinica de
apuntar alos ligandos de Gal-3 como un nuevo enfoque terapéutico, especialmente
contra la fibrosis renal, independientemente de su etiologia.
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8. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

8.1 Hipotesis

Existen marcadores de dafo renal asociados a la diabetes mellitus mas sensibles
y especificos que los marcadores clasicos utilizados actualmente.

Un analisis de metabolitos circulantes podria ayudar a identificar posibles nuevos
marcadores de dafio renal asociados a la diabetes y nos podria ayudar en el
entendimiento de las vias fisiopatolégicas implicadas en esta entidad.

Ademas, niveles circulantes de Galectina-3 pueden mostrarse elevados en la
nefropatia diabética y asociarse con peor evolucién de la funcion renal.

Dada la complejidad de los mecanismos relacionados con el dafio renal en la
diabetes, un analisis integrador entre pequefias moléculas, perfiles lipidomicos y de
glucosilacion de proteinas, aportaria unos resultados mas fiables asociados al dafio
renal tanto diagnosticos como prondsticos.

47



HIPOTESIS Y OBJETIVOS

8.2 Objetivos

Objetivo principal

Investigar nuevos marcadores potencialmente diagndsticos y pronosticos mas
sensibles y especificos del dafio renal asociado a la diabetes mellitus tipo 2.

Objetivos secundarios

1- Crear una cohorte de adultos diabéticos tipo 2 con registro de variables clinicas
y analiticas, asi como obtencidén de muestras sanguineas y urinarias para biobanco.

2- Abordaje del objetivo principal en dos pasos:

A) Aproximacion sin hipoétesis previa. Identificar moléculas pequefnas y perfiles
lipidicos asociados con la funcion renal en cohortes de pacientes diabéticos tipo 2
con distintos grados de afectacion renal.

A.1) Analisis de la huella metabolomica asociada a la funcion renal de
individuos de la cohorte GenoDiabMar.

A.2) Asociacion de estos perfiles metabolomicos con la retinopatia diabética
como otra complicacion microvascular de la DM.

A.3) Replicar y comparar los resultados obtenidos con otras cohortes
europeas externas.

B) Aproximacion dirigida de marcador conocido (Galectina-3)
B.1) Analizar la asociacion cuantitativa y trasversal entre la funcion renal y
los niveles circulantes de Galectina-3 en la cohorte GenoDiabMar.

B.2) Analizar la asociacion cuantitativa y longitudinal entre la evolucién de la
funcion renal y los niveles circulantes de Galectina-3 en la cohorte GenoDiabMar.
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El registro de adultos con DT2 del area de salud Litoral-Mar de Barcelona
GenoDiabMar se cre6 para investigar las complicaciones vasculares asociadas a
esta entidad. Se han registrado caracteristicas demogréficas, variables clinicas,
con especial registro de factores de riesgo cardiovasculares y antecedentes de
enfermedad cardiovascular, estudio oftalmolégico y datos analiticos de sangre y
orina. Es un registro activo que actualmente sigue completandose, ya que
contempla datos no solo de la visita basal, sino también de seguimiento longitudinal
durante 5 afios de media. La cohorte ademas cuenta con biobanco de suero, sangre
total y orina, recogidos en la visita basal y en las visitas a 5 afios que se estan
produciendo en la actualidad. Este biobanco permitira ampliar el conocimiento
sobre las diferentes rutas fisiopatoldgicas relacionadas con el dafio microvascular
de la diabetes tipo 2 y el potencial hallazgo de mas biomarcadores relacionados
con la ERD.

9.1. Metodologia de la creacion de la cohorte GenoDiabMar
9.1.1 Disefio del estudio

La cohorte GenoDiabMar incluye 655 individuos adultos voluntarios con DT2 del
area de salud Litoral-Mar de Barcelona. Los pacientes fueron reclutados entre
febrero de 2012 y julio de 2015. Mediante revision de la historia clinica
informatizada, seleccionamos pacientes de las consultas externas del servicio de
Nefrologia del Hospital del Mar. Ademas, reclutamos pacientes de 6 centros de
atencion primaria pertenecientes a dicha area de salud.

Para detectar a estos pacientes DT2 en los centros de atencion primaria utilizamos
el programa informético Sistema d’Informacié pel Desenvolupament de la
Investigacio en Atencié Primaria (SIDIAP), herramienta que recoge los datos del
75% de la poblacion catalana en atencion primaria (293). Una vez contactados los
directores médicos de cada centro y sus médicos de familia, y aprobado el proyecto
por el comité ético del Parc de Salut Mar y del Institut Mar d’Investigacions
Meédiques de Barcelona (IMIM) con el numero 2016/6766/1, contactamos con los
pacientes, via carta y posterior llamada de teléfono para proponerles participar en
el estudio y programar la primera visita para la recoleccion de datos y obtencién de
muestras analiticas (Figura 10).
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Figura 10. Diagrama de flujo del registro GenoDiabMar.

Aprobacicn del protocalo por parte del comité ético local

Diabetes Mellitus
n 4865

Individues drea de Individuos consultas
salud primaria ~externas
SIDIAP* Hospital Parc de Salut
Pacientes con Mar
diagnéstico (fuente: intranet Parc de
registrado de DM Salut Mar)
n 1635 Revision de
datos
Criterios de inclusidn Criterios de exclusion
+  Adultos mayores de 45 afios Q\ Q +  Negativa a participar en & estudio
+ Diabetes tipo 2 con > de 10 +"  Diabetes distinla a tipo 2
afios desde el diagndstico +  No tratamiento farmacoldgico
+ Tratados con insulina o + Cambio de domicilio
antidiabéticos orales «  Imposibilidad para acudir a las
visitas
Aceptaron
700
655 Firma u:I!aI consentimiento
informado
seqguimienta |
Visita 1 (2012-2015) T - Visita 2 (2016-2018)

Evaluaciones clinicas + obtencidn de muestras bioldgicas

*Sistema d’'Informacié pel Desenvolupament de la Investigacié en Atencié Primaria.

9.1.2. Criterios de inclusiéon

Se incluyeron adultos mayores de 45 afos, diagnosticados de DT2 de mas de 10
afos de evolucion y que estuvieran bajo tratamiento farmacoldgico con insulina o
con antidiabéticos orales (ADOs). De esta manera se asegur6 el diagnostico de
DT2 y se evitaron pacientes con diagnéstico dudoso o con hiperglicemias basales
aun sin tratamiento. Este estudio fue aprobado por el comité ético del Hospital Parc
de Salut Mar y del Institut Mar d’Investigacions Mediques de Barcelona (IMIM).
Todos los participantes fueron informados y firmaron un consentimiento con la
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explicacion del proyecto y de obtencién y almacenamiento de muestras biolégicas
y registro de datos clinicos y analiticos.

Entre febrero de 2012 y julio de 2015, 655 pacientes diabéticos tipo 2 acudieron a
la visita basal (visita 1) realizada por un nefrélogo. Se registraron los datos clinicos
y las medidas del examen fisico y se obtuvieron muestras de sangre total, muestras
de suero y de orina.

9.1.3. Historia médicay evaluacion de factores de riesgo cardiovascular

Se incluyé antecedente en la familia de DM, asi como el tipo de relacion parental
con los familiares afectos de DM (padres, hermanos, hijos o combinaciones). La
historia de tabaquismo se registr6 como fumador activo, exftumador o no fumador.
La hipertension arterial (HTA) se definié como: la determinacion en la visita 1 de
una presion arterial sistélica media de >140 mmHg y/o una presion arterial
diastélica =90 mmHg; diagnostico conocido de HTA previo etiquetado por su
médico de atencion primaria o por un nefrélogo, o que el paciente estuviera en
tratamiento con medicacion hipotensora. Aparte del valor absoluto de los perfiles
lipidicos en los datos analiticos, se consideré como variable cualitativa la dislipemia
si determinacién en la analitica de un colesterol total >250mg/dI, colesterol LDL
>130 mg/dl, colesterol HDL <35/45 mg/dl (hombres/mujeres respectivamente),
triglicéridos >200 mg/dl; o diagndstico conocido de dislipemia o uso de medicacién
hipolipemiante.

La historia de eventos cardiovasculares se registré6 como cardiopatia isquémica
(infarto agudo de miocardio, angina, revascularizacion cardiaca o antecedente
registrado por un cardiélogo); enfermedad cerebrovascular (accidente vascular
cerebral o accidente isquémico transitorio) y enfermedad vascular periférica
(claudicacion intermitente, Ulceras vasculares isquémicas 0 revascularizacion
quirdrgica).

La presencia o ausencia de retinopatia diabética (RD) fue diagnosticada mediante
fondo de ojo realizado por un oftalmélogo. Se catalogo de retinopatia desconocida
en caso de falta de realizacion de fondo de ojo. Ademas, se registro la presencia
de cataratas diagnosticada en la revision oftalmolégica.

Registramos la medicacion en uso del paciente en la visita médica incluyendo: a)
tratamiento antihipertensivo distinguiendo IECA, ARAII, calcioantagonistas,
betabloqueantes, diuréticos y combinaciones u otros; b) tratamiento hipolipemiante
(estatinas, fibratos u otros como omega3, ezetimibe); c) tratamiento antidiabético
(insulina, antidiabéticos orales 0 ambos). No esté registrado en la primera visita el
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uso de ISGLT2 o andlogos de la incretina, si bien su uso entre el 2012-2015 era
muy limitado y poco frecuente en este tipo de pacientes.

9.1.4. Medidas antropomeétricas y evaluacion del examen fisico

El registro de la edad de los pacientes se realizé en afios, calculado desde la fecha
de nacimiento hasta la fecha de la visita 1. EI género, segun hombre o mujer; la
altura se midi6 en centimetros (cm); el peso en kilogramos (Kg) y el indice de masa
corporal (IMC) se calculé segln el peso/talla? (Kg/m?). La medida de la presion
arterial se hizo con un esfigmomandmetro automético calibrado siguiendo un
protocolo estandarizado, registrando la media de tres mediciones separadas por 3
minutos entre ellas.

9.1.5. Datos de laboratorio

Durante la primera visita se obtuvieron muestras de sangre mediante puncion
venosa periférica por parte de la enfermera en la consulta médica, los pacientes
aportaban ademas muestras de orina.

Se obtuvo una muestra de sangre en ayunas de 20 ml de EDTA (Ethylene diamine
tetra acetic) de todos los participantes. Las muestras se centrifugaron (2500 rpm,
10 min) y se almacenaron a -80°C hasta su uso. En los participantes en tratamiento
sustitutivo renal mediante hemodidlisis (n = 49), se tomaron muestras en ayunas
antes del procedimiento del tratamiento dialitico a mitad de semana. Las muestras
de suero, orina y sangre total se almacenan en nuestros congeladores del grupo
de investigacion de nefropatias (GREN) del Institut Mar d’Investigacions Mediques
(IMIM). Todas las muestras para analisis se centralizaron en un unico laboratorio
(Laboratorio de referencia de Catalufia (LRC)). Las variables principales se
resumen en las tablas de resultados.

La funcidén renal se calcul6 con la creatinina sérica y el filtrado glomerular estimado
(FGe) segun la ecuacion CKD-EPI (Chronic Kidney Disease Epidemiology
Collaboration) (294). La microalbuminuria se defini6 como el cociente albumina-
creatinina urinaria =30 mg/g y la macroalbuminuria como el cociente albumina-
creatinina urinaria >300 mg/g. Los pacientes fueron divididos en dos grupos segun
se consideraba si tenian enfermedad renal diabética (ERD) o no. La ERD la
definimos si: FGe<60 ml/min/1.73m? y albuminuria >300mg/g o albuminuria 30-299
mg/g y retinopatia diabética, independientemente del FGe.

Los pacientes se clasificaron segun el grado de enfermedad renal cronica segun
las guias KDIGO: grado 1-2 si FGe >90-60 ml/min/1.73m?, grado 3 si FGe >59-30
ml/min/1.73m?, grado 4 si FGe >29-15 ml/min/1.73m? y grado 5 si FGe <15
ml/min/1.73m? (295).
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Se trata de un registro activo con seguimiento longitudinal tanto clinico como
analitico con dos visitas presenciales para poder obtener muestras para biobanco,
en la visita 1 (V1) y al final del cuarto afio de seguimiento (V2).

9.2. Caracteristicas basicas de las cohortes europeas utilizadas
en laréplica de resultados de metabolémica

Para poder replicar nuestros resultados de metaboldmica se utilizaron las cohortes
europeas TwinsUK, KORA y YoungFinns, cuyas caracteristicas se resumen a
continuacion.

El TwinsUK es un registro nacional de gemelos reclutados a través de campafias
mediaticas y representativo de la poblacion general en términos de parametros de
estilo de vida (296). Todos los participantes son invitados regularmente a las visitas
en el Hospital St. Thomas, Londres, Reino Unido, para la evaluacion clinica y la
recoleccion de muestras. Las muestras de sangre en ayunas se recolectaron
durante las visitas, se dividieron en alicuotas y se almacenaron a -80°C hasta el
analisis. Para este estudio, se incluyeron 1279 individuos (111 con DT2) con datos
metabolémicos y creatinina sérica disponible. Ademas, hubo medidas
longitudinales de creatinina y metabolémica disponibles para 740 individuos, 363
de ellos examinados en tres puntos temporales, con un tiempo de seguimiento
promedio de 11.8 + 4.7 afios. Nightingale Inc. midié la metabolémica en dos lotes.
El estudio fue aprobado por el comité de ética del Hospital St. Thomas, Londres,
Reino Unido.

El estudio Cooperative Health Research en la regién de Augsburg (KORA) es un
grupo de cohortes de poblacién con sede en el sur de Alemania (297). Para la
cohorte se han realizado distintas visitas. La visita S4 comprende 4261 individuos
gue se reclutaron inicialmente en 1999 y 3080 de ellos se valoraron de nuevo entre
2006 y 2009 para el seguimiento; la visita llamada F4 con 2279 reevaluados por
segunda vez en 2014 para el seguimiento, y visita llamada FF4, en la que se
incluyeron 1784 participantes (160 con DT2) de la visita F4 de los que se disponia
de mediciones metabolomicas y de creatinina. Las mediciones de seguimiento de
la creatinina estuvieron disponibles en el registro de FF4 para un subconjunto de
1185 individuos, 7 afios después de la visita de referencia. Las muestras de sangre
se extrajeron tras al menos 10 horas de ayuno nocturno y se mantuvieron a -80°C
hasta su posterior analisis. Todas las muestras se enviaron a Nightingale Inc
(plataforma de analisis de datos metabolémicos utilizado en este trabajo) para
analisis metabolomicos en un solo lote. El estudio fue aprobado por el Comité de
Etica de la Asociacion Médica Bavara.
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Ademas, se analizaron los datos de 2046 individuos de la cohorte de YoungFinns.
El estudio "Riesgo cardiovascular en jovenes finlandeses" comenz como piloto en
1978, incorporando a 3596 nifios de 3 a 18 afios, en 1980. Después de eso, se
realizaron seguimientos aproximadamente cada tres afios (298). Se extrajeron
muestras de sangre en el centro de estudio después de un ayuno nocturno.
Analizamos los datos de las visitas de seguimiento de 21, 27 y 30 afios, de los que
se disponia de datos de metabolomica sanguinea. Las mediciones longitudinales
de creatinina y metabolomica en los tres puntos temporales estuvieron disponibles
para 1770 de los 2046 individuos. La recopilacion de datos del estudio la aprobd el
comité de ética del distrito hospitalario del suroeste de Finlandia.

9.3. Metodologia de la deteccion de los perfiles de los metabolitos

Para caracterizar el fenotipo metabolomico, se utilizé6 un método de alto rendimiento
basado en resonancia magnética nuclear (RMN) de emision de protones (299).
Este método combina dos ventanas moleculares que contienen la mayor parte de
la informacion metabdlica disponible por RMN en suero humano. Estas dos
ventanas son conocidas como LIPO; analiza el espectro de la RMN libre de agua,
lo que permite determinar numerosos perfiles lipidicos y subclases de lipoproteinas
y la ventana LMWM que detecta moléculas de bajo peso molecular. La RMN ofrece
una alta reproducibilidad y aporta valores cuantitativos. Por otro lado, dentro de las
distintas plataformas de medicion de metabolitos, esta técnica es la mas indicada
para el analisis lipidomico. De esta manera, se obtienen resultados de 227
metabolitos, 147 metabolitos séricos divididos en pequefias moléculas, como
aminoacidos, cuerpos cetonicos, moléculas relacionadas con la glicolisis, el
balance hidrico o la inflamacion y perfiles lipidicos entre los que se diferencia acidos
grasos, fosfolipidos, apoliproproteinas y 14 subclases de lipoproteinas. Estos
andlisis se realizaron usando la plataforma Nightingale health Ltd del grupo del Dr
Pasi Soininen del laboratorio de metaboldmica y quimica del Departamento de
Biociencias en la Universidad de Kuopio, Kuopio, Finlandia (299).

Las muestras se mezclan con tampon de fosfato de sodio y posteriormente se
transfieren a los tubos SampleJet RMN (Bruker, Billerica, MA, EE. UU.) utilizando
un manipulador JANUS de Perkin EImer (Waltham, MA, EE. UU.). Las muestras se
analizan en un espectrometro de 500 MHz Bruker AVANCE III (Bruker, Billerica,
MA, EE. UU.) durante 5 minutos. Para el control de calidad, a cada placa de 96
pocillos se le afiaden dos muestras de control, una muestra de plasmay una mezcla
de dos metabolitos de bajo peso molecular.

El procesamiento inicial de los datos, incluidas las transformaciones de Fourier a
los espectros de RMN vy las fases autométicas, se realiza utilizando las
computadoras que controlan los espectrometros; luego, los espectros se transfieren
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automaticamente a un servidor centralizado, que realiza varios pasos adicionales
de procesamiento espectral automatizado, incluida la verificacién general de la
sefal para detectar picos pérdidas/extras, control de fondo, eliminacién de linea de
base y alineamientos de sefial especificos del area espectral. La informacion
espectral de la muestra real también experimenta varias comparaciones con los
espectros de las 2 muestras de control de calidad; para los que los datos también
se siguen y se comparan de manera consecutiva. Para aquellas areas espectrales
gue pasan todos los pasos de control de calidad, se realiza un modelo de regresion
para producir los datos moleculares cuantificados.

Se utliza un algoritmo bayesiano patentado (176) para cuantificar las
concentraciones absolutas de un conjunto predefinido de rasgos metabdlicos,
incluidas 98 medidas de constituyentes lipidicos de 14 subclases de lipoproteinas
y 9 aminoacidos, del espectro de RMN. Ademas, el algoritmo proporciona el
promedio de las medidas de tamafio de particulas como lipoproteinas de muy baja
densidad (VLDL), lipoproteinas de baja densidad (LDL), lipoproteinas de densidad
intermedia (IDL) y lipoproteinas de alta densidad (HDL), asi como una semi-medida
cuantitativa de la concentracion de albumina. Ademas, se analizaron 80
proporciones de medidas metabdlicas que describen la composicion de las
particulas de lipoproteinas, totalizando 227 rasgos metabdlicos (300,301).

Estudiamos la asociacion del filtrado glomerular estimado (FGe) (formula CKD-EPI)
con 227 perfiles de metabolitos en la cohorte GenoDiabMar y posteriormente en el
conjunto de las distintas cohortes descritas divididas por grupos con o sin diabetes.
El listado completo de metabolitos estudiados esta disponible en el trabajo de
Soininen P y Makinen VP y col (299,300) y en las tablas del anexo.

Todas las medidas metabdlicas fueron transformadas logaritmicamente. Todas las
mediciones se redujeron a la media cero y se ajustaron a la desviacion estandar de
1 (puntuaciones z) para facilitar posibles futuras comparaciones entre cohortes.

Para el andlisis estadistico de estos estudios utilizamos modelos de regresion lineal
ajustados por edad, sexo, IMC y duracién de la diabetes. Se consideraron
significativos los resultados que tras meta-analizarse en poblacion externa
mediante varianza inversa de efecto fijo, pasaron el umbral de significacién del test
de comparaciones multiples o test de correccion de Bonferroni, asumiendo 50 test
independientes como sugieren Li and Ji (302) (solo la p<0.001 fue considerada
como significativa para estos analisis de datos metabolomicos).

9.3.1. Metodologia de la determinacion de Galectina-3

En el registro GenoDiabMar y en las muestras de suero de la primera visita, se
midieron los niveles absolutos de Galectina-3 sérica circulante (Gal3) en 369
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pacientes mediante técnica de ELISA convencional, realizada en el centro de
biologia molecular Severo Ochoa (CSIC y UAM), en Madrid, bajo la direccion del

Dr. Pedro Bonay Miarons.

Los datos cuantitativos se expresan como porcentaje o media (valor + desviacion
estandar) para las variables con distribucion normal y como medianas (con rango
intercuartil) para las variables que no siguen una distribucion normal. Las variables
cualitativas se dan con frecuencias absolutas y relativas. El test de ANOVA se
aplicé para buscar diferencias significativas entre grupos. Para comparar grupos
gue mostraron una dispersién no paramétrica se utilizé el test U de Mann-W hitney
y para variables paramétricas el test de T de Student. Para reconocer la asociacion
entre variables categoricas se utilizo el test de Chi2. El analisis transversal de los
datos se obtuvo mediante el modelo de regresion logistica para las aproximaciones
de modelos multivariados (OR — IC 95%) y las curvas ROC para encontrar puntos
de mayor sensibilidad y especificidad para discernir la condicion ND. El analisis
longitudinal se hizo mediante el modelo multivariado de ecuacion de estimacion
generalizada. La significacion estadistica se definié en cada caso por un valor p
inferior a 0.05.
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10.1. Caracteristicas béasicas de los pacientes de la cohorte
GenoDiabMar

En la visita basal, realizada entre los afios 2012 y 2015, se incluyeron 655
individuos del registro GenoDiabMar (400 hombres y 255 mujeres). Las
caracteristicas generales de la poblacion se detallan en las tablas 1-3. La edad
media de los participantes en esta primera visita fue de 69.7+9.3 afos, con un
tiempo de evolucion de la DT2 de 15 [11-21] afios. La distribucion segun el grado
de enfermedad renal cronica fue; G2 50.1%, G3 30.9%, G4 10.9% y G5 7.9%.
Atendiendo a la presencia o no de enfermedad renal diabética (ERD) definida en
este trabajo como FGe<60 ml/min/1.73m2 y albuminuria >300mg/g o albuminuria
30-299 mg/g y tener retinopatia diabética, independientemente del FGe, el 57% de
la poblacién tenia ERD. Como era de esperar, la presencia de retinopatia diabética
(RD) fue significativamente superior a medida que empeoraba el FGe y estaba
presente en casi un 40% de los individuos con ERD.

