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Presentacio

Agquesta memoria es presenta per optar al grau de Doctor per la Universitat de Lleida.
Ha sigut redactada segons els criteris establerts en I’ Acord nim. 67/2014 del Consell de
Govern de 10/04/2014 pel qual s’aprova la Normativa académica de doctorat de la
Universitat de Lleida per la presentacio de la Tesi Doctoral en format d’articles.

Amb aquesta Tesi s’ha volgut aprofundir en la recerca dels productes finals de glicacio
avancada (AGES) mitjangant I’estudi de 1’autofluorescéncia de la pell. Aixi, hem
avaluat el paper que tenen els AGEs en la malaltia cardiovascular, la malaltia renal
cronica, la diabetis mellitus tipus 2 i ’obesitat morbida. L’estudi de totes aquestes
malalties ha estat possible gracies a la col-laboraci6 de diferents serveis del Hospital
Universitari Arnau de Vilanova, aixi com amb el suport del IRBLIeida. Especial
importancia ha tingut el projecte ILERVAS que no només engloba diferents serveis del
Hospital, sind que també avarca els centres d’Atencié Primaria de tota la provincia de
Lleida.
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Resum dels 4 estudis que donen forma a la Tesi Doctoral




Introduccio: Els productes finals de glicacié avancada (AGES) caracteritzen un grup
heterogeni de compostos que de forma fisiologica s'acumulen amb l'edat al nostre
organisme. Tot i aixi, en algunes circumstancies, es produeix una acumulacio6 accelerada
d’AGEs que a través d’una gran varietat de mecanismes causen un dany sistémic. Fins
ara, el paper que juguen els AGEs en patologies com la malaltia cardiovascular, la
malaltia renal cronica (MRC), la diabetis mellitus tipus 2 (DM2) i I’obesitat morbida
encara es desconeix.

Material y métodes: S’han realitzat quatre estudis; (1) AGESs i malaltia ateromatosa
subclinica: estudi observacional i transversal amb 2.568 subjectes atesos al Bus de la
Salut arreu de tota la provincia de Lleida. Es va realitzar un estudi ecografic vascular
per tal d’avaluar la carrega ateromatosa, definida pel nombre de territoris afectats, la
ubicacié (carotidea i/o femoral) i I'area de les plaques; (2) AGEs i MRC: estudi cas-
control que analitza les dades de I’ecografia vascular realitzada a 87 pacients amb MRC
de lleu a moderada, i a 87 subjectes sans equiparats per edat, sexe i IMC; (3) AGEs,
DM2 i funcié pulmonar: estudi transversal que valora la funcié pulmonar de 1.909
subjectes del projecte ILERVAS en funci6 de la preséncia d’alteracions
hidrocarbonades: 79 DM2, 660 amb prediabetis i 1.170 controls; (4) AGEs i obesitat
morbida: estudi de tres cohorts equiparades per edat i sexe: 52 pacients amb obesitat
morbida, 46 pacients sotmesos a cirurgia bariatrica en els darrers 5 anys, i 46 subjectes
no obesos. En tots els estudis es va mesurar la concentraciéo d’AGEs mitjangant 1’estudi
de I’autofluorescencia de la pell (SAF).

Resultats: Respectivament; (1) Els pacients amb plaques d’ateroma tenen una SAF
superior a aquells que no tenen placa, al mateix temps que la SAF es correlaciona amb
el nombre de territoris afectats, la seva ubicacio i l'area de les plaques; (2) Els pacients
amb estadis de lleu a moderat de MRC mostren un augment de la SAF en comparacio
amb els subjectes sense MRC, amb una correlacio inversa entre la SAF i el filtrat
glomerular; (3) La SAF es correlaciona de forma negativa amb la funcié pulmonar,
especialment en els pacients amb DM2; (4) Els subjectes amb obesitat morbida tenen
una major SAF en comparacié amb la poblacié no obesa, el que sembla ser a costa
d’aquells pacients obesos amb sindrome metabolica, 1 especialment amb DM2. Després
de la cirurgia bariatrica, la SAF no disminueix de forma significativa, malgrat la perdua
ponderal i millora metabolica.

Conclusions: L'augment de la SAF, com a mesura de la concentracié d’AGEs,
s’associa amb la malaltia cardiovascular, aixi com amb el deteriorament de la funcid
renal i pulmonar. Per tant, la seva determinacio pot ser atil per identificar aquells
subjectes, amb i sense DM2, més vulnerables de presentar i/o desenvolupar malaltia.
Per contra, I’augment de la SAF en I’obesitat esta condicionada per ’alta prevalenca
d’alteracions metaboliques que presenta aquesta poblacid. Per ultim, 5 anys no semblen
suficients per detectar canvis significants en la SAF, reforcant el concepte de “memoria
metabolica”.
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Introduction: The Advanced glycation end products (AGEs) characterize a
heterogeneous group of compounds that accumulate physiologically with age in our
body. However, in some circumstances, an accelerated accumulation of AGESs occurs
causing a systemic damage through a high variety of mechanisms. To date, the role
played by AGEs in pathologies such as cardiovascular disease, chronic kidney disease
(CKD), type 2 diabetes (T2D) and morbid obesity is still unknown.

Material and methods: Four studies have been carried out; (1) AGEs and subclinical
atheromatous disease: An observational and cross-sectional study with 2,568 subjects
attended in the Bus of Health across the entire province of Lleida. A vascular ultrasound
study was performed to evaluate the atheromatous burden defined by the number of
affected territories, the location (carotid and/or femoral) and the area of the plaques; (2)
AGEs and CKD: A case-control study that analizes the data of vascular ultrasound
study performed on 87 patients with mild-to-moderate stages of CKD and 87 healthy
subjects matched by age, sex, and BMI; (3) AGEs T2D and pulmonary function: A
cross-sectional study assesing the pulmonary function of 1,909 subjetcs from ILERVAS
project according to the presence of glucose abnormalities; (4) AGEs and morbid
obesity: study with three age and sex matched cohorts: 52 patients with morbid obesity,
46 patients undergoing bariatric surgery in the last 5 years, and 46 non-obese subjects.
In all studies the concentration of AGEs was measured by the evaluation of skin
autofluorescence (SAF).

Results: Respectively; (1) Patients with atheromatous plaques had a higher SAF than
those with no plaque, at the same time SAF correlates with the number of affected
territories, their location and the area of the plaques; (2) Patients with mild-to-moderate
stages of CKD showed an increased SAF compared to non-CKD subjects, with an
inverse correlation between SAF and glomerular filtration rate; (3) SAF was negatively
correlated with pulmonary function, especially in T2D patients;. (4) Subjects with
morbid obesity had a higher SAF in comparision with non-obese patients, which seems
to be at the expense of obese patients with metabolic syndrome, and especially with
T2D. After bariatric surgery, SAF does not significantly decrease