10.1.1 Factores de riesgo cardiovascular y de eventos cardiovasculares

La media del indice de masa corporal (IMC) fue de 30.26 (+5.18) Kg/m? en todos
los participantes no siendo significativamente mayor en aquellos con ERD (29.5 vs
30.3 Kg/m?). Entre los participantes, 310 (47.2%) tenian antecedentes de historia
familiar asociada de DM. EI 17% de los pacientes eran fumadores activos, mientras
gue el 38% eran exfumadores. A medida que empeora el grado de ERC se encontro
un porcentaje significativamente menor de fumadores. La prevalencia de la
hipertension arterial fue del 90% de la poblacién, 83% de los grupos sin ERD y del
97.2% en los participantes con ERD. El 77% de la poblaciéon era dislipémica.
Respecto a la historia de eventos cardiovasculares previos, separados en
cardiopatia isquémica conocida, enfermedad isquémica cerebro-vascular y
vasculopatia periférica, un 20% tenia historia de cardiopatia isquémica, con un pico
de prevalencia superior en los individuos en grado 4 de ERC. La prevalencia fue el
doble en los pacientes del grupo con ERD. Un 10% tenian antecedentes de
enfermedad cerebrovascular y un 21% enfermedad vascular periférica, ambas
entidades de nuevo, con mayor prevalencia en los grados 4 de ERC.
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Tabla 1. Caracteristicas clinicas generales de los participantes del registro
GenoDiabMar en su visita basal distribuidas segun grados de ERC.

Grado de ERC 1-2 3 4 5 p
N 329 202 72 52
Edad (afos) 66.3(8.3) 73.5(9.0 75.2(8.0) 68(9.0) =0.0001
T.emp;':“;:;a"’e‘“ 1497.7) | 17.7(88) | 19.4(96) | 197(83) | <0.0001
Génera (H:M) % 61.7:38.3 61.5:38.4 56.3:4386 62.0:38.0 0.859
IMC (Kg/m?) 30.2(5.0) 30.8(5.1) 30.2(4.8) 28.8(4.8) 0.166
Fumadores % 23.1 16.2 2.8 6 =0.0001
HTA % B3.B a7.5 95.7 100 =0.0001
Terapia
antihipertensiva (% 75.3 84.2 54.9 40 =0.0001
IECAJARA)
Historia de eventos
cardiovasculares (%)
Cardiopata lsquemica | 1, 237 357 280 | <0.0001
cerebrovascular 9.4 11.3 12.8 10.0 =0.0001
. ipr 14.3 24.7 271 24.0 =0.0001
Vasculopatia periférica
Retinopatia diabética % 16.2 27.1 35.2 64.0 =0.0001
Terapia hipolipemiante
(estatinas %) 67.4 77.8 B3A1 74.0 0.002
Terapia antidiabética % | - oo o005 | 420577 | 225774 | 85014 | <0.0001
| Agentes orales/Insulina

La edad y el IMC se expresan en media * desviacion estandar. H: Hombre, M: Mujer. IMC:
indice de masa corporal; HTA: hipertension arterial; IECA: inhibidor del enzima convertidor
de la angiotensina; ARA: antagonista del receptor de la Angiotensina ll. Los grados de ERC
se estratifican segun las recomendaciones de las guias KDIGO como G2 60-89, G3 59-30,
G4 29-15y G5 <15 mL/min/1.73m?. Los valores de las variables categodricas se expresan
como n y porcentajes.

10.1.2. Listado de medicacion habitual

Se registro la medicacion antihipertensiva, hipolipemiante y antidiabética habitual
de los participantes en su visita basal. En cuanto al tratamiento antihipertensivo, un
30% tomaban IECA, un 41% ARAIIl y un 3% la combinacién de IECA y ARAII. Como
se detalla en las tablas, a medida que disminuye el FG, el uso de inhibidores del
SRAA es menor, con un descenso significativo del mismo en los grados 4 y 5 de
ERC. Ademas, un 65% de los participantes tomaban antagonistas del calcio,
betabloqueantes o diuréticos. Un 72% utilizaban estatinas con mayor prevalencia
en el grado 4 de ERC y en el grupo con ERD respecto a aquellos sin ERD (76.4 vs
65.7%). En cuanto a la medicacion antidiabética, un 24.5% de los participantes
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tomaban antidiabéticos orales (ADOs), un 46.1% insulina y un 28.5% de los
participantes combinaban ambos tratamientos (ADOs e insulina). Como se detalla
en las tablas, el uso de ADOs disminuye significativamente a medida que empeora
el FGe, con un claro aumento del uso de insulina siendo el tratamiento elegido en
el 91.4% de los pacientes con ERC grado 5.

10.1.3. Variables analiticas

Las variables analiticas registradas se resumen en las tablas 2 y 3. Como se
esperaba, el FGe de los individuos sin ERD fue superior y su albuminuria inferior,
respecto a los participantes definidos como ERD (FGe 82.9 vs 41.9 mL/min/1.73m
y Alb/Cr orina 6.8 vs 186.3 mg/g). La mediana de hemoglobina glucosilada fue de
7.5% [1°', 3°' cuartil: 6.8, 8.4 %], sin diferencias significativas entre los grupos con
y sin ERD. La media de &cido urico fue de 6.11 (x1.69) mg/dl con peor control en
los grados 4 de ERC y en el grupo ERD. Respecto al perfil lipidico, la media de
colesterol total fue de 171.2 (x37.7) mg/dl, la mediana de colesterol-LDL fue de 45
mg/dl [1°", 3°" cuartil: 38, 54.3 mg/dl], de colesterol-HDL 93 mg/dl [1*, 3°" cuartil:
73.2, 115.2 mg/dl] y la mediana de triglicéridos fue de 133 mg/dI [1°", 3* cuartil: 99,
190 mg/dl]. Respecto a las caracteristicas del perfil lipidico, como se muestra, la
mayoria de los participantes presentan un LDL inferior a 100 mg/dl
independientemente del grado de afectacién renal, cumpliéndose los perfiles
observados en otras poblaciones donde se observa un descenso del colesterol total
y LDL en grados avanzados de la ERC. La media de hemoglobina fue de 13 (x1.6)
mg/dl sin diferencias entre los grupos con o sin ERD y dentro de las
recomendaciones por el grado de ERC.
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Tabla 2. Principales variables analiticas de los participantes del registro
GenoDiabMar en su visita basal.
Grado de ERC 1-2 3 4 5 p
FGe 23.5[19.4-
(mlimin/1.73m?) 82.0[70.6-04.5) | 43.8[37.0-50.2] 26.7] 9[10-x] <0.0001
Proteinuria (mg/g) | 10.3[1.08-806.9] | 89.5[1.2-2200] | 520[5-3778] | 943[554-2738.9] <0.0001
HbATc (%) 7.6(1.2) 7.7(1.3) 7.6(1.3) 7(1.0) <0.0001
c“”f:g’ﬂn'r otal 177.5(36.6) 167.8(34.0) 168(42.3) 146.2(40.3) 0.429
Colesterol LDL
i 101.4(31.5) 92(27.4) 97.1(36.5) 72.3(31.7) 0.708
c“'etﬁ?:l:l"m' 47.9(13.7) 46.5(13.4) 46.4(14.5) 46.5(15.0) 0.870
Triglicéridos (mg/dI) 146.1(70.5) 164(91.1) 153.8(73.5) 146.7(93.4) 0.252
Acido Urico(mg/dl) 5.5(1.3) 6.7(1.6) 7.0(1.8) 5.3(1.7) 0.014
Hemoglobina (mg/dl) 13.7(1.4) 12.5(1.4) 11.4(1.1) 12.0(1.3) 0.392

HbAlc: Hemoglobina glucosilada; Colesterol-LDL:

lipoproteina de baja densidad;

Colesterol-HDL: lipoproteina de alta densidad; FGe: filtrado glomerular estimado (formula
CKD-EPI). Los grados de ERC se estratifican segun las recomendaciones de las guias
KDIGO como G2 89-60, G3 59-30, G4 29-15y G5 <15 mL/min/1.73m?. Los valores de las
variables categdricas se expresan como n y porcentajes y las variables continuas como
media y desviacion estandar o como mediana y rango intercuartil cuando procede.
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Tabla 3. Caracteristicas generales de la poblacién del registro GenoDiabMar en su
visita basal, distribuida segun si presentaban o no enfermedad renal diabética (ERD).

Caracteristicas de la poblacion ::-.Zgg;ﬂ} {nEI;?:iJ p

Género (hombre) (%) 603 B1.5 0.752
Edad (afios) 86 [61-71] 74 [57-80] <0.0001
Tiempo de Dx de DM (afios) 12 [10-20] 15 [12-21] S
Retinopatia diabética (%) 72 9.5 w000
FGe (mlimini1.73m?) B2.0 [72.7-04.5] 41.968 [30.9-53.8] oLt
MauiCr (ma/a) 8.84 [2.0-27) 18636 [36.4-648 7} il L

IMC (Kgim?) 20,57 [26.4-33] 30,37 [27-33.9] 0.208
Enfermedad CV (%) 26.4 AT S <n0a0
Cardiopatia isquémica (%) 13.3 26.3 w0000
HTA (%) 83 a7.3 LR

Fumadores (activosiex) (%) 2341351 13.5/39.8 0.004
Antecadentes familiares de DM 0.5 29 <0.0001

%)

Toema de inhibidores del SRAA (%) 73T 122 021
Otros tratamientos HTA (%) 62,8 88.7 0000

Tratamiento con estatinas (%) 5.7 76.4 0.01
Tratamiento de DM (insulina) (%) 5.3 ag L

HbA1E (%) 7.56.8-8.2] 7.6 [6.8-8.6] 0.71
Acido trico (mgidi) 5.3 [4.7-6.4] 6.6 [5.6-7.8) ST0ac

Colesterol total (mg/dI) 173 [150.2-204] 166 [147-191] 0.001

LDL (mg/di) 98 [78.6-119.5] 92.75 [75.2-115] 0.001

HDL (mag/di) 45.5 [40-55.8] 44 [26-53] 0.023

Triglicéridos (mg/dl) 124.5 [94-181.8) 144 [102.5-197.7] 0.015

Hemoglobina (g/dl) 13.76 (1.398) 12.45 {1.5) 0.358

La separacion por grupos respecto a si presentan o no ERD se define si: FGe <60
ml/min/1.73m2 y albuminuria >300mg/g o albuminuria 30-299 mg/g y presencia de
retinopatia diabética. Los valores de las variables categoricas se expresan como n 'y
porcentajes y las variables continuas como media y desviacion estadndar o mediana y rango

intercuartil cuando procede.
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10.2. Estudios de asociacion sin hipodtesis previa. Asociacion de
perfiles de metabolémica con la funcién renal

10.2.1. Estudios de metaboldmica en la cohorte GenoDiabMar

Mediante el uso de una plataforma de espectroscopia de resonancia magnética
nuclear (RMN) se identificaron 227 metabolitos pertenecientes a diferentes grupos
repartidos en: pequefias moléculas relacionadas como aminoacidos, metabolitos
relacionados con la glicolisis, la inflamacién y cuerpos cetonicos, asi como
subclases de lipoproteinas y sus componentes lipidicos. El listado completo de
estos 227 metabolitos se detalla en la tabla 1 del anexo.

De los 227 metabolitos identificados por la plataforma en la cohorte GenoDiabMar,
87 de ellos tuvieron una asociacién significativa, tras aplicar el test de Bonferroni,
con el filtrado glomerular (FGe) en los estudios de regresion ajustado por las co-
variables. Como se observa, 21 metabolitos mostraron una asociacion negativa con
el FGe y 66 una asociacion positiva (Tabla 4).

Para explorar mas a fondo la relacion de los perfiles metabdlicos con otras
complicaciones microvasculares de la diabetes, calculamos las asociaciones
transversales de estos perfiles con la albuminuria (independientemente del FGe),
asi como las odds-ratios transversales para rasgos como tener o no nefropatia
diabética (ERD) y tener o no retinopatia diabética (RD) en la cohorte GenoDiabMar.
En la tabla se resaltan en color verde aquellas asociaciones que fueron
significativas una vez aplicado el test de Bonferroni.

Como se observa, entre otros, la glicina y la fenilalanina fueron factores de riesgo
comunes no solo para la ERD sino también para la RD y la albuminuria (Tabla 4 y
Figura 11). El glicerol, el citrato y el piruvato mostraron una concordancia, aunque
no una asociacion significativa, con el dafio microvascular retiniano. Ademas, los
contenidos de triglicéridos en IDL, LDL grande y mediano y VLDL pequefo se
asociaron de manera consistente con la disminucion del FGe, asi como con un
mayor riesgo de ERD y RD. En contraste, muchas otras subclases de lipoproteinas,
incluyendo la mayoria de las HDL, no parecian estar asociadas con la afectacion
renal en la diabetes (p>0.05). La albumina sérica se encontro fuertemente asociada
con una mejor funcion renal.
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Tabla 4. Asociaciones metabolémicas con dafio microvascular. La tabla muestra el listado de los 87 metabolitos asociados significativamente
con el FGe y la microalbuminuria en la visita basal de la cohorte GenoDiabMar y las Odds ratios en sus asociaciones con la retinopatia
diabética. En verde se resalta aquellas asociaciones que resultaron significativas tras aplicar el ajuste de Bonferroni.

Metabolito FGe Microalbuminuria Mefropatia diabética Retinopatia diabética
n beta [95%C1) B n beta [95%CI] B n OR [35%C1) B n OR [95%CI) B

Alanina 655 7.14 [5.11:9.17] 1,2254E-11 [457| 40.10 [0.36:0.16] | 044520801 |654 066 [0.55:0.79]| 7 7676GE06 |643[0.B3 [D.68:1.00]] 0050712
Glutamina 125| -T.BT [-112.31:-3.43] | 0,00071543 | 52 | 0.24 [0.52:1.00] | 05355137 |125(1.31 [0.79:2.19]| 0,20605858 |121({1.23 [0.81:1.88]] 0,323508448

Glicina 6491225 [[14.10:-10.41] 1.4141E-34 [456| 0.54 [0.36:0.02] | BAG42EQE |64B8(2.55 [2.05:3.17]) 2 31ATE-17 |637[1.76 [1.44.2.16]| 4 2653EDE
Leucina 655 537 [3.34.7.41] 3.0414E0T7 [457]| 0.02 [0.28:0.25] | 09083932 |654(0.80 [0.67.0.05]]| 0.00073141 |643[{0.76 [0.63:.0.891]] 0,00350167
Fenilalanina B46| -11.70 [-13.54:-9.86] | 4 3B59E-32 |457| 0.44 [0.18:0.71] | 000128974 |645|2.36 [1.91:2.90]) 1028BE-15 |634)1.32 [1.08:1.60]| 000533775

Tirosina 654 5.72 [3.70:7.75] 4 4209E-08 (457|037 [0.62:20.11]| 000522252 |653(0.70 [0.59:0.83]) 6 6208E05 |642|0.71 |0.58:0.86]) 00004686
Valina E55| B.70[6.83.10.T5] 1,2263E-1T7 [457| 015 [0.44:0.14] | 030472506 |654 (063 [0.52:0.76]| B 7T413E07 |643(0.74 [D.62:0.89]]| 0,00156866
Citrato B55| 497 [-7.01:-2.93] 2,162BE06 [457| 012 [0.37:0.14] | 036301583 |654(1.21 [1.02:1.43]| 003149496 |643[1.14 [0.95:1.38]| 0, 15852589
Glucosa 654 5.16 [3.15:7.17] 6, 3563E-07 [457| -0.00 [-0.26:0.26] | 099406234 |653[0.73 [0.61:0.87]| 000034799 |642[0.92 [0.76:1.11]]| 0,37319203
Glicerol 301] -11.03 [-13.96:-8.10] | 1.7314E-12 [205]| 0.00 [0.43:0.43] | 099773502 |300(2.12 [1.56:2 BB]| 1 46B0E06 |296(1.32 [0.99:1.77]] 0,061318096
Piruvato 650 4.82 [2.76:6.88] 5 4505E06 (453|035 [0.60.0.08]) 000847011 |649(0.69 [0.56:0.83]| 5 57T61E05 |636(0.B4 [D.70:1.02]] 007326452
Albamina (log) 655 6.57 [4.55:8.58] 3,2T45E-10 (457|067 [0.950.40]| 2 5437ED6 | 654 [0.68 [0.56:0 82| 4 9981E05 |643[0.69 [0.57:0.84]]| 000013524
Acetil-glicoproteinas 655| -363[-5.72:-1.53] | 0O,00073576 [457| 015 [0.10:0.41] | 02432579 |654]1.35[1.13:1.61]) 0,00113034 | 643088 [0.73:1.07]] 021027133
Ratio de acidos grasos monecinsaturados con el total de acidos grasos 650| -5.72[-7.73.-3.70] 3,9924E08 [457| 048 [0.23:0.73] | 000022178 |649(1.64 [1.236:1.96]| 1,14T1EL7 |63B[1.17 [0.97:1.42]] 0,10855858
Ratio de acidos grasos saturados con el total de dcidos grasos 650 4.57 [2.55:6.59] 1,1357E05 [457|-0.25 [0.50:40.00] | 004679235 |649(0.71 [0.60:0.86]| 000027281 |638[0.77 [0.63:0.93]| 000767561
Apolipoproteina A 655 560 [3.58:7.79] 1,6414E07 (457|042 [0.67.20.16]) 000144774 |654(0.64 [0.53:0.77]) 30732EDE (643|067 [0.72:1.06]) 0, 1752E18
Colesterol esterificado 651 7.35 [5.35:9.34] 14614E-12 (457|029 [0.55:0.02]] 003375911 |650(0.65 [0.54:0.78]| Z6321E06 |630(0.B2 [D.68:0.99]] 003700523
Colesterol sérico total 655 .36 [4.33:8.39] 14095609 [457|-0.24 [0.50:0.02] | 0072781 |654(0.70 [0.59:0.83]| 6 304TEL5S |643[0.87 [0.72:1.05]| 0,14684176
Total cholesterol in HDL2 653 5.71[3.64:7.78] B.9113E-08 455|047 [0.74:20.20]| 0,0006219 |652[0.62 [0.52:0.75]| 9.9125E07 |641[0.90 [0.75:1.09]| 029946038
Colesterol total en LDL grande 655 6.33 [4.33:8.33] 9,BOB1E-10 [457)| 018 [-0.43:0.08] | 017780288 |654(0.73 [0.61.0.86]| 000027213 |643(0.B90.73:1.07]] 0, 20662863
Colesterol total en LDL mediano 655 5.56 [3.55.7.567] B 3G5TEDE (457 011 [0.36:0.14] | 039163502 |654(0.77 [0.65:0.91]| 0.0023B622 |643(0.92 [0.76:1.11]] 0, 38158795
Colesterol total en LDL pequeio 655 5.59 [3.58:7.60] T 3234E08 [457| 012 [0.37:0.14] | 037048069 |654 [0.77 [0.65:0.91]| 0,00199451 |643[0.93 [0.77:1.12]| 042009085
Colesterel total en LDL 655 6.72 [4.73:8.70] TATINE-11 [457]| 017 [0.44:0.10] | 021580262 |654(0.70 [0.58:0 B3| 7 7T302E05 |643[(0.B5]0.71:1.02]] 007843386
Colesterol total en IDL 655 6.55 [4.55:8.55] 2, TO3BE-10 [457) -0.23 [-0.49:0.02] | 007104785 |654(0.71 [0.60:0.85]| 0,00010374 |643(0.B8 [0.73:1.06]] 0,18418846
Colesterol total en HOL muy grande 655 4.18 [2.10:6.26] 90234E05 [457)| 0.25 [0.51:0.00] | 005431031 |654(0.75 [0.63.0.60]) 0,00107801 |643(1.04 [D.BE:1.26]| 067779166
Colesterol total en HDL mediana 655 5.92 [3.86:7.98] 2,6041E-08 457|051 [0.7640.26]| B.6193E05 |654(0.61 [0.51:0.73]| 1.B03EO7 |643[0.74 [0.61:0.90]] 000265174
Colesterel total en HDL pequeiic 655 3.82 [1.78:5.87] 0000258983 |457) 007 [40.33:0.19] [ 0, 508097TEE (654|081 [0.68:0.85]( 0,0124485 [643|0.86 [0.71:1.04] 011745471
Total cholestersl in HDL 655 5.29 [3.21.7.38] TOBTEEOT (457|044 [0.70:0.19]) 000080075 |654(0.64 [0.53:0.77]| 1.7763E06 |643(0.90[0.74:1.09]| 026972561
Colesterol libre en LDL grande 655 .34 [4.34.8.34] S191E-10 457 019 [0.44:0.07] | 014789277 |654|0.72 [0.61:0.86]) 0.00019539 |643)10.92 [0.76:1.10]| 0 35826379
Colesterol libre &en LDL mediana 655 7.09 [5.11:9.08] 6,2601E-12 [457| -0.12 [-0.38:0.15] | 039597348 |654(0.71 [0.59:0.84]| 0,00011953 |643[0.84 [0.70:1.01]| 0, 06564998
Colesterel libre en LDL pequeiia 655 B.77 [4.78:8.78] &,05BTE-11 [457( -0.11 [-0.37:0.16] | 043169049 | 654 (0.73 [0.61:0.87]| 0,00037042 |643(0.B4 [0.70:1.01]] 0,05806849
Colesterol libre en IDL 655 5.14 [3.11:7.17] B,6129E07 [457| 017 [0.42:0.08] | 017793435 |654[0.77 [0.65:0.91]| 000254925 |643[0.98 [0.682:1.19]| 0 86990019
Colesterol libre @n HDL muy grande 655 3.60 [1.50:5.70] 0,00083358 |457|-0.28 [-0.53:40.03]( 00269861 (654|075 [0.63:0.90]( 0,00169304 [643(1.06 [0.67:1.28] 0 58533236
Colesterol libre en HDL mediana 655 5.59 [3.51.7.66] 1,7901EDT (457|045 [0.71:0.20] | 000050903 | 654 (0.64 [0.53:0.77]| 1,4553E06 |643(0.78 [D.64:0.85]| 001493569
Esteres de colestercl en LDL grande 655 6.15 [4.14:8.15] 3,0215E08 (457|017 [0.42:0.08] | 019787136 | 654 (0.74 [0.62:0.88]| 000047116 |643(0.89 [0.73:1.07]| 0,20884032
Esteres de colesterol en LOL mediana 655 5.00 [2.98:7.02] 1,5219E06 (457 011 [-0.36:0.14] | 040049838 | 654 (0. 79 [0.67.:0.04]]| 000653512 |643(0.85 [0.79:1.15]| 060628702
Esteres de colesterol en LOL pequena 655 5.08 [3.07:7.11] 1,0105E06 [457) 4012 [0.37:0.13] | 0, 36642187 |654[0.78 [0.66:0.93]| 000436229 |643[0.96 [0.79:1.16]| 0 65558631
Esteres de colesterol en IDL 655 6.90 [4.90:8.89] 2,B605E-11 [457| -0.25 [0.51:0.00] | 005271144 |654(0.70 [0.59:0 83]| 4 4385E05 |643[0.85 [0.70:1.03]| 0,09690494
Esteres de colesterol en HOL muy grande 655 4.22 [2.15:6.30] TA0D4ED5 [457) 023 [0.49:0.02] | 007491966 |654(0.75 [0.63.0.00]| 0,00136341 |643(1.04 [D.BE:1.26]] 069010867
Esteres de colesterol en HOL mediana 655 5.96 [3.90:8.01] 1,9552E08 (457|051 [0.76.0.26]| 6 BIGEEDS |654(0.61 [0.50:0.73]| 1 4019E07 |643(0.74 [D.61:0.89]]| 000202685
Concentracidn de particulas LDL grandes 655 5.21[3.19:7.24] 5 B536E0T [457| -0.08 [0.33:0.17] | 051747639 | 654 [0.80 [0.67:0.94]| 000744122 |643(0.94 [D.76:1.13]| 049095237
Concentracién de particulas de LDL medianas 655 4.92 [2.89:6.94] 2 3771EDE [457) -0.04 [0.29:0.22] | 077031476 |654{0.81 [0.69.0.06]| 0,014B56E88 |643(0.94 [0.78:1.14]] 0 52778006
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Metabolito FGe Microalbuminuria Nefropatia diabética Retinopatia diabética

n beta [35%C1] p n beta [35%C1] p n___ OR[85%CI] p n___OR[I5%CI] p
Concentracion de particulas LDL pequenas G55 5.24 [3.22:7T.27)] 5,0132E07 (457 0.05 [-0.31:0.20] | 067751378 |654|0.79 [0.67:0.94]| 0,00653B96 |643)0.92 [0.77:1.11]) 0, 40B61748
Concentracién de particulas de |IDL 655 5.25 [3.22:7 28] 5,1677EO7 [457|-0.10[-0.35:0.16] | 0 46345466 |654|0.79 [0.66:0.93])| 0,00563015 |643)0.91 [0.76:1.10]) 0,34E7B477
Concentracién de particulas de HOL medianas 655 5.37 [3.28:7.46] 6,273BE-07 [457|-0.43 [-0.68:-0.16] | 0.00093925 |654|0.64 [0.53:0.77]) 2 4929E-06 |643(0.76 [0.62:0.83]| 0,006B2718
Concentracién de particulas HDL pequefias 655 3.68 [1.61:5.75] 0,0005336 |457| 4011 [-0.38:0.16] | 0 42062306 | 654 [0.61 [0.68:0.96]| 0.01429688 |643|0.75 [0.61:0.81]( 0,00336897
Lipidos totales en LOL grande 655 5.82 [3.91:7.93] 1,1934E-08 |457|-0.12 [-0.36:0.14] | 035779805 | 654 [0.76 [0.64:0.00]| 0.00129B32 |643|0.90 [0.74:1.08][ 0,25435687
Lipidos totales en LDL mediana B85 5.55 [3.5 5iE] 9,2568E-08 | 457 -0.06 [-0.32:0.19] | 0,62548911 |654|0.76 [0.6 92]| 000571936 |643)|0.91 [0.75:1.09]) 0,30817135
Lipidos totales en LDL pequeia H55 573 [3.7 Th] 3,67T12E-0E [457| -0.08 [-0.34:0.18] | 0,56651167 | 654 |0.76 [0.6 91]| 0,00207341 |643)0.890 [0.75:1.08]| 0,27069725
Lipidos totales en IDL G55 5.70 [3.6 T2] 4 A8TTE-OB |457) 014 [-0.39:0.12] | 020616728 | 654 |0.76 [0.6 90]) 0,00157B64 |643)0.90 [0.74:1.08]) 0,25547253
Lipidos totales en HDL mediana G55 542 [3.34:7.50] 4 A3GBE-OF | 457|045 [-D.70:40.20]) 000053895 | 654 |0.63 [0.53:0.76] 1, 32E-06 G43)0.75 [0.62:0.82]) 000488737
Lipidos totales en HOL pequeiia 655 3.83 [1.77:5.90] 0,000300268 (457|012 [-0.39:0.15] | 0,371372084 |654|0.80[0.67:0.95]| 0,01010501 |643)|0.75 [0.61:0.81]) 0,00312258
Triglicéridos en HOL grande 655 -3.64 [-5.78:-1.489] | 000087047 |457| -0.06 [-0.35:0.19] | 0. 54863357 |654(1.20 [1.00:1.44]| 0.05172008 |643]1.41 [1.16:1.71]( 0,00051228
Triglicéridos en HOL pequefio 655| -3.73[-5.7B:-1.67] | 000039639 |457| 046 [0.22:0.70] | 000021942 |654[1.42[1.19:1.69]| 8.,0571E05 |643|1.06 |0.66:1.28]| 0,53393306
Triglicéridos en HDL 655| -3.66 [-5.7B:-1.55] | 000072419 |457| 0.16 [-0.08:0.41] | 020687636 |654[1.28 [1.07:1.53]| 0.00625124 |643|1.16 [0.97:1.43]| 0,08352167
Fosfolipidos en LDL grande B85 G.48 [4.47:8.48] 4 4433E-10 | 457 017 [-D.42:0.09] | 0,1955628 | 654 |0.73 [0.61:0.86]] 0,00025368 | 643 |0.B7 [0.72:1.05]| 0,15339168
Fosfolipidos en LDL mediano H55 6.74 [4.74:8.74] B,3257E-11 | 457 -0.09 [-0.35:0.18] | 051188022 | 654 |0.72 [0.60:0.86]] 0,00027784 |643|0.B2 [0.68:0.99]| 0,04162743
Fosfolipidos en LDL pequeiio G55 T.12[5.12:8.12] TABSZE-12 |457) 011 [-0.39:0.16] | 0 41996833 | 654 |0.69 [0.58:0.83]] 6 47T56E05 |643|0.81 [0.67:0.97]| 0,02245587
Fosfolipidos en 10L G55 5,35 [3.83:7.38] 2 B255E0F |457) 012 [-0.38:0.13] | 033713165 | 654 |0.76 [D.66:0.92]] 0,00393283 |643|0.94 [0.78:1.13]| 049879957
Fosfolipidos en HDL mediano G55 5.08 [2.88:7.19] 24453E06 |457)|-0.35 [-0.64:40.13]| 0,0027EDG4 | 654 |0.66 [0.55:0.79]| 6,65375E06 |643)|0.77 [0.63:0.84]] 00116475
Fosfolipidos en HOL pequeiic 654 4.27 [2.19:6.34] 6,1334E-05 [456] 40.27 [0.53:0.00] | 0.05165185 |653|0.77 [0.64:0.81]) 0.00309281 |642(0.69 [0.56:0.684]| 0,00028516
Ratio de colesterol total con el total de lipides en quilomicrones y VLOL extremadamente grande 507| -5.33 [-7.58:-3.07] 4 BE51E-06 [356] 0.12 [-0.14:0.38] | 0. 36046411 |506|1.45 [1.18:1.78]| 0.00036016 |496(1.21 [0.97:1.50]| 0,09062368
Ratio de colesterol total con el total de lipidos en VLDL muy pequeiic 651 5.30 [3.28:7.31] 3,3209E-07 |457|-0.64 [-0.BE:-0.39]| 4 295E07 |650[0.70[0.59:0.64]| 0,0001056 |639|0.83 [0.68:0.99]( 0,04360327
Ratio de colesterol total con el total de lipidos en LDL grande B652 T.73 [5.77:9.69)] 3,9983E-14 [456]-0.50 [-0.B0:-0.21]| 0,0008526 |651)0.56 [0.45:0.69]| 2134E-07 |640|0.64 [0.71:1.00]] 00562516
Ratio de colesterol total con el total de lipidos en LDL mediana G547 5.08 [3.08:7.10] T H9ZEO7 [455]|-0.29 [0.56:40.02] | 003577008 |646)|0.71 [0.59:0.86]| 000043736 |635)0.95 [0.79:1.14]| 066532508
Ratio de colesterol total con el total de lipidos en LDL pequefa G547 518 [3.17:7.18)] 5 48962E07 [4565]| 0.22 [-0.45:0.05] | 011265837 |646)0.74 [0.61:0.88]) 000082307 |635)0.94 [0.78:1.13]) 0,51081098
Ratio de colesterol total con el total de lipidos en IDL B51 B.96 [7.04:10.858] H,12THE-189 |456)-0.66 [0.93:40.39])) 2, 257T4E06 |650|0.47 [0.38:0.59]| 2,673BE-11 |639)|0.75 [0.63:0.89]) 000142791
Ratio de colesterol total con el total de lipidos en HDL mediana G52 H.44 [3.41:T47] 2,008BE0F |455)|-0.62 [-D.BT:-0.36]) 3,0165E06 |651|0.62 [0.50:0.76]] 4,32B4E-06 |640(0.74 [0.62:0.88]| 0,00103193
Ratio de colesterol libre con el total de lipidos en HDL mediana 652 5.84 [3.80:7.87] 2,B000E-0B |455)-0.49 [-D.77:-0.22]) 0,00038616 |651]0.64 [0.52:0.78]| 9,6B58E-06 |640|0.B2 [0.65:0.98]| 0,03235713
Ratio de ésteres de colesterol con el total de lipidos en VLDL muy grande 485| .57 [6.92:-2.22] | 000015683 |351| 0.16 [-D.10:0.45] | 021019214 |484[1.67 [1.23:2.00]| 0,0002543 |4E85|1.24 |0.96:1.56]( 0,07021997
Ratio de ésteres de colesterol con el total de lipidos en VLDL muy pequeiia 651 6.15 [4.16:8.15] 2489E-08 | 457(-0.70 [0.95:-0.46]| 3,9726E-0E |650|0.65 [0.54:0.78]| 5 407FE06 [639)|0.76 [0.63:0.91]| 00028202
Ratio de ésteres de colesterol con el total de lipidos en LDL grande B652 T.11[5.14:9.09] 4,2114E-12 | 456|042 [-D.72:-0.12]| 000663642 | 651 |0.60 [0.48:0.75]| 4,25TBE-06 |640|0.84 [0.70:0.99]| 0,04068533
Ratio de ésteres de colesterol con el total de lipidos en LDL mediana G643 3.49 [1.48:5.51] 000072351 (454 0.21 [0.46:0.05] | 011384607 |642)|0.80 [0.66:0.96]| 001581603 |631)0.97 [0.81:1.17]| O,75E42258
Ratio de ésteres de colestercl con el total de lipidos en_in small LDL G645 344 [1.42:5.46] 000088674 [455] 017 [-0.43:0.08] 0,1B3682 [644|0.78 0.6 0,0106199 |633)1.01 [0.84:1.21]) 0,95115528
Ratio de ésteres de colesterol con el total de lipidos en IDL B652| 8.23[7.31:11.15] T,H231E-20 |457)|-0.69 [-0.94:0.43]| 1,5531E07 |651|0.42 [0.3 4,2531E-12 |640|0.64 [0.53:0.78]| & 5597E-D6
Ratio de ésteres de colestercl con el total de lipidos en HDL mediana G52 4.90 [2.85:6.94] 3,2880E-06 [455|-0.568 [-0.B3:40.32]| 1,0414E-05 |651)0.65 [0.5 2,0844E-05 |640)|0.74 [0.61:0.88]) 0,00081205
Ratio de triglicéridos con el total de lipidos en VLDL muy pequeiia 653 -5.B3 [-7.83:-3.83] 1,7216E-0B [457| 0.54 [0.530:0.79] | 1,9241E05 |652)1.46 [1.23:1.74]| 1,9047E-05 |641)1.11 [0.92:1.34]| 02667048
Ratio de triglicéridos con &l total de lipides en LDL grande 654| -9.26 [-11.19:-7.33] | B.B6E4E-20 |457| 0.66 [0.42:0.84] | 4,9935E07 |653[1.99 [1.63:2.43]| 2.21BBE-11 |642|1.36 [1.13:1.63]( 0,00081274
Ratio de triglicéridos con &l total de lipidos en LDL mediana G48| -B.B7 [-10.61:6.93] | 3 6579E-18 |455| 0.64 [0.36:0.890] | 2, 16BTED6 |647[1.83 [1.51:2.22]| 8.5116E-10 |636|1.36 [1.13:1.64]( 0,00128477
Ratio de triglicéridos con el total de lipidos en LDL pequena G647| -B13 [-[1010:6.17] | 24T734E-15 [455| 0.57 [0.30:0.83] 27T3ED5 [646]1.70[1.41:2.05]| 2, 657BE-08 |635)1.29 [1.07:1.56]| 0,00702655
Ratio de triglicéridos con el total de lipidos en IDL G654 -B.26 [-[11.18:-7.34] | 6,23B6E-20 [457| 0.74 [0.48:0.89] | 3,3514E-0E [E653|2.02 [1.65:2.47]| 7,600BE-12 |642)1.32 [1.10:1.69]) 0,00278082
Ratio de triglicéridos con el total de lipidos en HDL grande H39| -6.58 [-B.60:-4.56] 3,5B39E-10 [(448]| 0.23 [0.02:0.48] | O,0GEBETETS |638)1.656 [1.37:1.99]] 1,091ELOF |627)1.32 [1.089:1.60]) 0,00451152
Ratio de triglicéridos con el total de lipidos en HDL mediana G653 .75 [H.80:-2.71] H,1685E-06 |455) 0.44 [0.18:0.70] | 000101664 |652]1.43 [1.20:1.71]] 8, 312FTE05 |641(1.19 [0.99:1.44]| 0,062800989
Ratio de triglicéridos con el total de lipidos en HDL pequefia 655| -5.58 [-7.61:-3.57] B,GB10E-0B |457| 0.51 [0.26:0.75] | 5,06575E-05 |654]1.60 [1.34:1.82]] 3 40B4E07 |643|1.22 [1.02:1.47]| 0,03367124
Ratio de fosfolipidos con el total de lipidos en VLDL muy pequeiia 653 4.40 [2.37:6.42] 24194E05 |457) 40.14 [0.39:0.12] | 0, 20584857 |652|0.71 [0.6 B5]) 0,00016248 |641)1.06 [0.85:1.27]) 0,54553148
Ratio de fosfolipidos con el total de lipidos en LOL grande 654| -3.5B[-5.61:-1.55] | 0.0005B8603 |[457| 40.03 [-0.30:0.23] | 0.BOTE2422 |653[1.16 (0.9 37]| 0.09235BE2 |642|1.01 [0.84:1.22]| 0,92123231
Ratio de fosfolipidos con el total de lipidos en HOL mediana 654| -5.05 [-7.0B:-3.02] 1,349E-06 |456| 0.63 [0.37:0.88) | 1.9531E06 |653[1.58[1.31:1.84]| 3,9136E-D6 |642]1.36 [1.14:1.63]( 0,00078744
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Figura 11. Medidas metabolémicas asociadas a complicaciones microvasculares de
la diabetes. Las barras representan las Odds ratios de las respectivas medidas metabélicas para
la ERD (en verde) y la retinopatia diabética (en naranja). Los intervalos de confianza del 95% se
muestran en gris. Figura adaptada de Barrios Cy col (303).
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10.2.2. Estudios de metabolomica y su asociacion con funciéon renal.
Réplica en 4 cohortes europeas

Para validar los resultados obtenidos en la cohorte GenoDiabMar, respecto a los
estudios de asociacion entre los metabolitos y el FGe, buscamos la replicacién de
estos en diferentes cohortes europeas, que contaban con informacion del FGe y
hubieran utilizado la misma plataforma de analisis de metabolomica. De esta
manera, pudimos disponer de los datos de pacientes diabéticos de otras dos
cohortes europeas (111 pacientes diabéticos de la cohorte TwinsUK y 160
pacientes diabéticos de la cohorte KORA) para poder comparar los resultados.
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Ademas, pudimos comparar dichos resultados con cohortes europeas no diabéticas
(YoungFinns y pacientes no diabéticos del TwinsUK y del KORA). Analizamos las
poblaciones segun tuvieran o no DT2 siguiendo el esquema que se explica en la
Figura 13. Las caracteristicas basicas de las poblaciones estudiadas se detallan
en la tabla 5. El listado completo de los metabolitos se detalla en la tabla 1 del
anexo. Las asociaciones de los metabolitos en las distintas cohortes se ilustran en
las figuras 12, 14 y 15.

a) Marcadores metabolomicos asociados con funcion renal en ambas
poblaciones, diabéticos y no diabéticos.

Las asociaciones mas fuertes encontradas con el FGe en ambos grupos de
poblaciones (diabéticos y no diabéticos) fueron, la fenilalanina, la glicina, el citrato
y el glicerol, los cuales se relacionaron con niveles mas bajos de FGe.

Los niveles de triglicéridos en diferentes tamafios de particulas de lipoproteinas de
densidad intermedia y baja (IDL y LDL, respectivamente) se asociaron de manera
inversa con el FGe, mientras que varias subclases de lipoproteinas de alta densidad
(HDL) de diferentes tamafios ricas en lipidos, el colesterol, los ésteres de colesterol,
los fosfolipidos y la apolipoproteina-Al (Apo-Al) se asociaron de manera positiva
con el FGe (Tabla 1 del anexo y figuras 12, 14 y 15).

b) Marcadores metabolomicos asociados con la funcion renal solo en
poblaciones diabéticas.

De los 87 metabolitos identificados en la cohorte GenoDiabMar, 59 de ellos se
asociaron de manera consistente con el FGe después del metandlisis entre las tres
cohortes diabéticas. De ellos, 30 rasgos se asociaron con el FGe solo en diabéticos,
sin evidencia de asociacion en no diabéticos (Tabla 1 del anexo). Seis metabolitos
fueron concentraciones de ésteres de colesterol en las subclases LDL e IDL, cuatro
fosfolipidos en LDL e IDL y 14 concentraciones de colesterol y lipidos en LDL e IDL
gue siguieron una asociacion positiva con el FGe en diabéticos. Ademas, el
colesterol esterificado (EC) (B = 4.35 [2.96: 5.74], p = 9.3 x 10-10) y el colesterol
total (B = 3.68 [2.29: 5.07], p = 2.0 x 10-7) se asociaron positivamente con el FGe
en diabéticos solamente.

c) Marcadores metabolomicos asociados con lafuncidn renal solo en
poblaciones no diabéticas.

En las tres cohortes no diabéticas, 109 medidas metabdlicas se asociaron
consistentemente con el FGe. 29 de ellas se asociaron con la funcién renal solo en
pacientes no diabéticos, sin evidencia de correlacion en ninguna de las cohortes
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diabéticas. Los niveles de colesterol y triglicéridos en particulas de VLDL de todos
los tamafios se asociaron negativamente con el FGe. En contraste, el fosfolipido en
HDL grande se asocidé positivamente con la funcion renal en poblaciones no
diabéticas en el corte transversal (ratio de fosfolipidos y lipidos totales en el HDL
de mayor tamafio: B = 0.69 [0.32: 1.06], p = 2.8 x 10-4) (Tabla 1 del anexo y
figuras 12-15).

d) Medidas metabolémicas discordantes entre diabéticos y no diabéticos.

Cuatro metabolitos se asociaron positivamente con el FGe en diabéticos, mientras
gue se asociaron negativamente en los individuos no diabéticos. Estos incluyen los
aminoacidos alanina (DT2: 8 =3.32[1.92:4.72], no-DT2: -1.39 [-1.75: -1.03]), valina
(DT2: 4.48 [3.08: 5.88], no-DT2: -0.88 [-1.27: -0.48]), el acido pirtvico producto de
la glucdlisis (DT2: 3.37 [1.93: 4.82], no-DT2: -0.70 [-1.06: -0.34]), y albimina (DT2:
2.55[1.16: 3.93], no-DT2: -0.70 [-1.06: -0.35]). Ademas, hubo una tendencia hacia
un aumento de particulas LDL pequefias, medianas y grandes ricas en fosfolipidos
y colesterol con un mejor FGe en DT2, que siguio una asociacién opuesta, aunque
no significativa en las poblaciones no diabéticas (Tabla 1 anexo y figuras 12-15).

Figura 12. Comparacién de asociaciones metabolémicas con la funcién renal entre
diabéticos tipo 2 y no diabéticos. La figura muestra los tamafios del efecto por
concentracién de metabolito tras realizar los metanalisis entre poblaciones. Los colores
representan la asociacion significativa entre los diabéticos (azul oscuro), los no diabéticos
(verde) y ambos (azul claro). Los puntos grises son las asociaciones no significativas.
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Tabla 5. Caracteristicas generales de las poblaciones europeas incluidas en los

estudios de réplicay comparativa entre diabéticos y no diabéticos.

Cohortes Diabéticas

Cohortes no-diabéticas

GenoDiabMar TwinsUK Kora TwinsUK Kora YoungFinns
n 655 111 160 1168 1624 2046
Edad (afios) 69.70£9.3 68.64+8.38 66.74+7.44 64.83+7.91 60.30+8.83 41.885.00
Genero 256 (39.1%) 105 (94.6 %) 71 (44.4 %) 1118 (95.7 %) 845 (52.0%) | 1115 (54.5 %)
(femenino)
IMC (kg/m?) 30.3245.05 29.33+5.55 31.4845.53 26.05+4.61 27.82+4.58 26.54£5.05
mL /mli:r(?/f 73m?) 58.64+28.83 75.80£17.64 | 76.59£18.15 79.87 +14.53 87.80 +15.38 | 94.75:12.53
Creatinina
(mg/dL) 1.26+0.62 0.84£0.24 0.96£0.48 0.80+0.16 0.83+0.23 0.87+0.15
ERC (n)
(grados 116/213/202/72/52 | 20/76/12/3/0 | 39/95/24/1/1 | 322/726/118/2/0 | 795/752/73/2/2 | 1339/699/7/1/0
1/2/3/4/5)

IMC: indice de masa corporal. FGe, filtrado glomerular estimado (férmula CKD-EPI). Los
grados de ERC se estratifican segun las recomendaciones de las guias KDIGO como G2
89-60, G3 59-30, G4 29-15 y G5 <15 mL/min/1.73m?. Los valores de las variables
categoéricas se expresan como n y porcentajes y las variables continuas como media y

desviacion estandar.
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Figura 13. Diagrama de flujo que ilustra el esquema de trabajo para identificar los
marcadores metabolomicos asociados a enfermedad renal en las poblaciones
diabéticas y no diabéticas.

Diabéticos tipo 2 Mo diabéticos
n= 810 n= 4838
GenoDiabMar TwinsUK (OT2) KORA TwinsUK KORA YoungFinns
n= 655 n=111 n= 160 n=1168 n= 1624 n= 2046

v Y i

| Regresiones lineales del FGe frente a 227 rasgos metabdlicos |

¥
| Metandlisis de varianza inversa de efectos fijos |

h 4 Y

59 metabolitos significativos (p <1.0 x109) y consistentes 109 metabolitos significativos (p <1.0 x103) y consistentes
en todas las cohortes en todas las cohortes

Comparar resultados entre DT2 y no-DT2

¥ ¥

stlo DT2 DT2 + no-DT2 DT2 + no-DT2 s8lo no-DT2
30 metabolitos misma direceidn diferente direccién 29 metabolitos
26 metabalitos 4 metabolitos

Se observa el nimero de participantes de cada cohorte y el nimero de metabolitos
encontrados significativamente asociados al FGe después de meta-analizar las
poblaciones, las cuales se dividieron segun si eran o no diabéticas. DT2: diabetes tipo2,
no-DT2: no diabéticos.
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Figura 14. Rasgos metabolémicos asociados con FGe en cohortes diabéticas y no
diabéticas. Adaptado de Barrios y col. (303)
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Figura 15. Clases de lipoproteinas en detalle, asociadas con FGe en cohortes
diabéticas y no diabéticas.

-+ GenoDiabMar = TwinsUK = Kora + YoungFinns -+ Metaandlisis = NS, * sig
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Adaptado de Barrios y col. (303). Los tamafios del efecto sobre el FGe por 1-desviacion
estandar en la concentracién de metabolitos y los respectivos intervalos de confianza del
95% se muestran para cada cohorte individualmente y combinados (en negro tras el
metanalisis). Los puntos sdélidos muestran asociaciones significativas.
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10.3. Estudio dirigido de asociacion de marcador conocido.
Resultados de estudios de asociacion de funcién renal y
Galectina 3

De los 655 participantes de la cohorte GenoDiabMar, pudimos realizar andlisis de
los niveles circulantes de Galectina 3 (Gal3), en una subpoblacién de 369
individuos. La edad media de los participantes fue de 70.2+9.5 afios, 60% hombres
y 40% mujeres, con un tiempo de evolucion de la DT2 de 17.6+8.5 afios. La
distribucion de los participantes, segun el grado de enfermedad renal crénica fue;
G1-2 42.8%, G3 34.1%, G4 14.9%, G5 8.1%. Latabla 6 muestra las caracteristicas
generales de esta sub-poblacién. Al igual que en la poblacion completa de la
cohorte GenoDiabMar, la prevalencia de la hipertension arterial fue elevada en
todos los grados, el porcentaje de fumadores disminuyé a medida que empeora el
grado de ERC con un nuevo aumento en grado 5 de ERC. Como se muestra, el
uso de IECAs 0 ARAZ2 se redujo significativamente a medida que avanzaba el grado
de ERC. Respecto a las complicaciones cardiovasculares asociadas, no
observamos diferencias significativas entre ellas, incluido el antecedente de
cardiopatia isquémica. Como era de esperar, el porcentaje de pacientes afectados
de retinopatia diabética (RD) fue mayor a medida que disminuy6 el FGe, siendo
claramente superior en aquellos afectados de ERD (7% vs 43%). En cuanto a la
medicacion antidiabética, el uso de ADOs disminuyo significativamente a medida
gue empeor6 el FGe con un claro aumento del uso de insulina, siendo el tratamiento
elegido en el 79.3% de los pacientes con ERC grado 5.

Las principales variables analiticas de esta sub-poblacion de la cohorte
GenoDiabMar en la que se han hecho los estudios de asociacion del FGe y los
niveles circulantes de Gal3 se muestran en la tabla 7. Como se esperaba, los
niveles de albuminuria aumentaron significativamente en relacion al
empeoramiento de la funcién renal. De manera similar a la cohorte general, el perfil
lipidico de esta sub-poblacién muestra un grado de control de colesterol LDL inferior
a 100 mg/dL, siendo el nivel méas bajo en los grados 5 de ERC. A destacar que, en
esta primera valoracion descriptiva observamos un aumento significativo del valor
medio de la Gal3 circulante a medida que aumenta el grado de ERC: G1-2:
25.7+£16.8, G3: 33.9+24.1, G4: 42.7+£24.7 y G5: 49+44.9 ng/ml. Los niveles
circulantes de Gal3 se correlacionaron negativamente con el FGe (r= -0.3,
p<0.001).
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Tabla 6. Caracteristicas generales de la sub-poblacion de la cohorte GenoDiabMar
en la que se han hecho los estudios de asociacion del FGe y los niveles circulantes
de Gal3. Se muestran las principales variables clinicas segun el grado de ERC.

Grados ERC 1-2 3 4 5 p
n 158 n 126 n 55 n 30
Edad (afios) 66.749.0 | 72.7+9.6 | 75.1+7.7 | 70.5+9.1 | <0.001
Género (H:M) % 61.4:38.6 | 58.7:41.3 | 56.4:43.6 | 53.3:46.7 NS
Tiempo DM (afios) 16.4+7.4 | 17.849.0 19.9+49.8 | 20.1+9.4 NS
IMC (Kg/m?) 30.345.2 | 31.1+5.1 | 30.5+4.8 | 30.245.2 NS
Tabaco (% fumadores) 20.4 11.9 3.7 10.3 NS
HTA (%) 86.1 99.2 100 100 <0.001
IECA/ARA (%) 76.6 86.5 55.6 34.5 <0.001
Complicaciones CV(%) 20.6 23 31 23.3 NS
Cardiopatia isquémica 8.9 11.1 12.7 6.7 NS
AVC 16.5 23.8 29.1 26.7 NS
Vasculopatia periférica
Retinopatia (%) 19.4 31.1 37.3 81.5 <0.001
Estatinas (%) 69 80.2 81.8 63.3 NS
Tratamiento DM (%) 54.2/46.8 | 39.7/59.5 | 22.2/77.8 | 10.3/79.3 | <0.001
(ADOsl/insulina)

H: hombres; M: mujeres; DM: diabetes mellitus; IMC: indice de masa corporal; HTA:
hipertension arterial; IECA: inhibidor del enzima convertidor de la angiotensina; ARA:
antagonista del receptor de la Angiotensina IlI; AVC: accidente cerebro vascular; ADO:
antidiabéticos orales. Los grados de ERC se estratifican segun las recomendaciones de
las guias KDIGO como G2 89-60, G3 59-30, G4 15-29 y G5 <15 mL/min/1.73m? Los
valores de las variables categoricas se expresan como n y porcentajes y las variables
continuas como media y desviacion estandar.
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Tabla 7. Principales variables analiticas de la sub-poblacion de la cohorte
GenoDiabMar en la que se han hecho los estudios de asociacion del FGe y los

niveles circulantes de Gal3. Los datos se muestran segun el grado de ERC.

Grados ERC 1-2 3 4 5 p
FGe 83.9 42.4 24.2 9 [9-X] <0.001
ml/min/1.73m? [72.3-96.4] [37.0-50.1] | [19.0-26.8]
Albuminuria 12.0 209.5 520.7 607 <0.001
(mg/g) [4.2-82.8] [33.4-645.2] | [66.7-1687] | [509.2-4423]

HbAlc (%) 7.8+1.2 7.7+1.3 7.8+1.4 6.8+ 1.0 0.004
Col total (mg/dl) | 175.7436.8 | 167.5+34.7 | 168.7+43.7 | 151.5+42.2 | 0.014
Col LDL (mg/dl) | 101.5+30.7 91.7+27.5 99.5+ 38.0 | 72.2+33.3 | <0.001
Col HDL (mg/dl) 47.9+11.8 45.9+14.7 46.4+ 145 | 49.4+ 154 NS

TG (mg/dl) 138.9+ 66.8 | 169.7£103.4 | 150.4+59.4 | 142.1+86.3 | 0.021
Ac arico (mg/dl) 5.5+1.4 6.8+1.8 7.3+1.8 5.4+1.8 <0.001

Hemoglobina 13.7£1.4 12.3t1.4 11.5+£1.2 12.3£1.2 <0.001
(gr/dl)
Gal3 (ng/ml) 25.7+16.8 33.9+24.1 42.7+24.7 49+44.9 <0.001

FGe: filtrado glomerular estimado (férmula CKD-EPI); HbAlc: hemoglobina glucosilada;
Colesterol-LDL: lipoproteina de baja densidad; Colesterol-HDL: lipoproteina de alta
densidad; TG: triglicéridos; Gal3: Galectina 3. NS: Asociacién no significativa. Los valores
de las variables categoéricas se expresan como n y porcentajes y las variables continuas
como media y desviacion estandar.

10.3.1. Analisis transversales de asociacion de la funcion renal y la
Galectina 3

Separamos a la poblacion en dos grupos, segun tuvieran o no nefropatia diabética,
la cual definimos como: la condicion tener o no nefropatia diabética: definida si FGe
<60ml/min/1.73m? y/o albuminuria >300mg/g o Albuminuria 30-299mg/g y
retinopatia diabética.

En el andlisis univariado, observamos diferencias significativas en la distribucién en
estos dos grupos de algunas variables. Como se muestra en la tabla 8, estas
diferencias fueron entre la edad, el tiempo de evolucién de la diabetes, mayor
prevalencia de HTA vy retinopatia en el grupo de nefropatia diabética. Como es
obvio por las caracteristicas de la division de los grupos, el grupo con ERD mostré
menor FGe y mayor albuminuria. Como se observa, en este analisis univariado, no
ajustado, los niveles circulantes de Gal3 fueron significativamente mayores en el
grupo con ERD respecto al grupo sin ERD.
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Tabla 8. Andlisis univariado de variables de la sub-poblacién GenoDiabMar utilizada
en el estudio de asociacion de Gal3 y FGe. Los resultados muestran la distribucion de
las variables segun grupos de poblacién sin ERD y con ERD.

No ERD ERD p
n 130 n 239

Edad (afios) 66.5+8.8 72.3+9.3 <0.001

Género (H:M) % 63:37 57:43 NS
Tiempo de DM (afos) 15.8+£7.3 18.6+9.0 <0.05

IMC (Kg/m?) 30.7+5.3 30.9+5.0 NS
HTA % 85 98.7 <0.001
Retinopatia % 7 43 <0.001

C.isquémica % 18.4 24.2 NS
FGe ml/min/1.73m? 85.6+14.7 38.8+21.0 <0.001
Galectina3 (ng/ml) 25.5+16.8 36.9£27.6 <0.001
Albuminuria (mg/qg) 35.9[36-314] 651[559-817] <0.001

ERD: Enfermedad renal diabética, H: hombres; M: mujeres; DM: diabetes mellitus;

IMC: indice de masa corporal; HTA: hipertension arterial; C. isquémica: cardiopatia
isquémica; FGe: filtrado glomerular estimado (férmula CKD-EPI). NS: Asociacion no
significativa. Los valores de las variables categoricas se expresan como n 'y porcentajes y

las variables continuas como media y desviacion estandar.

Para calcular el valor de Gal3 que nos discierne con mayor sensibilidad y
especificidad combinada la probabilidad de tener o no nefropatia diabética,
realizamos un analisis del indice de Youden, el cual resulté en un valor de 18.8
ng/mL. Este valor nos permite discernir la ERD con una sensibilidad del 0.72 y una
especificidad del 0.54 (mayor sensibilidad y especificidad combinada del modelo).
Al introducir los valores de Gal3 en el modelo de la curva ROC, obtuvimos un area
bajo la curva (AUC) discreta de 0.65[0.58-0.68] (Figura 16).
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Figura 16. Curva ROC de ERD incluyendo los valores de Gal3 circulante.
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Con las variables que resultaron significativas en el modelo univariado, realizamos
un modelo ajustado de regresion logistica donde se incluyeron como co-factores:
la edad, el sexo, los niveles circulantes de Gal3, el IMC, la cardiopatia isquémica,
el tiempo de evolucién de la DM, la presencia de HTA y la retinopatia. Como se
ilustra en la tabla 9, observamos que, a parte de la edad, laHTA y la presencia de
retinopatia diabética, la Gal3 fue un factor independiente de riesgo de afectacion
renal. Si bien la cardiopatia isquémica no presentd diferencias significativas en su
distribucién entre los dos grupos (ERD si 0 no) en el andlisis univariado, dada su
asociacion e implicacion en estudios previos, que la relacionan con mayores niveles
de Gal3, quisimos forzar su entrada en el modelo multivariado. Esto refuerza
nuestros resultados ya que como se observa, la presencia de cardiopatia
isquémica, no modifico la significacion de la Gal3.
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Tabla 9. Andlisis multivariado de regresion logistica. Se muestran las Odds ratio de
padecer o no ERD de los cofactores incluidos en el modelo.

Odds Ratio 95% IC p
Edad (afios) 1.07 [1.03-1.10] <0.001
Género 1.12 [0.65-2.00] NS
Gal3 (ng/ml) 1.02 [1.01-1.04] 0.007
IMC (Kg/m?) 1.02 [0.97-1.08] NS
Cardiopatia isquémica 0.83 [0.42-1.66] NS
Tiempo de DM (afios) 0.99 [0.96-1.03] NS
HTA 8.75 [2.18-35.15] 0.002
Retinopatia 10.10 [4.71-22.95] <0.001

IMC: indice de masa corporal; DM: diabetes mellitus; IC: intervalo de confianza. NS:

asociacion no significativa.

En base a los coeficientes obtenidos en el modelo multivariado, creamos un score

gue incluye estas variables significativas, incluida la galectina-3:

Score=-6.961+ 0.061*Edad+ 2.214*HTA+ 2.324*RD+ 0.196*Gal3

Donde -6.961 es el coeficiente del modelo y el resto es el coeficiente de cada
variable en el modelo multivariado. Incluyendo los valores de este score, que
contempla tanto estas variables clinicas, como los valores de Gal3, observamos
una clara mejoria del area bajo la curva ROC para poder discernir a los pacientes
con o sin ERD. AUC solo incluyendo Gal3 0.65 vs AUC del score 0.82 (p<0.001).

(Figura 17).

81



RESULTADOS

Figura 17. Curva ROC, tras aplicar el Score con variables clinicas y analiticas
incluyendo Gal3. Score= -6.961+ 0.061*Edad+ 2.214*HTA+ 2.324*RD+ 0.196*Gal3, se
observa una clara mejoria del AUC (linea roja) respecto al modelo que solo incluyé Gal3
(linea azul) para discernir a los pacientes con ERD.
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10.3.2. Analisis longitudinales de asociacion de la funcién renal y la
Gal3

De los 369 participantes, teniamos datos del FGe en el seguimiento a los tres afios
de 225, pero sélo de 85 de ellos a los 4 afios. Esta pérdida en el momento del
analisis tuvo un porcentaje mayor respecto a los datos de la albuminuria, ya que
sé6lo estaban disponibles en un 11% de los participantes, respecto a la visita basal.
En la tabla 10 se detallan las caracteristicas bésicas en la evolucién a los 4 afios
de seguimiento de estos parametros.
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Tabla 10. Caracteristicas de los parametros renales en la evolucién a 4 afios.

Visita Basal Visita 1°" afo Visita 2° afio | Visita 3° aflo | Visita 4° afio
n 369 340 297 225 85

Edad (afios) 70.319.58 71.319.58 72.319.5 73.319.6 74.319.6

FGe

. 55.1+29.3 51.9+28.7 49.5+29 47.4429.7 30.58+24.9
mL/min/1.73m
Albuminuria | 417.72[6.5- | 479.34[13.5- 434.83[8.5- 451.26[8- | 650.32[26.5-

(mg/g)* 474] 633.1] 511.5 537] 847.1]

*El porcentaje de pérdida de valores de albuminuria fue del 60% y del 80% al tercer
y al cuarto afio de seguimiento respectivamente respecto a los datos basales.

Realizamos analisis longitudinales de asociacion de los niveles basales de Gal3
con la evolucion de la funcion renal en el periodo de seguimiento.

Utilizando el modelo de ecuacion de estimacion generalizada (EEG), el analisis
multivariado, mostro que, de promedio, por cada aumento de una unidad de Gal3,
se asocio una pérdida de 0.23 mI/min/1.73m? del FGe anual. (Tabla 11)

Tabla 11. Andlisis longitudinal multivariado de asociacién Gal3 y evolucién de
funciéon renal. Andlisis multivariado usando el modelo de ecuacién de estimacion
generalizada: de promedio, por cada aumento de unidad de Galectina3, se asocia una
pérdida de 0.23 del FGe anual.

FGe Coef 95% IC p
Edad -1.021 [-1.277 -0.765] <0.001
Gal3 -0.231 <0.001
[-2.874 -2.228]
Retinopatia | -14.45 <0.001
diabética [-19.75 -9.14]
HTA -27.18 [-37.03 -17.34] <0.001

FGe: filtrado glomerular estimado, Coef: coeficiente, IC: intervalo de confianza, Gal3: galectina-
3, HTA: hipertension arterial.

Utilizamos el score previamente descrito, como potencial predictor para identificar
pacientes con rapido deterioro de funcion renal, los cuales consideramos en esta
poblacién como aquellos con un declive de la funcién renal >15 ml/min en el
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seguimiento. Para esto, dividimos los valores del score por cuartiles y observamos
gue los pacientes con un valor de score mas elevado (Figura 18), presentaron un
mayor riesgo significativo de ser progresadores rapidos de deterioro de la funciéon
renal.

Figura 18. Odds ratio de progresiéon rapida del FGe. Los pacientes con un valor de Score
mas elevado (cuartiles tercero y cuarto) presentan un mayor riesgo significativo (mayor
Odds ratio) de ser progresadores rapidos (pérdida del FGe >15mL/min/1.73m? alos 4 afios)
de deterioro de la funcién renal.

@

O

T

3 3

©

S

o

‘O

§ .

c 2

0

»

o

g’ Cuartiles Odds ratio P refa 12 cuartil
8 N 2 | 138[061-2.94] NS
% 3¢ 2.82[1.34-5.90] 0.006
7] 4¢ 2.29(1.06-4.71] 0.034
k=]

8 G 1 I

1° 2°

84



85

DISCUSION

11. DISCUSION



DISCUSION

86



DISCUSION

11. DISCUSION

La DT2 y la hipertension arterial son las principales causas de enfermedad renal
cronica (ERC), entidad que afecta al 10% de la poblacion occidental (44,304). En
Espafia, los datos del estudio EPIRCE en 2010 mostraron que mas del 20% de los
mayores de 60 afos tienen ERC (305). Mas recientemente, la informacién
proporcionada por el estudio ENRICA-Renal ha situado la prevalencia de ERC en
nuestro pais en el 15.1% (306).

La presencia de ERD produce un mayor dafio endotelial en territorios extrarrenales
y conlleva, en consecuencia, un mayor aumento de riesgo cardiovascular (6).
Ademas, la ERD comporta mayores complicaciones cardiovasculares en
comparacion a la ERC por otras etiologias y la diabetes por si solas
(172,174,176,300,301,307,308). Una de las causas de la alta prevalencia de esta
entidad es el retraso en el diagndstico, dado que los marcadores utilizados mas
frecuentemente como la creatinina o la albuminuria, se elevan cuando el dafio renal
ya se ha establecido, y como se ha comentado son poco sensibles y especificos
de la ERD.

Con el objetivo de investigar e identificar marcadores de dafio renal relacionados
con la DT2 que fueran mas sensibles y especificos que los marcadores clasicos
utilizados hasta el momento, se creé el registro GenoDiabMar. Este tipo de registro
dinamico y en constante alimentacién, se presenta como una plataforma de estudio
ideal para cubrir nuestros objetivos al contemplar no solo variables clinicas y
analiticas convencionales como las que hemos descrito, sino que cuenta con un
biobanco donde hemos ido analizando distintos tipos de moléculas como las que
se han ido detallando en este trabajo de tesis.

11.1. Factores de riesgo cardiovascular del registro GenoDiabMar

En nuestra cohorte, mas de la mitad de los 655 participantes incluidos tenia
antecedentes de tabaquismo (el 17% eran fumadores activos y el 38%
exfumadores). Este dato es semejante a los resultados observados en el estudio
EPIRCE (305) y también parecidos al del SHARP, que incluye un 48% de individuos
con historia de tabaquismo (13% fumadores) (309). Numerosos estudios han
evidenciado que el tabaco promueve la progresion de todos los estadios de ND,
aumenta el riesgo de desarrollar microalbuminuria, acelera la progresion hacia la
macroalbuminuria e incrementa la progresion a la ERC terminal (310). En nuestro
trabajo, a medida que empeora el grado de ERC el porcentaje de fumadores es
significativamente menor. Quiza este resultado se pueda explicar porque los
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pacientes fumadores tienen mayor riesgo CV inherente en comparacion con los que
nunca han fumado. Ademas, teniendo en cuenta que la ERD aumenta el riesgo CV,
en nuestro estudio probablemente los fumadores no han alcanzado un mayor grado
de ERC porque simplemente han fallecido antes por una causa cardiovascular,
como ya se ha demostrado en otros estudios. Otro factor podria ser una mayor
sensibilizacion por parte de los pacientes que abandonan el habito del tabaco a
medida que se agrava su enfermedad. Sabemos que los pacientes con ERC suelen
fallecer predominantemente de enfermedad CV no por alcanzar la ERCT (311).

En pacientes con ERC grado 3 el riesgo de muerte es 10 veces mayor que el riesgo
de progresar a ERC terminal (312). En un estudio prospectivo de 147 pacientes con
ERC grado 3, se observo que la exposicion acumulada al tabaquismo esta asociada
de manera muy significativa con accidentes cardiovasculares fatales. Esto fue
confirmado por datos recientes del Estudio de Salud Cardiovascular, que investigo
a 5808 pacientes que tenian 65 afos de edad y tenian ERC (313). En dicho estudio,
los factores de riesgo tradicionales, incluido el tabaquismo, se asociaron con los
mayores aumentos absolutos de los riesgos de muerte cardiovascular entre los
pacientes con ERC. En el caso de los fumadores actuales, hubo 20 muertes
adicionales por cada 1000 pacientes-afio.

En nuestro estudio, la prevalencia de hipertension arterial fue elevada, alrededor
del 90%. Esta prevalencia elevada se observo tanto en los grupos sin ERD como
en los participantes con ERD. Se han observado resultados similares en otros
trabajos, por ejemplo, en uno en el que se incluyeron 773 pacientes DT2 a los que
se les practic6 biopsia renal y segun los hallazgos histologicos fueron clasificados
en tres grupos: ND aislada, no ND aislada y combinacion de ND-No ND. Los
pacientes del grupo ND eran mas hipertensos de forma significativa que los no ND
(96.8% vs 85.1%) (314). En el Framingham Heart study la DM y la HTA se
superponen entre el 67 y el 90% de los individuos.

El 77% de nuestra poblacion era dislipémica. La dislipemia cominmente se asocia
con enfermedad renal. La hiperglucemia y la resistencia a la insulina agravan ain
mas la dislipemia (315). El espectro de anomalias lipidicas en pacientes con ERC
parece estar relacionado con el grado de disfuncion renal y con el grado de
proteinuria (316). Se considera que la dislipemia es un factor que contribuye a la
alta mortalidad y morbilidad cardiovascular observada en la enfermedad renal
(317), y también puede promover una mayor disminucion de la funcién renal, lo que
lleva a la progresion de la ERC (318,319). Sin embargo, el papel directo de la
dislipemia en la progresion de la disminucion de la funcion renal sigue siendo
controvertido. Los perfiles lipidicos que son clasicamente utilizados en la practica
clinica no han podido demostrar una clara asociacion con esta alta prevalencia de
enfermedad CV que tiene la poblacion con ERC. Esta falta de asociacién es mas
evidente en grados avanzados de ERC, precisamente cuando la mortalidad es mas
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alta, y es muy probable que andlisis lipidémicos con informacion mas detallada de
los perfiles lipidicos puedan discernir factores asociados a los perfiles lipidicos que
estén implicados en estos fendbmenos de riesgo CV.

Los perfiles analiticos y clinicos valorados en nuestra cohorte fueron similares a los
de otras cohortes de nuestro entorno, como puede ser la cohorte espafiola del
proyecto NEFRONA. En la cohorte GenoDiabMar los participantes tienen mayor
edad, mayor IMC y observamos un mayor uso de farmacos hipolipemiantes,
respecto al registro multicéntrico espafol. Estas diferencias son esperables
teniendo en cuenta que, todos los participantes de nuestra cohorte son diabéticos
mientras que, en la cohorte NEFRONA solo padecian diabetes el 25% de los
participantes y como criterios de inclusion los pacientes no debian de tener
antecedentes de enfermedad cardiovascular en su historial (320,321).

11.2. Eventos cardiovasculares del registro GenoDiabMar

En nuestro estudio, recogimos la historia de eventos cardiovasculares previos,
incluyendo cardiopatia isquémica conocida, enfermedad isquémica cerebro-
vascular y vasculopatia periférica. Un 20% de la poblacion tenia historia de
cardiopatia isquémica, con un pico de prevalencia superior en los individuos en
grado 4 de ERC, siendo el doble este antecedente en los pacientes del grupo con
ERD en relacién a los no ERD. Estos resultados se han observado en trabajos
previos. Es bien conocido que el riesgo cardiovascular aumenta con el grado de
deterioro de la funcion renal (322), y los pacientes con ND tienen un elevado riesgo
de enfermedad CV en comparacion con pacientes diabéticos que no tienen
enfermedad renal (323). Por ejemplo, en el estudio VALIANT (324) realizado en
pacientes con disfuncién ventricular o insuficiencia cardiaca tras haber sufrido un
infarto de miocardio, se refleja laimportancia de la funcion renal sobre el pronéstico
de estos pacientes. EI FGe medio era de 70.2 + 21.3 ml/min/1.73 m?, pero un 22.2%
lo tenia entre 45-59.9 mI/min/1.73m?, y un 11.3% inferior a 45 ml/min/1.73 m?. En
este Ultimo grupo, que incluia 1644 pacientes, un 38% tenian historia previa de
cardiopatia isquémica y un 33.6% eran diabéticos.

En nuestra cohorte, un 10% de los pacientes tenian antecedentes de enfermedad
cerebrovascular y un 21% enfermedad vascular periférica, ambas entidades de
nuevo, con mayor prevalencia en los grados 4 de ERC. En el estudio VALIANT,
todos los eventos cardiovasculares importantes, como la mortalidad cardiovascular
total, el reinfarto, la insuficiencia cardiaca y el accidente cerebrovascular, estuvieron
en estrecha relacién con el FGe, de tal forma que su incidencia se duplic6 o triplico
en pacientes con FGe <45 ml/min/1.73 m?respecto a los que la tenian >75
ml/min/1.73 m2. Se ha observado que en la diabetes por cada aumento del 1% de
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la hemoglobina glucosilada se produce un incremento del 25% en el riesgo de
enfermedad arterial periférica (325), aunque como hemos comentado su control
estricto esta en controversia, dada su asociacion con eventos isquémicos cardiacos
y muerte subita. En nuestra poblacién, los niveles de hemoglobina glucosilada
estaban en los limites elevados, con medias de 7.5% tanto en los pacientes con
ERD como sin ERD. Probablemente esta “no optimizacion” del control glucémico
esta en relacion con las caracteristicas de la poblacion, mas fragil y de edad
avanzada.

Existen diferentes estudios que han mostrado que la afectacién multisistémica de
la enfermedad vascular es frecuente. Hasta un 50% de los pacientes con
vasculopatia periférica presenta signos de enfermedad cerebrovascular o
cardiologica (326). En el estudio PARTNERS (327), en el 32% de los pacientes
coexistia bien enfermedad coronaria, bien enfermedad cerebrovascular, y un 24%
tenia afectacion de los 3 territorios.

Juntas, la diabetes y la ERC, especificamente en la mayoria de los casos de
nefropatia diabética, conducen a un aumento sustancial de la morbilidad y la
mortalidad por enfermedad cardiovascular. Alrededor del 40% de los pacientes
diabéticos (conocidos y no diagnosticados) en los Estados Unidos tienen ERC
(328). Y la ERC duplica el riesgo de eventos de enfermedad CV y muerte en
pacientes con DT2 (329). De hecho, algunos datos recientes sugieren que gran
parte del aumento del riesgo CV con diabetes se debe a los pacientes con ERC
(330-332). Sera necesario esperar a los resultados longitudinales y a la recogida
de datos hasta la segunda visita de la cohorte GenoDiabMar para valorar las tasas
de mortalidad y la incidencia de los distintos nuevos eventos CV que se hayan
producido en estos afios de seguimiento.

11.3. Retinopatia diabética en el registro GenoDiabMar

En nuestro estudio, la presencia de retinopatia diabética (RD) fue significativamente
superior a medida que empeoraba el FGe y estaba presente en casi un 40% de los
individuos con ERD. Tal y como hemos comentado anteriormente, la RD suele estar
presente en el 25% de los pacientes con DT2 (155), si bien estudios mas recientes
suben este porcentaje al 40% (160). En los pacientes DT2 con enfermedad renal,
la presencia de RD proliferativa apunta fuertemente a la nefropatia diabética como
se ha observado en repetidos trabajos aislados y en metanalisis (161,333). En
algunos trabajos se ha estudiado la asociacion entre la retinopatia y la ERC en
diabéticos. Por ejemplo, en el estudio CRIC (Chronic Renal Insufficiency Cohort)
(334) se habia demostrado que al menos la mitad de los pacientes con ERC, fueran
DM o no, tenian alteraciones retinianas relacionadas con los factores de riesgo de
la ERC. En este estudio se intentd determinar si los cambios en la retina podian
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estar relacionados con alteraciones en el rifién. Incluyeron 2605 individuos en una
subcohorte, el estudio RCRIC (Retinopathy in Chronic Renal Insufficiency Cohort),
para analizar la asociacién entre la retinopatia 'y la ERC. Realizaron fondo de 0jo a
1936 individuos y observaron que los diferentes grados de severidad de la
retinopatia se asociaron con descensos en las tasas de FGe (p<0.001), tras
ajustarlos por factores de riesgo tradicionales y no tradicionales de la ERC.
Sefialaron que los individuos sin retinopatia tenian unas tasas de FGe mas altas
gue los que tenian retinopatia proliferativa. En este sentido, a medida que la
retinopatia empeoraba, también lo hacia la funcion renal independientemente de
los factores de riesgo de ERC. El 49% de los diabéticos estudiados presentaban
retinopatia, comparado con solo el 11% de los no diabéticos (p<0.001); sin
embargo, la presencia de DM no significé mayor asociacion entre retinopatia y la
disminucién de la funcion renal. En nuestra cohorte si se verifica esta mayor
asociacion entre la presencia de RD y el deterioro de la funcion renal, estando
presente la retinopatia en el 64% de los participantes en grado 5 de ERC vs solo el
16% en grados 1-2. Ademas, como se ha comentado, la presencia de la afectacion
microvascular de la retina, si bien no es especifica de afectacion renal, puede
apoyar el diagnostico. Nosotros la incluimos como variable para catalogar a los
pacientes con ERD, ante presencia de microalbuminuria.

Poder acceder a este tipo de registro con un biobanco y compartirlo con otros
grupos es importante para continuar investigando biomarcadores distintos a los
establecidos actualmente en la préactica clinica habitual. Estos biomarcadores
pueden ser mas especificos y sensibles, asi como de deteccion mas precoz del
dafio renal relacionado con las complicaciones microvasculares renales que puede
causar la diabetes. De esta manera, el grupo de investigacion del Servicio de
Nefrologia del Hospital del Mar, ha continuado aumentando los datos longitudinales
de la poblacion, afiadiendo analisis de nuevas moléculas como la glucosilacion de
la Inmunoglobulina G, los niveles de succinato o el genotipado de la poblacion, con
la intencién de seguir participando en colaboracion con otros grupos nacionales e
internacionales en el entendimiento de las vias fisiopatoldgicas asociadas al dafio
renal en la diabetes y en esta blisqueda de nuevos biomarcadores de diagnéstico
precoz. Recientemente la cohorte GenoDiabMar se ha unido a un consorcio
multinacional Consortium of METAabolomics Studies (COMETS) (335) con cuyos
miembros precisamente compartimos los mismos objetivos.

Ademas, en este trabajo hemos mostrado ejemplos de colaboracion entre grupos
con el uso de la cohorte GenoDiabMar y otras cohortes europeas que nos permiten
ampliar la muestra estudiada y sobretodo replicar y comparar resultados como se
ha mostrado en los estudios de metaboldmica que discutimos a continuacion.
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11.4. Estudios de metaboldmica

En este trabajo establecimos dos tipos de analisis, un analisis de metabolomica, sin
hipotesis previa y un analisis dirigido de un metabolito conocido como la Gal3.
Realizamos los estudios de datos metabolémicos mediante la técnica de RNM, con
el objetivo de estudiar distintos metabolitos que se pudieran asociar con el FGe.
Como hemos descrito, encontramos numerosos metabolitos significativamente
asociados con la funcion renal, tanto en poblaciones diabéticas como no diabéticas,
con una importante concordancia entre ellas. Sin embargo, queremos resaltar
algunas diferencias notables. Por ejemplo, los fosfolipidos y los ésteres de
colesterol en IDL y LDL se correlacionaron positivamente con el FGe solo en
individuos diabéticos, mientras que el contenido de fosfolipidos en HDL se asoci6
positivamente con el FGe solo en pacientes no diabéticos. Ademas, identificamos
cuatro metabolitos, la valina, la alanina, el piruvato y la albimina que se asociaron
negativamente con el FGe en los no diabéticos y positivamente en los diabéticos;
sobre todo la albumina, en la cohorte GenoDiabMar, que presenta una poblacion
con mas enfermedad renal comparado con los participantes diabéticos del TwinsUK
0 el KORA.

Los rasgos metabolémicos encontrados podemos dividirlos en tres categorias:
aminoacidos, metabolitos relacionados con la energia y particulas de lipoproteinas
y su composicion de lipidos.

11.4.a Aminoacidos

La fenilalanina, sirve como precursor de la tirosina en el higado y los rifiones (336).
Este aminoacido se ha asociado previamente con resistencia a la insulina, mayor
riesgo de DT2 (337-340) y prediccion de eventos CV (341). Ademas, se ha
observado una disminucion en la conversion de fenilalanina a tirosina en la ERC
(342,343), lo que lleva a una disminucion de los niveles circulantes de tirosina y un
aumento de los niveles de fenilalanina ante deterioro de funcién renal. Encontramos
gue, si bien la fenilalanina aumenté con la disminucion del FGe tanto en diabéticos
como en no diabéticos, esta asociacion negativa con el FGe fue mas fuerte en la
cohorte GenoDiabMar: 3 -11,70 [-13,54: -9,86]. La fenilalanina elevada podria ser
por tanto consecuencia de la disfuncion renal, o0 un marcador mas general de
envejecimiento biologico o de dafio vascular. De hecho, la fenilalanina también se
asocio6 con la retinopatia diabética y la albuminuria, lo que sugiere una asociacion
con dafio microvascular endotelial.

Del mismo modo, la glicina se convierte en serina en los rifiones (344,345). Por lo
tanto, el deterioro de la funcion renal conduce a la acumulacion de glicina, la cual
observamos tanto en diabéticos como en no diabéticos. La glicina también se
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correlacion6 con albuminuria y RD en nuestro estudio. Estudios previos informaron
gue la glicina se asocié negativamente con los factores de riesgo CV incluido la
presencia de DT2 (340), lo cual iria aparentemente en contra de nuestro resultado
donde observamos que la glicina se asocia negativamente con el FGe. No obstante,
en estos estudios no incluyeron la funcion renal como covariable. Ademas, hay que
tener en cuenta que en estadios iniciales de la diabetes existe un aumento del FGe
(hiperfiltracion) antes de que se produzca una reduccion de la funcion renal. Por lo
tanto, las asociaciones observadas con el riesgo de DT2 podrian verse confundidas
por la funcion renal. De esta manera, nuestros resultados resaltan la importancia
de incluir la funcién renal como cofactor cuando se estudia la diabetes y estan en
linea con los estudios experimentales con modelos animales en DT2, que revelaron
una menor excrecion de glicina en la orina y la acumulacién de este metabolito en
los tejidos renales diabéticos (346).

11.4.b Metabolitos relacionados con la energia

La alanina es un importante precursor de la gluconeogénesis hepatica y renal, asi
como de la glucdlisis a través de las vias de piruvato. Junto con el glicerol, que
también se asocié negativamente con el FGe y la glutamina, constituyen el 90% de
los sustratos de la gluconeogénesis. La acidosis metabdlica inducida por la ERC
conduce a una mayor abundancia de alanina circulante, glutamina y glutamato
(345). Sin embargo, en el entorno diabético, el metabolismo de la glucosa esta muy
alterado con un aumento de la tasa de gluconeogénesis (347). En consecuencia,
la disminucion de la funcion renal tiene un impacto diferente en la gluconeogénesis
en los diabéticos, como lo demuestran las diferentes direcciones de las
asociaciones para la alanina y el piruvato en este estudio.

El citrato es un importante sustrato metabdlico en el rifndn que representa hasta el
10% de la produccion de energia que contrarresta la acidosis metabdlica (348). En
concordancia con nuestros resultados, trabajos previos ya habian descrito una
mayor concentracion de este metabolito con la disminucion del FGe (346,349,350).

11.4.c Subclases de lipoproteinas y su componente lipidico

Las anomalias del perfil lipidico no estan siempre presentes en los sujetos con ERC
cuando usamos medidas clinicas convencionales (351,352). En particular, el
colesterol total y LDL son generalmente normales e incluso bajos en la ERC
avanzada (353-356). Como se observa en nuestra cohorte, el colesterol total, el
LDL o los triglicéridos no estan en general lejos de las recomendaciones de las
guias, aln menos en los pacientes con ERC avanzada. No obstante, sabemos que
esta poblacion presenta un altisimo riesgo CV. El perfil lipidico inducido por la ERC
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tiene caracteristicas especificas distintas de la poblacion general. Ademas de los
cambios cuantitativos, los pacientes renales tienen varias alteraciones cualitativas
de los lipidos (6,357) que no pueden detectarse mediante determinaciones
rutinarias y algunas alteraciones de la composicién y tamafio de las lipoproteinas
pueden contribuir a las complicaciones CV observadas en estos pacientes. Algunos
estudios epidemioldgicos revelaron resultados controvertidos con respecto a la
terapia hipolipemiante y la reducciéon de la mortalidad cardiovascular en la ERC
(358-360) y enfatizan la necesidad de estudios adicionales como por ejemplo el
presente analisis de esta tesis. En nuestro estudio, el contenido de lipidos en las
diferentes particulas de lipoproteinas mostr6 diferencias considerables, lo que
resalta la importancia potencial de realizar andlisis lipidobmicos mas detallados, que
pueden revelar diferentes patrones de riesgo que de lo contrario pasan
desapercibidos en estas poblaciones con ERC.

Algunas de las principales diferencias encontradas con la funcién renal entre los
diabéticos y los no diabéticos fueron las asociaciones negativas de las subclases
VLDL y LDL desde pequefias a grandes y sus respectivos contenidos de colesterol
y triglicéridos observados solo en los no diabéticos. Ademas, las asociaciones
positivas con el FGe de las subclases IDL y LDL desde pequefias a grandes y su
contenido de colesterol, EC y fosfolipidos que se observan solo en los diabéticos.
La asociacion positiva de las LDL e IDL moléculas pro-aterogénicas con el FGe
observada en este estudio, probablemente no refleja un efecto positivo de estas
lipoproteinas sobre la funcion renal, sino un mejor estado nutricional en sujetos con
mejor funcion renal. La mayor prevalencia de individuos con peor funcion renal en
las cohortes DT2 es la causa probable de estas asociaciones contra-intuitivas
(361).

El contenido de fosfolipidos de estas particulas de lipoproteinas puede estar
relacionado con una mayor actividad de las proteinas de transferencia de lipidos
(LTP) (CETP y PLTP) presente en los sujetos diabéticos (362). Por el contrario, una
menor actividad de las LTP se asocia con un menor riesgo CV (363), que podria
estar relacionado con las asociaciones negativas de las subclases de LDL con la
funcion renal en sujetos no diabéticos. Curiosamente, las proporciones de
triglicéridos en LDL e IDL se asociaron negativamente con la funciéon renal de forma
consistente entre diabéticos y no diabéticos. Ademas, las ratios triglicéridos/lipidos
totales mostraron una asociacion mas fuerte en la diabetes en comparacion con la
no diabetes. Hasta donde sabemos, ningun estudio ha investigado la actividad de
la LTP y su asociacion con el dafio renal y si esto podria utilizarse como diana
terapéutica.

Aunque muchos de nuestros hallazgos son compartidos con estudios previos
realizados en poblaciones con Diabetes tipo 1 (DT1) (176,300), encontramos
algunas diferencias. Por ejemplo, no encontramos ninguna asociacion del FGe con
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la esfingomielina o con los acidos grasos totales que fueron marcadores de lesién
renal y mortalidad en la DT1. Esto puede sugerir diferencias entre los perfiles
metabdlicos entre estos dos tipos de diabetes y refuerza la importancia de analizar
ambas condiciones individualmente.

Para investigar nuevos marcadores que pudieran estar relacionados con la ERD,
de una forma mas dirigida nos hemos centrado en la galectina-3 (Gal3), por su
relacion previamente conocida con el riesgo cardiovascular y su potencial papel en
la fisiopatologia de la ERD.

11.5. Galectina-3 sérica en la cohorte GenoDiabMar

En nuestro estudio, determinamos los niveles séricos de Gal3 en 369 individuos y
los distribuimos segun el grado de afectacion de ERC. Al igual que en la poblacién
completa de la cohorte GenoDiabMar, la prevalencia de hipertensién arterial fue
elevada en todos los grados, llegando a ser del 100% en el grado 5 de ERC. Sin
embargo, en otros trabajos esta prevalencia no ha sido tan elevada. Por ejemplo,
en un estudio en el que se determinaron los niveles de Gal3 en pacientes sanos y
en DT2 (288), dividieron a los pacientes en subgrupos segun el estadio de ND
segun la clasificacion de Mogensen, y observaron que si bien a medida que
aumentaba el grado de ND la prevalencia de hipertension era mayor, en el grado
5, solo el 53% de los pacientes eran hipertensos.

En la sub-cohorte en la que determinamos la Gal3, el porcentaje de fumadores
disminuyé6 a medida que empeoraba el grado de ERC, pero, curiosamente,
aumento en el grado 5 de ERC. La prevalencia de tabaquismo actual reportada en
las poblaciones con ERC varia entre el 10 y el 15% (313,364,365); y hasta el 56%
de las personas con ERC leve a moderada informaron exposicién durante su vida.
En cuanto al tratamiento antihipertensivo con inhibidores del SRAA, el uso de
IECAs o ARA2 se redujo significativamente a medida que avanzaba el grado de
ERC, al igual que en la cohorte completa.

En cuanto a las complicaciones cardiovasculares asociadas, no observamos
diferencias significativas entre ellas, incluido el antecedente de cardiopatia
isquémica. Esto, junto con el hecho de haber incluido esta variable en nuestro
modelo de analisis multivariado, nos permite llegar a conclusiones mas robustas
respecto a las diferencias encontradas entre la Gal3 circulante y el deterioro de la
funcidén renal. Tanto nuestro trabajo como otros previos, confirman la importancia
de afiadir la funcién renal como co-variable a la hora de interpretar los resultados
de la Gal3 circulante.
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Como era de esperar, el porcentaje de pacientes afectados de retinopatia diabética
fue también mayor a medida que disminuy6 el FGe, siendo claramente superior en
aguellos afectados de ERD (43% vs 7%). En el trabajo de Tan KCB y col. (287), en
el que incluyeron a 1320 participantes con DT2 con un FGe =30 ml/min/1.73m?,
dividieron a los pacientes en dos grupos en funcion de si durante el seguimiento
doblaron o no los niveles de creatinina sérica. En el grupo que la doblo habia mas
prevalencia de RD. En ese mismo trabajo, se clasificaron a los pacientes diabéticos
segun si desarrollaron macroalbuminuria o no, observandose nuevamente, que en
el grupo que tenia macroalbuminuria incidente habia mas RD. Como hemos ido
comentando a lo largo de esta tesis, esta claro que los mecanismos asociados al
dafio microvascular retiniano pueden ser compartidos por aquéllos que envuelven
la afectacion renal.

En nuestro estudio, el uso de ADOs disminuy0 significativamente a medida que
empeoro el FGe, con un claro aumento del uso de insulina, elegida en el 79.3% de
los pacientes con ERC grado 5. El grupo de Song G y col. (288), que determinaron
los niveles de Gal3 sérica en 30 pacientes con DT2 sin ND, 120 con ND y 30
controles sanos, observaron también que a medida que aumentaba el grado de ND,
iba disminuyendo el uso de ADOs, especialmente la metformina. Sin embargo, el
uso de insulina ya consta practicamente en el mismo porcentaje incluso en los
grados inferiores de ND, probablemente porque los pacientes en grado 1-2 de ND
de ese trabajo tenian un peor control metabdlico que en nuestra cohorte (HbAlc
9% vs 7.8%). En cualquier caso, este aumento de insulina en detrimento del uso
de la mayoria de los ADOs esta dentro de la préactica habitual de la mayoria de los
grupos. No hay evidencias de que el uso de insulina pueda afectar a los niveles
circulantes de Gal3, contribuyendo al aumento que observamos de esta lectina en
las poblaciones con mayor grado de ERC. Solamente algunos trabajos de
experimentacion han asociado el uso de metformina con una disminucion de los
niveles de Gal3 en cultivos de células de tejido adiposo (366). Asi mismo, estudios
dirigidos a evaluar los efectos de distintas drogas hipolipemiantes e hipotensoras,
con escaso numero de pacientes, no encontraron que estas afectaran a los niveles
circulantes de Gal3 (367). Esto, junto con lo observado en grandes estudios
poblacionales (212), hace que la artefaccién de los resultados relacionada con
estos farmacos no parece plausible y nosotros no incluimos su uso como co-
variables en nuestro estudio para valorar los niveles de Gal3. Se tendran que
realizar, no obstante, trabajos futuros para valorar el papel directo de los farmacos
sobre los niveles de esta lectina.

En nuestra subpoblacion, los analisis fueron ajustados por las variables: edad,
género, IMC, cardiopatia isquémica, tiempo de evolucion de la DM, HTA y
retinopatia; la ERD se asocié de forma significativa con la Gal3, la edad, la
retinopatia y la hipertension. En otros trabajos, en el modelo ajustado, utilizaron
casi las mismas variables que nosotros como posibles factores de confusién, pero
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afiadieron otras como la albuminuria, la HbAlc, el tabaquismo y el tratamiento con
IECAS/ARA?Z (212,287).

Si bien la cardiopatia isquémica no presentd diferencias significativas en su
distribucion entre los dos grupos (ND si 0 no) en el analisis univariado, dada su
asociacion e implicacion en estudios previos, que larelacionan con mayores niveles
de galectina-3 (223-227,229,230,368), quisimos forzar su entrada en el modelo
multivariado, lo cual refuerza nuestros resultados, ya que como se observa la
presencia de cardiopatia isquémica, no modifico la significacion de la Gal3.

En nuestro estudio, los niveles de Gal3 séricos se correlacionaron de forma
negativa con el FGe. Como hemos detallado, la asociacion de Gal3 con la funcion
renal se ha investigado previamente en cohortes de pacientes con distintos grados
de afectacion renal (265-267,280,286), con resultados parecidos a los que hemos
visto en nuestro estudio. Como ejemplos de ellos, el subestudio 4D del German
Diabetes Mellitus Dialysis study, en el que se incluyeron 1168 pacientes con DT2
con un seguimiento a 4 afos, y el estudio LURIC (Ludwigshafen Risk and
Cardiovascular Health study) con 2579 pacientes con angiografias coronarias y un
seguimiento a 10 afios. Los pacientes fueron divididos en tres grupos en base al
grado de afectacion renal. Si bien el estudio estaba dirigido principalmente a valorar
eventos cardiovasculares, observaron que los niveles basales de Gal3 aumentaron
a medida que empeoraba la funcion renal, y fueron asociados de forma
independiente con los endpoints clinicos cardiovasculares, infecciones y todas las
causas de mortalidad en los pacientes con peor funcion renal; estos resultados no
se observaron en los pacientes con la funcion renal normal (280). Quizas esto
podria explicar por qué el grupo de Bansal y col. (267), no encontré asociacion con
los niveles de Gal3 circulante y la evolucién de la funcion renal; la funcion renal
basal de los participantes era mayoritariamente normal con un FGe medio de
74+17mL/min, y solo el 8.9% de los participantes llegaron al endpoint renal definido
(en este caso pérdida del 30% del FGe), a pesar de un seguimiento superior al de
nuestro trabajo de 6 afios de media.

En el trabajo reciente de Alam y col. con 841 participantes, en el que el FGe se
acerca mas al de nuestra poblacion, si observaron que cada duplicacion de Gal3
suponia para los participantes un 38% mas de riesgo de ser progresador rapido de
deterioro renal (212). En este caso, la definicion de progresador rapido -pérdida de
15mL/min al final del seguimiento- también se asemeja mas a la nuestra. Cabe
destacar que el porcentaje de diabéticos incluidos en este trabajo fue del 42%, pero
el grupo no hace diferencia entre tener o no esta condicion, por lo que no podemos
sacar conclusiones respecto a cémo influye esta condicién por separado sobre los
niveles de Gal3 y la funcion renal.

La asociacion entre la Gal3 y la aparicién de albuminuria no queda tan clara en
algunos trabajos como por ejemplo los estudios de O"Seaghdha y col. (266) y en el

97



DISCUSION

de Alam y col. (212). En nuestro caso, el porcentaje de pérdida de datos de
albuminuria en el seguimiento en el momento en el que se han hecho estos andlisis
fue elevado, por lo que no pudimos llegar a conclusiones a este respecto en esta
sub-poblacién de la cohorte GenoDiabMar. Seréd necesario esperar a completar los
datos de seguimiento de la cohorte para poder llegar a conclusiones valorables. El
grupo de Hong Kong, que estudia poblacion asiatica con DT2 durante un
seguimiento superior a 9 afos, si encuentra asociacion entre los niveles de Gal3
sérica y la incidencia de novo de macroalbuminuria, ajustando los resultados por
los factores de riesgo tradicionales, el FGe basal y el grado de albuminuria basal
de los participantes. Es probable que aumentando el porcentaje de participantes
con datos de albuminuria y de participantes en el seguimiento, lleguemos a las
mismas conclusiones en nuestra poblacion diabética una vez se finalice el
seguimiento completo de la cohorte GenoDiabMar.

En nuestros resultados, encontramos que aquellos pacientes con una progresion
mas rapida de la funcion renal estaban en los cuartiles méas elevados de Gal3. De
igual manera, la pérdida de la funcidon renal en nuestro analisis longitudinal pudo
ser cuantificada en relacién con el aumento de unidades de Gal3, lo que da una
vision novedosa al uso como herramienta pronostica de esta lectina. Al igual que
en el trabajo de Tan y col. en su cohorte diabética de asiaticos, nosotros también
observamos un mayor riesgo de progresion rapida de funcidén renal, en los
individuos con los cuartiles mas elevados de Gal3. No obstante, como se detalla en
los resultados (figura 18), estos resultados no fueron observados Unicamente
teniendo en cuenta el cuartil aislado de galectina, sino que los valores de ésta
fueron incluidos dentro del score. Nosotros no encontramos una clara diferencia
teniendo solo en cuenta el valor de la Gal3 en el punto de la progresion de lafuncion
renal. Es probable que esta diferencia respecto al trabajo de Tan y col. pueda estar
relacionada con el hecho de que su poblacién parte de FGe medios superiores ala
nuestra, en la que hay un mayor porcentaje de pacientes con ERC, y otros factores
en la pérdida de funcion renal puedan estar jugando un papel mas importante.
Ademas, nuestro periodo de seguimiento es inferior, por lo que no podemos
extrapolar el valor de Gal3 basal de nuestra poblacion con la evolucion de la funcién
renal a mas largo plazo. Es importante ademas tener en cuenta la diferencia racial
entre los estudios; nuestra cohorte es mayoritariamente de raza caucasica.

En nuestro trabajo, encontramos que el punto de corte con mayor sensibilidad y
especificidad para discernir entre tener o no tener nefropatia diabética fue 18.85
ng/ml. Hay pocos trabajos que hayan dado un posible punto de corte diagnostico
en los niveles de Gal3 en pacientes renales. Un estudio de 88 pacientes en
hemodidlisis con un periodo de seguimiento de 22.2+4.7 meses, el modelo
multivariado de riesgos proporcionales de Cox mostré que un punto de corte de
Gal3 en plasma de 23.73 ng/ml fue un predictor independiente de todas las causas
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de mortalidad (272). Al incluir una poblacion con funcién renal ya terminal, no ofrece
datos sobre valores de corte y afectacion renal.

El estudio de Bansal y col. (267), que si bien no encuentra significacion en la
asociacion de los niveles de Gal3 y mayor progresion de funcion renal, si confirma
que los valores mas altos de Gal3 basal se asociaron con peor funcion renal.
Valores de 19.18 ng/mL en el cuartil 4 de Gal3 se asocian a peor funcion renal.
Estos valores son méas similares a los encontrados en nuestra cohorte y a los
estudios de cohortes norteamericanas realizados por el grupo de Alam (212) con
valores en tercer y cuarto cuarti de Gal3 de 12.6-16.6 y >16.7 ng/mL
respectivamente. Estos datos cuantitativos contrastan con los valores mucho mas
bajos del grupo de Ji y col. (265) (6ng/mL) como diferenciador de peor evolucién
renal en la Gal sérica. Desconocemos si existe un factor asociado a la raza, al
menor porcentaje de obesos o si se trata de diferencias asociadas al tipo de técnica
empleada en la determinacion de la Gal3. Un trabajo reciente realizado en mas de
700 donantes de sangre sanos ha valorado los niveles de Gal3 sérica en la
poblacion general. Los niveles de Gal eran de 31.5 (26.2-51.4) y 21.8 (21-26.1)
ng/mL, segun el limite de edad de 45 afos (369). Es probable que, dadas las
diferencias en las técnicas utilizadas por distintos laboratorios, hasta que estas no
se homogenicen, los valores de Gal3 sean mas utiles en la monitorizacion del
seguimiento de la enfermedad que como valor diagnaostico inicial, al menos en la
interpretacion entre distintos grupos de distintos centros.

Por otra parte, pudimos contar con datos de evolucién en el tiempo de la funcion
renal a cuatro afios en esta sub-cohorte de GenoDiabMar, o que nos permitio
comprobar ademas el valor prondstico de este marcador. De esta manera
observamos que el riesgo de rapida progresiéon de la funcion renal (considerado
como la disminucion de la funcion renal >15mL/min/1.73m? en el seguimiento)
aumenté por cuartiles de galectina-3 (2° cuartil (OR: 1.38 [0.61-2.94]), 3°*' cuartil
(OR: 2.82 [1.34-5.90]), 4° cuartil (OR: 2.29 [1.06-4.71]). En el estudio de Tan y col.,
también observaron que aquellos pacientes con niveles de Gal3 en el cuartil mas
alto tuvieron un riesgo de pérdida de funcion renal cuatro veces mayor y un riesgo
de desarrollar macroalbuminuria incidente 3 veces superior (287).

En nuestro trabajo, la ecuacion de estimacion generalizada, que nos permite
realizar asociaciones de riesgo de variables longitudinales, ajustada por las
covariables clinicas mencionadas en el trabajo, mostro que, de media, el aumento
en una unidad de galectina-3 se asocio con una disminucion del FGe de 0.23 ml/min
[-0.33- -0.13] en el seguimiento.

Diversos factores dificultan la interpretacion de los resultados por falta de
homogeneidad de los trabajos. Por ejemplo, la aplicacion de diferentes criterios
diagnosticos a la hora de definir progresion rapida o no de funcion renal. Varios
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estudios estan realizados en cohortes basadas en la comunidad registradas con
objetivos diferentes, mientras que otros son cohortes recogidas con el objetivo de
valorar la asociacion de este marcador con la funcion renal, como en nuestro caso.
Asi mismo debemos de considerar que los estudios presentan distintas edades
medias, razas y proporcion de hombres:mujeres, niveles de FGe, porcentaje de
participantes con ERC y porcentaje de enfermedades cardiovasculares. La
influencia del estado de diabetes no estd ademas suficientemente estudiada. Son
necesarios en definitiva mas estudios dirigidos a la traslacion clinica de este
marcador.
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Una de las principales limitaciones de los estudios presentados en este trabajo de
tesis es que atribuimos la condicién enfermedad renal diabética a individuos sin
biopsia renal. El diagnéstico se hace en base a valoraciones clinicas y analiticas y
se refuerza con las pruebas de imagen por ecografia y la valoracion oftalmoldégica,
ademas de la consistencia que supone que la clasificacién de tener o no ERD fue
realizada al menos por dos nefrélogos. Sin embargo, no tenemos confirmacion
histoldgica, y se conoce que no todos los pacientes diabéticos tienen enfermedad
renal debido a su DM (370): hasta un 10% de las biopsias realizadas en pacientes
con diabetes presentaban otra enfermedad renal asociada (371), por lo que podria
haber errores de inclusién en la cohorte y de clasificacion por grupos. Debido a que
no existen marcadores fiables no invasivos, no podemos superar esta limitacion en
este tipo de estudios poblacionales.

Por otro lado, la cohorte GenoDiabMar fue reclutada de consultas médicas,
mientras que las otras cohortes europeas con las que se comparo en los estudios
de metaboldémica, representan individuos de la poblacion general. Por lo tanto, la
presencia de otras complicaciones médicas, asi como diferentes grados de
afeccion renal pueden ser factores de confusion. Sin embargo, mediante el
metanalisis de los resultados en las cohortes de diabéticos, controlamos los efectos
especificos de la poblacion.

Ademas, el uso de drogas puede tener un impacto importante en los perfiles
metabolicos y deben hacerse analisis adicionales que aborden especificamente los
efectos de diferentes medicamentos y otras afecciones médicas.

Asi mismo, el disefio transversal de algunas de las comparaciones no nos permite
hacer asociacion causal. Es necesario realizar en pasos futuros analisis con los
valores absolutos de estos metabolitos intentando definir valores cuantitativos que
puedan reflejar la presencia de dafio renal y realizar con un kit que contemple el
grupo de metabolitos definido, ensayos clinicos con caracter longitudinal para
confirmar la aplicabilidad real clinica de los hallazgos de nuestros y otros estudios
similares.

Los analisis realizados para el estudio de asociacion de la funcion renal y el
metabolito Gal3, si contaban con datos longitudinales, pero somos conscientes de
distintas limitaciones. Entre ellas, el proyecto GenoDiabMar es un proceso activo
actualmente en fase de alimentacion de datos y en el momento en el que se
realizaron estos andlisis faltaba un porcentaje elevado de datos por obtener, sobre
todo de los parametros urinarios. Por otro lado, los resultados no se han replicado
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en nuevas poblaciones con caracteristicas similares. No obstante, tal y como
hemos resaltado en la discusion, nuestros resultados van en concordancia con los
encontrados en otras cohortes y faltaria encontrar puntos de corte comunes para
discernir entre potencial dafio renal o no, asi como comparar poblaciones
diabéticas y no diabéticas en un mismo estudio.
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Conclusiones de los hallazgos generales de la cohorte
GenoDiabMar

1.- La cohorte GenoDiabMar y su registro asociado a biobanco hace posible
plantear hipdtesis en la busqueda de nuevos biomarcadores de dafo renal
asociado a la DT2, ya que permite contar con analisis de datos 6micos para
dilucidar mas la fisiopatologia de la enfermedad generando nuevas hipotesis y
potenciar trabajos colaborativos con otras cohortes y grupos nacionales e
internacionales.

Conclusiones de los analisis de datos de metabolémica

2.- En nuestro andlisis metabolomico sin hipotesis previa y no dirigido, encontramos
87 metabolitos significativamente asociados con el FGe, 21 de forma negativay 66
de forma positiva. La mayoria mostraron tendencia asociativa con la RD. Estos
metabolitos fueron pequefias moléculas como aminoacidos, metabolitos
relacionados con la glicolisis, la inflamacién y cuerpos ceténicos, asi como
subclases de lipoproteinas y sus componentes lipidicos.

3.- Encontramos diferencias notables entre las asociaciones de metabolitos con la
funcién renal segun la condicién diabética. Las asociaciones mas fuertes en ambos
grupos fueron la fenilalanina, la glicina, el citrato y el glicerol, los cuales se
relacionaron con peor funcion renal. Los niveles de triglicéridos en diferentes
tamafios de particulas de lipoproteinas IDL y LDL, se asociaron de manera inversa
con el FGe, mientras que varias subclases de lipoproteinas HDL, los ésteres de
colesterol, los fosfolipidos y la apolipoproteina-Al se asociaron de manera positiva
con el FGe. Los fosfolipidos y los ésteres de colesterol en IDL y LDL se
correlacionaron positivamente con el FGe solo en diabéticos, mientras que el
contenido de fosfolipidos en HDL se asocid positivamente con el FGe en no
diabéticos. Identificamos cuatro metabolitos, la valina, la alanina, el piruvato y la
albumina, que se asociaron con el FGe, negativamente en los no diabéticos y
positivamente en los diabéticos.
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Conclusiones de los analisis de galectina-3

4.- En unasubpoblacion de la cohorte GenoDiabMar, los niveles circulantes de Gal3
se asociaron negativamente con el FGe independientemente de otros co-factores,
observandose un aumento significativo de estos niveles a medida que aumentaba
el grado de ERD.

5.- El valor de Gal3 de mayor sensibilidad y especificidad para discernir entre tener
0 no ERD se estim6 en 18.8 ng/mL. La combinacion de Gal3 con otros factores
clinicos como la edad, la hipertension arterial y la presencia de RD aumenta
significativamente la prediccion de padecer o no ERD. Los pacientes en los cuartiles
mas elevados de Gal3 presentaron mayor riesgo de deterioro rapido de la funcién
renal. Cada aumento de una unidad de Gal3, se asocio con una pérdida anual de
FGe de 0.23 ml/min/1.73m?.

Conclusiones finales

6.- Nuestros resultados confirman que son numerosas las vias relacionadas con la
ERD y probablemente debemos de modificar nuestro acercamiento a su estudio. El
cambio de analisis de marcadores simples a valoraciones mas complejas nos
permite superar el concepto de biomarcador Unico y detectar paneles de
biomarcadores, que nos ayuden a predecir la enfermedad de manera mas precoz
y puedan aportar un valor pronéstico y evolutivo.
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Reflexion: Es necesario que la figura del nefrélogo actie como puente y
coordinador entre técnicos y estadisticos, para aportar significado biolégico a los
resultados de analisis de estudios complejos y poder, en definitiva, trasladarlos a la
préactica clinica.
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15. ANEXOS

Tabla 1. Concentraciones absolutas de los metabolitos. Para facilitar la comparabilidad entre cohortes, transformamos los niveles de
metabolitos en z puntuaciones. Aqui, mostramos los niveles absolutos promedio y las desviaciones estandar de cada metabolito por cohorte.

ANEXOS

diabetic cohorts non-diabetic cohorts
Group Trait GenoDiabMar TwinsUK (diabetics) Kora (diabetics) TwinsUK Kora (non-diabetic) YoungFinns
mean sd mean sd mean sd mean sd mean sd mean sd

Alanine, mmol/I Ala 0,4667 0,0962 0,3837 0,0689 0,5071 0,0778 0,3464 0,0446 0,4637 0,0625 0,4277 0,0701
Glutamine, mmol/I GIn 0,4841 0,0699 0,5282 0,0728 0,5028 0,0673 0,5471 0,0663 0,5237 0,0598 0,5958 0,0987
Glycine, mmol/I Gly 0,2729 0,0573 0,2374 0,0440 0,2679 0,0468 0,2481 0,0520 0,2776 0,0529 0,3140 0,0675
Histidine, mmol/I His 0,0628 0,0103 0,0557 0,0079 0,0605 0,0090 0,0580 0,0070 0,0623 0,0083 0,0737 0,0132

Amino Acid Isoleucine, mmol/I lle 0,0690 0,0199 0,0478 0,0153 0,0706 0,0263 0,0394 0,0095 0,0571 0,0191 0,0590 0,0179
Leucine, mmol/I Leu 0,0943 0,0241 0,0661 0,0160 0,0977 0,0181 0,0590 0,0113 0,0858 0,0154 0,0903 0,0212
Phenylalanine, mmol/I Phe 0,0865 0,0148 0,0702 0,0095 0,0785 0,0100 0,0682 0,0079 0,0748 0,0096 0,0846 0,0137
Tyrosine, mmol/| Tyr 0,0556 0,0146 0,0506 0,0122 0,0572 0,0135 0,0480 0,0093 0,0550 0,0114 0,0583 0,0126
Valine, mmol/I val 0,2018 0,0467 0,1520 0,0321 0,2253 0,0325 0,1363 0,0263 0,1982 0,0347 0,2181 0,0461
Citrate, mmol/| Cit 0,1274 0,0209 0,1304 0,0194 0,1331 0,0219 0,1249 0,0170 0,1246 0,0223 0,1098 0,0215
Glucose, mmol/I Glc 7,2940 2,9396 4,9809 2,2824 6,7507 1,6759 3,6739 0,3798 4,8108 0,7023 4,8978 0,9120

Glycolysis Glycerol, mmol/| Glol 0,1089 0,0372 0,1002 0,0319 0,1083 0,0383 0,0866 0,0285 0,0941 0,0324 0,0971 0,0368
Lactate, mmol/I Lac 2,1652 0,9825 1,4724 0,4280 1,7945 0,3894 1,2552 0,3199 1,5316 0,3641 1,5940 0,4271
Pyruvate, mmol/I Pyr 0,1123 0,0442 0,0999 0,0316 0,1324 0,0417 0,0785 0,0203 0,1088 0,0317 0,0877 0,0298
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Ketone Bodies

Fluid Balance

Inflammation

Glycerides

Fatty acids

3-hydroxybutyrate, mmol/|
Acetate, mmol/|
Acetoacetate, mmol/I

Albumin, signal area

Glycoprotein acetyls, mainly al-acid
glycoprotein, mmol/l
Phosphatidylcholine and other cholines,
mmol/|

Ratio of triglycerides to phosphoglycerides
Serum total triglycerides, mmol/I

Sphingomyelins, mmol/I

Total cholines, mmol/I

Total phosphoglycerides, mmol/|
18:2, linoleic acid, mmol/I

22:6, docosahexaenoic acid, mmol/I

Estimated degree of unsaturation

Monounsaturated fatty acids; 16:1, 18:1,
mmol/I

Omega-3 fatty acids, mmol/I
Omega-6 fatty acids, mmol/I

Polyunsaturated fatty acids, mmol/I

Ratio of 18:2 linoleic acid to total fatty acids,
%

Ratio of 22:6 docosahexaenoic acid to total
fatty acids, %

Ratio of monounsaturated fatty acids to total
fatty acids, %

Ratio of omega-3 fatty acids to total fatty
acids, %

Ratio of omega-6 fatty acids to total fatty
acids, %

Ratio of polyunsaturated fatty acids to total
fatty acids, %

Ratio of saturated fatty acids to total fatty
acids, %

Saturated fatty acids, mmol/I

bOHBut
Ace
AcAce
Alb

Gp
PC

TG/PG
Serum-
TG

SM
TotCho
TotPG
LA
DHA
UnSat

MUFA

FAw3
FAW6
PUFA

LA/FA
DHA/FA
MUFA/FA
FAW3/FA
FAW6/FA
PUFA/FA

SFA/FA

SFA

0,1696
0,0612
0,0444
0,0837

1,5623

1,4921
0,7321
1,3191

0,3202
1,7849
1,4789
2,7680
0,1017
1,1891

2,8045

0,3954
3,1532
3,5486

29,0097

1,0549

28,8837

4,1028

33,0382

37,1410

33,9754

3,2838

0,0922
0,1113
0,0284
0,0059

0,2264

0,3164
0,2572
0,5223

0,0653
0,3432
0,3208
0,6145
0,0370
0,0599
0,7953

0,1144
0,6512
0,7425

3,7062

0,2830

2,7642

0,6912

3,2309

3,4341

2,0691

0,8259

0,1908
0,0437
0,0649
0,0841

1,4203

1,5114
0,6095
1,0978

0,3492
1,8087
1,494
2,7197
0,1191
1,2347

2,5818

0,4012
3,2452
3,6463

28,7801
1,2425
27,1625
4,1836
34,3941
38,5775

34,2601

3,2564
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0,1292
0,0105
0,0579
0,0075

0,2275

0,3102
0,2422
0,4026

0,0719
0,3360
0,3119
0,5511
0,0447
0,0665
0,6099

0,1286
0,6249
0,7352

2,4014

0,3342

2,4517

0,8089

2,4222

2,7366

1,4054

0,7240

0,1903
0,0433
0,0510
0,0937

1,6029

2,2552
0,8123
1,9555

0,5345
2,7010
2,2884
3,7457
0,1938
1,1705

3,8172

0,6595
4,5202
5,1797

26,3101

1,3598

26,2975

4,6336

31,7596

36,3933

37,3089

5,3515

0,1142
0,0109
0,0313
0,0044

0,3467

0,3444
0,3648
1,2741

0,0810
0,3831
0,3853
0,6829
0,0552
0,0581

1,0498

0,1569
0,7646
0,8354

3,3830

0,3308

3,2028

0,9074

3,5988

3,7412

2,4234

1,0224

0,1806
0,0448
0,0620
0,0856

1,3189

1,6989
0,4748
0,9711

0,4008
2,0239
1,6656
3,0055
0,1343
1,2561

2,5884

0,4336
3,5754
4,0089

30,1091

1,3366

25,7852

4,3092

35,8626

40,1718

34,0428

3,4124

0,1007
0,0273
0,0453
0,0068

0,1829

0,3119
0,1847
0,3610

0,0749
0,3436
0,3144
0,5842
0,0470
0,0621

0,5880

0,1312
0,6331
0,7324

2,9275

0,3791

2,4346

0,9461

2,5232

2,8529

1,4650

0,6785

0,1516
0,0471
0,0478
0,0941

1,4306

2,3969
0,6388
1,5722

0,5844
2,9080
2,4415
3,8896
0,1838
1,1746

3,7338

0,6150
4,7466
5,3617

26,9453

1,2638

25,4279

4,2436

32,8808

37,1246

37,4477

5,4363

0,1011
0,0291
0,0259
0,0046

0,2459

0,3651
0,2759
0,8704

0,0853
0,4108
0,3846
0,6114
0,0553
0,0535

0,9790

0,1532
0,7084
0,7953

2,8986

0,3130

3,1504

0,8447

3,1455

3,3372

2,0216

0,9153

0,1196
0,0479
0,0588
0,1053

1,5573

2,2740
0,5570
1,3051

0,5497
2,7835
2,3760
3,3412
0,2298
1,1595

3,5969

0,5971
4,1526
4,7497

25,3187

1,7216

26,5431

4,4755

31,4258

35,9012

37,5557

5,0412

0,0728
0,0255
0,0516
0,0113

0,3000

0,4421
0,2191
0,7592

0,0970
0,4887
0,4963
0,6348
0,0773
0,0596
1,1542

0,1870
0,7726
0,9073

3,0410

0,4461

2,9833

1,0048

3,1689

3,5039

2,1079

1,3190




ANEXOS

Total fatty acids, mmol/I TotFA 9,6370 22273 | 9,846  1,9597 | 14,3484  2,5041 | 10,0098  1,8674 | 14,5319  2,3848 | 13,3878  3,1701 |
Apolipoprotein A-, g/1 ApoAl 1,3007 01682 | 1,392 02111 | 1,6250  0,1968 | 1,5297  0,2032 | 1,7525  0,2285 | 1,6987  0,2636
Apolipoproteins  APolipoprotein B, g/1 ApoB 07062  0,1744 | 0683 01699 | 10735 0287 | 07575 01717 | 1,0930 02446 | 09899  0,2434
Ratio of apolipoprotein B to ApoB/ApoAl 0,5468 0,1310 0,4934 0,1179 0,6692 0,1874 0,5001 0,1160 | 0,6349 0,1648 0,5924 0,1548
apolipoprotein A-l
Mean diameter for VLDL particles,nm  VLDL-D 36,7661  1,2237 | 36,3387  1,2781 | 37,2211  1,6973 | 355593  1,1051 | 36,5866 1,687 | 36,1949  1,4374
;';’::{"C'I:':i'z'; Mean diameter for LDL particles, nm LDL-D 23,6080  0,1669 | 23,6210  0,1221 | 23,5903 0,939 | 23,6065  0,0077 | 23,5894 0,359 | 23,6159  0,1426
Mean diameter for HDL particles, nm HDL-D 97420  0,2320 | 9,9046 02247 | 9,8497 02469 | 10,0711 02558 | 10,0157 02808 | 9,9526  0,2776
Esterified cholesterol, mmol/I EstC 2,2816 05744 | 2,4866  0,6551 | 3,6459  0,7244 | 2,9323  0,6506 | 4,0869 07475 | 13,7006  0,7992
Free cholesterol, mmol/| FreeC 09641  0,2274 | 1,0316 02545 | 1,592  0,2807 | 1,2074 02559 | 1,6217 02835 | 1,5804  0,3202
Remnant cholesterol (non-HDL, non-LDL- o o ¢ 1,0401 03525 09962  0,3454 1,838 05161 1,1483  0,3510 | 1,9004  0,4825 16442 0,479
Cholesterol cholesterol), mmol/|
Serum total cholesterol, mmol/| Serum-C 3,2421 0,7943 3,4521 0,9438 5,0969 0,9969 4,1329 0,9108 5,7111 1,0270 5,2825 1,1112
Total cholesterol in HDL2, mmol/| HDL2-C 06791  0,2528 | 08754 02989 | 09456 0,683 | 1,0596  0,3045 | 1,1720  0,4049 | 1,1164  0,3980
Total cholesterol in HDL3, mmol/| HDL3-C 04744 00280 | 04794 00332 | 05105 00437 | 04979 00307 | 05277 00381 | 05257  0,0482
Total cholesterol in chylomicrons and XXL-VLDL-C 0,0037  0,0039 0,0029  0,0030 0,0095 00129 | 00022 00027 | 00075 00076 | 00049  0,0062
extremely large VLDL, mmol/|
Total cholesterol in very large VLDL,
e XL-VLDL-C 00110 00114 | 00078 00087 | 00275 00377 | 00052 00074 | 00203 00225 | 00137  0,0184
Total cholesterol in large VLDL, mmol/l  L-VLDL-C 0,0553  0,0434 | 00396 00343 | 01184 0,291 | 00281  0,0306 | 00890 00834 | 00606  0,0659
:’:;I;:m'e“em' in medium VLDL, M-VLDL-C 0,351  0,0730 | 0,063 00578 | 02533 01741 | 00986  0,0567 | 02220  0,1283 01762  0,1038
Total cholesterol in small VLDL, mmol/l  S-VLDL-C 0,892  0,0684 | 041530 00591 | 053132 0,099 | 01639 00633 | 03020 00984 | 02522  0,0946
:’:;I;:' CLER G 7 TG XS-VLDL-C 0,2039  0,0580 | 0,933 00566 | 053236 00768 | 02256  0,0591 | 03449  0,0785 0,2895  0,0800
Total cholesterol in VLDL, mmol/I VLDL-C 05991  0,2308 | 05041 0,932 | 1,0457 04325 | 05247  0,1992 | 09859 03548 | 0,7978  0,3164
Total cholesterol _ Total cholesterol in large LDL, mmol/I L-LDL-C 05433  0,2087 | 05838 02424 | 09492 02959 | 077509  0,2434 | 1,1002 02937 | 1,0495  0,3014
Total cholesterol in medium LDL, mmol/l ~ M-LDL-C 03074 0,301 | 03184 01475 | 05310 0,186 | 04181  0,1493 | 06220 0,867 | 05920  0,1931
Total cholesterol in small LDL, mmol/I S-LDL-C 0,878 00788 | 01964 00889 | 03217 01135 | 02579 0,092 | 03793 01134 | 03544 01154
Total cholesterol in LDL, mmol/I LDL-C 1,0394 04137 | 1,011 04728 | 1,8059  0,5818 | 1,4271 04813 | 21111 055897 | 1,9962  0,6069
Total cholesterol in DL, mmol/I IDL-C 04500  0,1578 | 04921 01872 | 07858 02229 | 06236 0,854 | 09137 02208 | 08462 02224
::;I;:m'e“em' invery large HDL, XL-HDL-C 0,1250  0,0831 0,1794  0,1048 02160 00923 | 0,248 0,094 | 02862  0,1225 0,939  0,1191
Total cholesterol in large HDL, mmol/I L-HDL-C 02372  0,1350 | 03288 041521 | 02787 0,873 | 04271 01767 | 03932 02317 | 03885 02315
Total cholesterol in medium HDL, mmol/l M-HDL-C 03515  0,0947 | 0,006 00943 | 04633 01398 | 04282 00888 | 05110 0,255 | 05318  0,1365
Total cholesterol in small HDL, mmol/l  S-HDL-C 04341  0,0608 | 04365 0,059 | 04902 0,162 | 04516 0,533 | 05063 00849 | 05226 0,081
Total cholesterol in HDL, mmol/I HDL-C 1,1536 02725 | 1,3548 03276 | 1,4561  0,3980 | 1,5574 03306 | 1,6997 04342 | 16422  0,4269
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Free cholesterol

Cholesterol esters

Free cholesterol in chylomicrons and extremely
large VLDL, mmol/I

Free cholesterol in very large VLDL, mmol/I
Free cholesterol in large VLDL, mmol/I
Free cholesterol in medium VLDL, mmol/|
Free cholesterol in small VLDL, mmol/|

Free cholesterol in very small VLDL, mmol/I

Free cholesterol in large LDL, mmol/I
Free cholesterol in medium LDL, mmol/|
Free cholesterol in small LDL, mmol/I
Free cholesterol in IDL, mmol/I

Free cholesterol in very large HDL, mmol/I
Free cholesterol in large HDL, mmol/|
Free cholesterol in medium HDL, mmol/I

Free cholesterol in small HDL, mmol/|

Cholesterol esters in chylomicrons and
extremely large VLDL, mmol/I

Cholesterol esters in very large VLDL, mmol/|
Cholesterol esters in large VLDL, mmol/I
Cholesterol esters in medium VLDL, mmol/|
Cholesterol esters in small VLDL, mmol/I

Cholesterol esters in very small VLDL, mmol/I

Cholesterol esters in large LDL, mmol/|
Cholesterol esters in medium LDL, mmol/I
Cholesterol esters in small LDL, mmol/I
Cholesterol esters in IDL, mmol/|

Cholesterol esters in very large HDL, mmol/I
Cholesterol esters in large HDL, mmol/I

Cholesterol esters in medium HDL, mmol/I

XXL-
VLDL-FC
XL-VLDL-
FC
L-VLDL-
FC
M-VLDL-
FC
S-VLDL-
FC
XS-VLDL-
FC
L-LDL-FC
M-LDL-FC
S-LDL-FC
IDL-FC
XL-HDL-
FC
L-HDL-FC
M-HDL-
FC
S-HDL-FC
XXL-
VLDL-CE
XL-VLDL-
CE
L-VLDL-
CE
M-VLDL-
CE
S-VLDL-
CE
XS-VLDL-
CE
L-LDL-CE
M-LDL-CE
S-LDL-CE
IDL-CE
XL-HDL-
CE
L-HDL-CE
M-HDL-
CE

0,0017

0,0046

0,0243

0,0628

0,0821

0,0694

0,1658
0,1032
0,0629
0,1317

0,0286
0,0472
0,0640
0,1141

0,0020

0,0063

0,0309

0,0723

0,1071

0,1345

0,3775
0,2041
0,1249
0,3183

0,0963
0,1900

0,2875

0,0018

0,0053

0,0218

0,0360

0,0283

0,0197

0,0506
0,0261
0,0166
0,0454

0,0226
0,0315
0,0196
0,0163

0,0022

0,0062

0,0222

0,0394

0,0435

0,0400

0,1588
0,1050
0,0635
0,1137

0,0612
0,1037

0,0755

0,0013
0,0033
0,0168
0,0466
0,0656

0,0622

0,1800
0,1064
0,0648
0,1427

0,0455
0,0682
0,0735
0,1116

0,0016
0,0045
0,0228
0,0597
0,0874

0,1311

0,4039
0,2120
0,1316
0,3494

0,1339
0,2606

0,3271
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0,0015

0,0041

0,0170

0,0282

0,0223

0,0180

0,0596
0,0325
0,0192
0,0535

0,0286
0,0362
0,0200
0,0154

0,0017

0,0047

0,0178

0,0317

0,0397

0,0395

0,1833
0,1167
0,0709
0,1344

0,0767
0,1161

0,0746

0,0042

0,0133

0,0582

0,1122

0,1200

0,1020

0,2586
0,1529
0,0940
0,2135

0,0552
0,0566
0,0909
0,1281

0,0052

0,0142

0,0602

0,1411

0,1933

0,2216

0,6906
0,3781
0,2278
0,5723

0,1608
0,2221

0,3724

0,0060

0,0176

0,0688

0,0907

0,0459

0,0272

0,0748
0,0366
0,0228
0,0671

0,0272
0,0438
0,0294
0,0274

0,0070

0,0201

0,0608

0,0855

0,0597

0,0541

0,2233
0,1512
0,0920
0,1591

0,0668
0,1440

0,1113

0,0008

0,0022

0,0108

0,0375

0,0633

0,0725

0,2242
0,1269
0,0770
0,1837

0,0662
0,0926
0,0808
0,1082

0,0014

0,0030

0,0174

0,0611

0,1006

0,1532

0,5267
0,2912
0,1809
0,4399

0,1824
0,3345

0,3473

0,0011

0,0033

0,0137

0,0251

0,0230

0,0187

0,0598
0,0283
0,0172
0,0531

0,0316
0,0422
0,0191
0,0150

0,0016

0,0042

0,0174

0,0332

0,0426

0,0412

0,1841
0,1215
0,0735
0,1330

0,0782
0,1345

0,0701

0,0030

0,0098

0,0407

0,0880

0,1067

0,1065

0,3024
0,1714
0,1061
0,2521

1,7797
0,0849
0,1009
0,1257

0,0045

0,0105

0,0483

0,1340

0,1954

0,2384

0,8068
0,4506
0,2732
0,6617

0,2091
0,3083

0,4101

0,0034

0,0103

0,0422

0,0631

0,0406

0,0253

0,0737
0,0349
0,0215
0,0660

68,6104
0,0550
0,0265
0,0182

0,0044

0,0122

0,0419

0,0674

0,0620

0,0561

0,2219
0,1525
0,0927
0,1574

0,0875
0,1769

0,0997

0,0020

0,0067

0,0281

0,0692

0,0889

0,0936

0,2935
0,1642
0,0988
0,2435

0,0595
0,0836
0,1030
0,1295

0,0029

0,0071

0,0325

0,1070

0,1633

0,1959

0,7560
0,4278
0,2557
0,6028

0,1344
0,3049

0,4288

0,0029

0,0088

0,0345

0,0517

0,0379

0,0273

0,0743
0,0370
0,0225
0,0673

0,0363
0,0549
0,0297
0,0220

0,0034

0,0097

0,0320

0,0540

0,0601

0,0553

0,2285
0,1571
0,0939
0,1572

0,0841
0,1769

0,1077
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Cholesterol esters in small HDL, mmol/I S-HDLCE | 03200 00529 | 03249 00508 | 03621 00955 | 03435 00459 | 03806 00760 | 03931  0,0860 |
Ica‘:;:e‘;‘f;':’a':t‘i’:é:j'::::ilclr°"s SnCRALeEY :(I):[I;-L-P 1,029E-10 1,037E-10 | 8,899E-11 8,565E-11 | 2,471E-10 3,388E-10 | 6,433E-11  6,757E-11 | 1,884E-10 1,918E-10 | 1,191E-10 1,645E-10
rcn‘:)':;le""am" of very large VLDL particles, zL'VLDL' 5,845E-10 5,867E-10 | 4,353E-10 4,620E-10 | 1,464E-09 1,945E-09 | 2,690E-10 3,643E-10 | 9,965E-10 1,135E-09 | 6,514E-10 9,230E-10
Concentration of large VLDL particles, mol/l  L-VLDL-P | 4,295E-09 3,241E-09 | 3,144E-09 2,620E-09 | 9,079E-09 1,002E-08 | 2,128E-09 2,187E-09 | 6,402E-09 6,227E-09 | 4,410E-09 4,999E-09
cmzr:;le""am" of medium VLDL particles, PM‘VLDL' 1,636E-08 8,423E-09 | 1,274E-08 6,663E-09 | 2,812E-08  2,234E-08 | 1,045E-08 5,940E-09 | 2,220E-08 1,535E-08 | 1,741E-08 1,244E-08
Concentration of small VLDL particles, mol/l ~ S-VLDL-P |3,022E-08 1,043E-08 | 2,446E-08 8,238E-09 | 4,379E-08 1,907E-08 | 2,286E-08 8,342E-09 | 3,810E-08 1,602E-08 | 3,146E-08 1,404E-08
Cm‘::;f ntration of very small VLDL particles, );S'V"D"' 3,505E-08 9,617E-09 |3,298E-08 8,202E-0 | 5,177E-08 1,222E-08 | 3,621E-08 8,801E-09 | 5,205E-08 1,208E-08 | 4,522E-08  1,254E-08

'S'L':;':’;:::n Concentration of large LDL particles, mol/I L-LDL-P | 1,248E-07 3,979E-08 | 1,307E-07 4,503E-08 | 2,004E-07 5,759E-08 | 1,605E-07 4,520E-08 | 2,272E-07 5,516E-08 | 2,153E-07 5,773E-08
Concentration of medium LDL particles, mol/l M-LDL-P | 9,976E-08 3,480E-08 | 1,018E-07 3,969E-08 | 1,595E-07 4,979E-08 | 1,269E-07 3,829E-08 | 1,805E-07 4,809E-08 | 1,711E-07 5,073E-08
Concentration of small LDL particles, mol/| S-LDL-P | 1,177E-07 3,923E-08 | 1,212E-07 4,411E-08 | 1,863E-07 5,570E-08 | 1,490E-07 4,238E-08 | 2,103E-07 5,347E-08 | 1,947E-07 5,546E-08
Concentration of IDL particles, mol/I IDL-P 7,983E-08 2,280E-08 |8,325E-08 2,575E-08 | 1,244E-07 3,112E-08 | 1,001E-07 2,575E-08 | 1,386E-07 3,101E-08 | 1,299E-07 3,258E-08
;‘::;f""am" of very large HDL particles, XL-HDL-P | 2,613E-07 1,760E-07 | 3,823E-07 2,162E-07 | 4,096E-07 1,913E-07 | 5,346E-07 2,325E-07 | 5,592E-07 2,624E-07 | 4,146E-07 2,559E-07
Concentration of large HDL particles, mol/| L-HDL-P 8,409E-07 4,078E-07 | 1,105E-06 4,590E-07 | 9,997E-07 5,923E-07 | 1,405E-06 5,149E-07 | 1,346E-06 6,853E-07 | 1,338E-06 7,007E-07
Concentration of medium HDL particles, mol/I M-HDL-P | 1,791E-06 3,803E-07 | 1,983E-06 3,798E-07 | 2,325E-06 5,829E-07 | 2,088E-06 3,694E-07 | 2,502E-06 5,001E-07 | 2,514E-06 5,796E-07
Concentration of small HDL particles, mol/l ~ S-HDL-P | 4,981E-06 5,603E-07 | 4,987E-06 5,236E-07 | 5,513E-06 1,111E-06 | 4,901E-06 5,399E-07 | 5,473E-06 7,011E-07 | 5,501E-06 7,961E-07
L":'e' :/if:::, i:‘:"::'/‘l’mkm"s and extremely c)L(;L-L 00220 00222 | 00188 00183 | 00530 00727 | 00136 00144 | 00404 00412 | 00256  0,0352
Total lipids in very large VLDL, mmol/I ’L(L'VLDL' 00566 0,572 | 00420 00449 | 0,426  0,1896 | 0,0261 00356 | 0,979 0,107 | 00641  0,0901
Total lipids in large VLDL, mmol/| L-VIDL-L | 02473 0,881 | 01805  0,1516 | 05257 05809 | 0,1224  0,1270 | 0,3723 03614 | 02563  0,2899
Total lipids in medium VLDL, mmol/I LM’VLDL' 05423  0,2802 | 04220 02215 | 09389 07360 | 0,394  0,1990 | 0,7481 05086 | 05876  0,4118
Total lipids in small VLDL, mmol/I SVIDL-L | 05862  0,2003 | 04748  0,1590 | 0,8588 03558 | 04505 0,629 | 07568  0,3045 | 0,6251  0,2696
Total lipids in very small VLDL, mmol/| fS'VLDL' 04478 0,204 | 04132 0,067 | 06552 01523 | 0,4603  0,1129 | 0,6673 0,523 | 05780  0,1581

Total Lipids Total lipids in large LDL, mmol/I DL | 08747 02846 | 09232 03252 | 1,209 04108 | 1,1419 03264 | 1,6223 03969 | 1,5394  0,4126
Total lipids in medium LDL, mmol/I M-LDL-L | 05039 0,758 | 05164  0,2017 | 08109 02511 | 06452  0,1950 | 0,9215 02440 | 08741  0,2563
Total lipids in small LDL, mmol/I siDl-L | 03278 0,097 | 0,3387 01241 | 05216 01557 | 04184  0,1197 | 05925  0,1504 | 055491  0,1553
Total lipids in IDL, mmol/I IDL-L 07879  0,2337 | 0,8304 02682 | 1,525  0,3204 | 1,0114 02676 | 1,4109 03210 | 1,3234  0,3342
Total lipids in very large HDL, mmol/I X-HDLL | 02625 01779 | 0,389 02199 | 04171 04950 | 05406  0,2363 | 05704 02670 | 04210  0,2600
Total lipids in large HDL, mmol/I L-HDL-L | 05236 02599 | 0,6941  0,2930 | 06234 03756 | 0,8853  0,3298 | 0,8449 0,386 | 08388 0,461
Total lipids in medium HDL, mmol/I M-HDL-L | 07536 0,692 | 0,8382  0,1660 | 09820 02531 | 0,8857 0,606 | 1,0607 02188 | 1,0697  0,2509
Total lipids in small HDL, mmol/I SHDL-L | 1,006 01253 | 1,1028  0,1179 | 1,2210 02474 | 1,0870 0,196 | 1,2156  0,1565 | 12258  0,1781
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Triglycerides

Phospholipids

Triglycerides in chylomicrons and extremely
large VLDL, mmol/I

Triglycerides in very large VLDL, mmol/I
Triglycerides in large VLDL, mmol/|
Triglycerides in medium VLDL, mmol/I
Triglycerides in small VLDL, mmol/|

Triglycerides in very small VLDL, mmol/I

Triglycerides in VLDL, mmol/|
Triglycerides in large LDL, mmol/|

Triglycerides in medium LDL, mmol/l

Triglycerides in small LDL, mmol/I
Triglycerides in LDL, mmol/I
Triglycerides in IDL, mmol/I

Triglycerides in very large HDL, mmol/|
Triglycerides in large HDL, mmol/I
Triglycerides in medium HDL, mmol/I

Triglycerides in small HDL, mmol/I
Triglycerides in HDL, mmol/I

Phospholipids in chylomicrons and extremely
large VLDL, mmol/I

Phospholipids in very large VLDL, mmol/I
Phospholipids in large VLDL, mmol/|
Phospholipids in medium VLDL, mmol/I
Phospholipids in small VLDL, mmol/I

Phospholipids in very small VLDL, mmol/I

Phospholipids in large LDL, mmol/|
Phospholipids in medium LDL, mmol/|
Phospholipids in small LDL, mmol/I
Phospholipids in IDL, mmol/I

Phospholipids in very large HDL, mmol/|
Phospholipids in large HDL, mmol/|

XXL-
VLDL-TG
XL-VLDL-
TG
L-VLDL-
TG
M-VLDL-
TG
S-VLDL-
TG
XS-VLDL-
TG
VLDL-TG
L-LDL-TG
M-LDL-
TG
S-LDL-TG
LDL-TG
IDL-TG
XL-HDL-
TG
L-HDL-TG
M-HDL-
TG
S-HDL-TG
HDL-TG
XXL-
VLDL-PL
XL-VLDL-
PL
L-VLDL-
PL
M-VLDL-
PL
S-VLDL-
PL
XS-VLDL-
PL
L-LDL-PL
M-LDL-PL
S-LDL-PL
IDL-PL
XL-HDL-
PL
L-HDL-PL

0,0156

0,0369

0,1476

0,2969

0,2555

0,1202

0,8775
0,0997

0,0484

0,0297
0,1789
0,1224

0,0097
0,0247
0,0444

0,0600
0,1401

0,0026

0,0087

0,0444

0,1103

0,1416

0,1237

0,2317
0,1482
0,1103
0,2151

0,1278
0,2617

0,0156

0,0364

0,1113

0,1562

0,0979

0,0372

0,4363
0,0296

0,0160

0,0108
0,0547
0,0355

0,0074
0,0129
0,0120

0,0127
0,0337

0,0029

0,0096

0,0342

0,0546

0,0433

0,0368

0,0597
0,0380
0,0266
0,0596

0,0945
0,1180

0,0138
0,0277
0,1085
0,2293
0,2035

0,1006

0,6918
0,0926

0,0447

0,0269
0,1656
0,1097

0,0102
0,0253
0,0424

0,0526
0,1306

0,0021
0,0065
0,0323
0,0864
0,1183

0,1193

0,2468
0,1533
0,1155
0,2286

0,1963
0,3400
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0,0131

0,0289

0,0904

0,1237

0,0765

0,0264

0,3417
0,0212

0,0137

0,0088
0,0397
0,0239

0,0062
0,0119
0,0099

0,0111
0,0274

0,0023

0,0075

0,0274

0,0435

0,0341

0,0352

0,0683
0,0460
0,0309
0,0680

0,1142
0,1337

0,0370

0,0911

0,3112

0,4983

0,3495

0,1463

1,4345
0,1162

0,0539

0,0373
0,2107
0,1362

0,0175
0,0249
0,0587

0,0615
0,1720

0,0065

0,0240

0,0961

0,1872

0,1960

0,1853

0,3554
0,2261
0,1625
0,3245

0,1836
0,3198

0,0509

0,1204

0,3477

0,4276

0,2014

0,0578

1,1746
0,0420

0,0220

0,0156
0,0752
0,0498

0,0139
0,0178
0,0189

0,0220
0,0586

0,0090

0,0320

0,1051

0,1379

0,0713

0,0501

0,0874
0,0521
0,0356
0,0877

0,1104
0,1795

0,0100

0,0167

0,0719

0,1776

0,1741

0,0948

0,5523
0,0980

0,0486

0,0280
0,1747
0,1115

0,0131
0,0326
0,0405

0,0463
0,1326

0,0014

0,0042

0,0224

0,0732

0,1125

0,1399

0,2930
0,1786
0,1325
0,2764

0,2790
0,4257

0,0102

0,0224

0,0736

0,1058

0,0719

0,0273

0,2984
0,0226

0,0117

0,0076
0,0411
0,0250

0,0068
0,0142
0,0116

0,0115
0,0292

0,0017

0,0060

0,0232

0,0397

0,0357

0,0360

0,0686
0,0391
0,0257
0,0679

0,1239
0,1436

0,0280

0,0605

0,2144

0,3737

0,2803

0,1253

1,0833
0,1126

0,0525

0,0349
0,2003
0,1263

0,0180
0,0315
0,0570

0,0534
0,1620

0,0049

0,0171

0,0689

0,1523

0,1744

0,1971

0,4004
0,2470
0,1782
0,3696

0,2663
0,4202

0,0286

0,0701

0,2141

0,2878

0,1563

0,0478

0,7821
0,0336

0,0178

0,0131
0,0626
0,0394

0,0091
0,0170
0,0186

0,0206
0,0490

0,0051

0,0186

0,0652

0,0966

0,0632

0,0480

0,0826
0,0482
0,0325
0,0842

0,1466
0,1972

0,0177

0,0394

0,1480

0,2905

0,2327

0,1128

0,8439
0,1070

0,0503

0,0315
0,1889
0,1205

0,0162
0,0347
0,0504

0,0481
0,1517

0,0030

0,0110

0,0477

0,1209

0,1402

0,1757

0,3829
0,2318
0,1631
0,3564

0,2110
0,4156

0,0249

0,0572

0,1730

0,2340

0,1329

0,0485

0,6467
0,0426

0,0234

0,0158
0,0808
0,0463

0,0105
0,0225
0,0180

0,0201
0,0563

0,0043

0,0150

0,0523

0,0783

0,0558

0,0487

0,0850
0,0511
0,0333
0,0853

0,1424
0,2004




ANEXOS

Phospholipids in medium HDL, mmol/I PML'HDL' 03577 00741 | 03952 00716 | 04600 0,126 | 04170 00708 | 04926  0,0956 | 0,4875  0,1099
Phospholipids in small HDL, mmol/| S-HDL-PL | 0,6065 00822 | 06137 00711 | 06693 0,403 | 05891 00782 | 06559 00942 | 06551  0,1043
Total cholesterol to total lipids ratio in XXL-
chylomicrans and extyemely Iarge VLDL, % VibLc.o | 172531 77952 | 147535 43600 | 17,4941  3,7429 | 146487 56483 | 17,0436 33976 | 192613 52901
LG C B S DL A XLVIDL- | 193626 61127 | 187174 57061 | 19,6391 44945 | 195197  7,7218 | 21,6664 50012 | 23,0091  7,5505
large VLDL, % C-%
ipids ratio i L-VLDL-C-
Total cholesterol to total lipids ratio in large VIDL-C- | 519294 35557 | 21,4652 36366 | 23,3113  4,3164 | 22,0161 47394 | 247016  4,5283 | 24,0338 54358
VLDL, % %
LT G R UL A S EOL M-VIDL- | 5, 7808 37200 | 24,9187 48592 | 285831 50165 | 282505 52799 | 31,4988 50822 | 31,7938 5,402
medium VLDL, % C-%
Total cholesterol to total lipids ratioinsmall - SVIDL- | 5, 0500 43218 | 31,8547  6,1505 | 37,8489 55406 | 36,2640 55189 | 41,2211 55614 | 41,5654 62892
VLDL, % c%
Total chol I I lipids ratio i _VLDL-
otal cholesterol to total lipids ratio in very > 45,4629  4,0835 | 46,4405  3,7804 | 49,6148  6,3533 | 48,8680  2,9347 | 51,8755  4,6289 | 50,2154  5,2077
small VLDL, % C-%
Total cholesterol i i _LDL-C-
%) I;ta';hdes"em' tototal lipids ratioin large e C | 607873 56548 | 61,2480 69198 | 66,3623  2,5745 | 64,9369  3,5623 | 67,9885 23979 | 67,8214  2,4746
y /0 0
Total chol I I lipids ratio i M-LDL-C-
otal cholesterol to total lipids ratioin C | so3768 65408 | 59,7421 67718 | 645692 42971 | 63,5615 51842 | 66,7862  3,9886 | 67,0541  3,8940
medium LDL, % %
I;'La';hde“em' to total lipids ratio in small f/'LDL'C' 557129 68104 | 559552  7,4276 | 60,6213 55065 | 60,3882 54479 | 63,2545  4,6724 | 63,7944  4,6864
Total cholesterol to total lipids ratioin IDL, %  IDL-C-% | 56,2315 52445 | 57,8972 52341 | 62,8592  2,9997 | 61,0625  3,0825 | 64,6614 23612 | 63,8138  2,6131
Total cholesterol to total lipids ratio in very XUHDL | 4g4585 84903 | 46,4777 55477 | 53,2067 81773 | 46,0108  3,7563 | 51,3651 64553 | 46,6025  9,7875
large HDL, % C-%
L'I’;f';hdes'e"" O MG SIS ;,'HDL'C' 43,8281  4,9103 | 46,7443  3,4644 | 43,1547 51771 | 47,4192  3,3938 | 44,7793 51849 | 44,5047  5,7798
y /0 0
Total cholesterol to total lipids ratio in M-HDL- | 461751 35684 | 47,4143 26629 | 46,6647  3,6514 | 481206  2,2475 | 47,7878  3,2022 | 49,5039  2,5552
medium HDL, % C-%
L"Dt:';hde“em' to total lipids ratio in small ;’HDL'C' 39,4578  3,3706 | 39,5496  2,9266 | 40,0434  4,2680 | 41,6147  3,0018 | 41,5910  4,2309 | 42,5611  4,6012
,
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Free cholesterol
(%)

Free cholesterol to total lipids ratio in
chylomicrons and extremely large VLDL, %

Free cholesterol to total lipids ratio in very
large VLDL, %

Free cholesterol to total lipids ratio in large
VLDL, %

Free cholesterol to total lipids ratio in medium
VLDL, %

Free cholesterol to total lipids ratio in small
VLDL, %

Free cholesterol to total lipids ratio in very
small VLDL, %

Free cholesterol to total lipids ratio in large
LDL, %

Free cholesterol to total lipids ratio in medium
LDL, %

Free cholesterol to total lipids ratio in small
LDL, %

Free cholesterol to total lipids ratio in IDL, %
Free cholesterol to total lipids ratio in very
large HDL, %

Free cholesterol to total lipids ratio in large
HDL, %

Free cholesterol to total lipids ratio in medium
HDL, %

Free cholesterol to total lipids ratio in small
HDL, %

XXL-
VLDL-FC-
%
XL-VLDL-
FC-%
L-VLDL-
FC-%

M-VLDL-
FC-%
S-VLDL-
FC-%
XS-VLDL-
FC-%
L-LDL-FC-
%
M-LDL-
FC-%
S-LDL-FC-
%
IDL-FC-%
XL-HDL-
FC-%
L-HDL-
FC-%
M-HDL-
FC-%
S-HDL-
FC-%

7,4346

7,3736

8,7488

11,2043

14,0072

15,4807

19,1064

21,2310

19,6981

16,5085

10,2051

8,3162

8,3327

10,3482

3,3204

2,3850

2,3208

1,1519

0,6272

1,1763

1,4244

2,7194

2,2146

1,7069

2,3949

1,9920

0,8816

0,6033

6,0841

6,8199

8,1901

10,5323

13,8170

14,9622

19,7631

21,4601

19,7706

16,8730

11,2978

9,4005

8,6271

10,0986

2,1442

2,6291

2,3773

1,4311

0,7545

1,2603

1,5023

2,9039

2,3137

1,6742

2,0342

1,4943

0,8268

0,5999

7,7623

10,1443

10,5091

11,7298

14,0989

15,5225

18,2416

19,3340

18,3833

16,9827

13,1394

8,3132

9,0958

10,4881

1,5008

2,5885

1,4831

0,8257

0,7431

1,8371

1,3110

2,0035

1,7809

1,5525

2,4365

2,3485

1,0188

0,6051

4,9498

7,7867

7,5045

10,1346

14,0619

15,7186

19,7712

20,2261

18,7956

18,0478

11,9817

10,0796

9,0297

9,9330

2,4030

3,7661

2,6350

1,6267

0,7962

1,0215

0,9604

2,1457

1,6679

1,1770

1,2057

1,3717

0,6369

0,5964

6,9371

11,1339

10,3579

11,4834

14,1986

15,9628

18,6617

18,9533

18,1803

17,7674

13,5436

9,3266

9,4028

10,3401

1,4563

3,0551

1,7013

0,8463

0,6996

1,1862

1,3755

1,6300

1,4314

1,5056

1,5040

2,1080

0,8458

0,6724

7,3497

11,3942

9,9561

11,3904

14,2473

16,1507

19,1577

19,1945

18,3055

18,3149

14,2350

9,2187

9,5209

10,5507

2,4573

4,2665

2,6028

1,2190

0,8469

1,1461

1,1054

1,7559

1,5775

1,2336

2,5046

2,1809

0,6597

0,6454
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ANEXOS

Cholesterol esters
(%)

Phospholipids (%)

Cholesterol esters to total lipids ratio in
chylomicrons and extremely large VLDL, %

Cholesterol esters to total lipids ratio in very
large VLDL, %

Cholesterol esters to total lipids ratio in large
VLDL, %

Cholesterol esters to total lipids ratio in
medium VLDL, %

Cholesterol esters to total lipids ratio in small
VLDL, %

Cholesterol esters to total lipids ratio in very
small VLDL, %

Cholesterol esters to total lipids ratio in large
LDL, %

Cholesterol esters to total lipids ratio in
medium LDL, %

Cholesterol esters to total lipids ratio in small
LDL, %

Cholesterol esters to total lipids ratio in IDL, %
Cholesterol esters to total lipids ratio in very
large HDL, %

Cholesterol esters to total lipids ratio in large
HDL, %

Cholesterol esters to total lipids ratio in
medium HDL, %

Cholesterol esters to total lipids ratio in small
HDL, %

Phospholipids to total lipds ratioin
chylomicrons and extremely large VLDL, %

Phospholipids to total lipds ratio in very large
VLDL, %

Phospholipids to total lipds ratio in large
VLDL, %

Phospholipids to total lipds ratio in medium
VLDL, %

XXL-
VLDL-CE-
%
XL-VLDL-
CE-%
L-VLDL-
CE-%
M-VLDL-
CE-%
S-VLDL-
CE-%
XS-VLDL-
CE-%
L-LDL-CE-
%
M-LDL-
CE-%
S-LDL-
CE-%

IDL-CE-%

XL-HDL-
CE-%
L-HDL-
CE-%
M-HDL-
CE-%
S-HDL-
CE-%
XXL-
VLDL-PL-
%
XL-VLDL-
PL-%

L-VLDL-
PL-%

M-VLDL-
PL-%

9,8185

11,9891

13,1807

13,5858

18,3453

29,9820

41,6806

38,1458

36,0146

39,7232

38,2533

35,5121

37,8423

29,1092

11,1049

14,2729

17,8623

20,6182

6,5896

5,0878

3,5049

3,7596

4,3106

3,8498

5,8078

8,7542

8,4687

4,2830

8,2675

3,1862

2,9583

3,7404

3,1514

3,8371

1,5783

0,9185

8,6693

11,8975
13,2751
14,3868
18,0373
31,4777
41,4849
38,2818
36,1844
41,0245
35,1794
37,3436
38,7870

29,4511
10,3535

14,2040
17,7873

20,7797
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3,9806

5,2250

3,6147

4,5369

5,9100

3,2171

7,8388

9,4298

9,5354

3,9983

5,3188

2,3261

2,0650

3,2539

2,3944

3,1074

1,0534

1,2736

9,7316

9,4949

12,8023

16,8535

23,7495

34,0925

48,1211

45,2361

42,2383

45,8769

40,0679

34,8417

37,5685

29,5554

12,1881

17,3512

18,5955

20,4852

3,5003

3,4046

4,2577

5,1193

5,2339

5,6141

2,6408

5,7854

6,6596

2,9841

8,0504

3,3275

3,1633

4,6418

1,3539

2,7622

1,2896

1,1363

9,6989

11,7332

14,5116

18,1158

22,2021

33,1495

45,1654

43,3356

41,5924

43,0146

34,0290

37,3397

39,0909

31,6819

9,8436

15,3405

18,4043

21,2933

4,6412

5,5365

4,0939

5,2032

5,3495

2,6754

3,8949

7,0741

6,9286

2,4003

3,4757

2,1628

1,8795

3,3377

2,4394

4,3310

2,1476

1,1589

11,0065

10,5326

14,3436

20,0150

27,0226

35,9125

49,3269

47,8328

45,0742

46,8941

37,8217

35,4526

38,3851

31,2510

11,8808

18,3388

18,9187

20,8522

3,1066

3,2878

4,2571

5,3305

5,2918

4,3662

2,2702

5,0564

5,4947

2,1848

5,9144

3,3686

2,3014

4,6673

1,2614

2,9452

1,4862

1,0485

11,9115

11,6150

14,0777

20,4035

27,3183

34,0647

48,6636

47,8595

45,4889

45,4988

32,3675

35,2860

39,9831

32,0103

10,8097

17,9385

19,2142

21,1507

4,8933

5,2222

5,0189

5,4380

6,0139

4,9352

2,5067

5,1141

5,6824

2,3913

8,8865

3,9794

2,3605

5,0481

2,8674

4,1587

2,1966

1,2794




ANEXOS

Phospholipids to total lipds ratio in small
VLDL, %

Phospholipids to total lipds ratio in very small
VLDL, %

Phospholipids to total lipds ratio in large LDL,
%

Phospholipids to total lipds ratio in medium
LDL, %

Phospholipids to total lipds ratio in small LDL,
%

Phospholipids to total lipds ratio in IDL, %
Phospholipids to total lipds ratio in very large
HDL, %

Phospholipids to total lipds ratio in large HDL,
%

Phospholipids to total lipds ratio in medium
HDL, %

Phospholipids to total lipds ratio in small HDL,
%

S-VLDL-
PL-%
XS-VLDL-
PL-%
L-LDL-PL-
%
M-LDL-
PL-%
S-LDL-PL-
%
IDL-PL-%
XL-HDL-
PL-%
L-HDL-
PL-%
M-HDL-
PL-%
S-HDL-
PL-%

24,4507

27,4916

27,1393

30,4963

34,8567

27,5024

47,2492

51,0670

47,7031

55,0426

1,3231

2,0118

2,4423

4,1557

4,8606

1,0128

9,8186

4,0177

1,8394

3,2132

25,4607

28,6419

27,7782

30,9872

35,6780

27,8382

50,3170

49,5158

47,3486

55,6419

2,2105

2,2345

3,6543

4,4593

5,6504

1,2467

6,9637

2,7313

1,5209

2,5449

23,2529

28,1294

25,3427

28,6958

32,0965

26,0563

41,3557

52,4744

47,0269

54,8611

1,4619

2,4132

1,4119

3,5548

4,2480

0,9230

11,5395

4,0728

1,5810

4,1102

25,4159

30,3367

26,1009

28,5212

32,6631

27,4823

51,4203

48,8212

47,2057

54,1173

1,7990

1,7898

1,7516

3,3726

4,1174

0,7871

4,0742

2,8417

1,2616

2,7798

23,3950

29,4944

24,9487

27,4040

30,7383

26,2429

44,7095

51,1336

46,5888

53,9849

1,3489

2,0987

1,2948

2,9660

3,2847

0,8113

8,3967

4,1233

1,4336

3,6960

22,7574

30,4942

25,1865

27,1628

30,4879

27,0370

48,2670

51,1117

45,6785

53,5314

1,5623

2,6242

1,3808

2,9012

3,6546

0,9430

11,7047

4,8466

1,3128

4,3738
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ANEXOS

Tabla 2. Rasgos metabolémicos asociados con el FGe. Se analizé la asociacion de 227 rasgos metabol6émlicos con FGe en cuatro cohortes
distintas, estratificando el estado de la diabetes tipo 2. Las medidas de metabolitos significativamente asociadas (metanalisis p-valor <-10e-3 y
direccion de efecto consistente en todas las cohortes) se indican en verde. Los rasgos metabolomicosélicos se separan en cuatro grupos (primera
columna): (1) asociados en diabéticos y no diabéticos, (2) asociados solo en diabéticos sin asociacion en no diabéticos (p>0.05 en todas las cohortes
no diabéticas), (3) asociados solo con no diabéticos (p>0.05 en todas las cohortes diabéticas), (4) metabolitos significativamente asociados en
diabéticos y no diabéticos con direcciones de efectos opuestas (aunque estos rasgos no son consistentes en todas las cohortes).
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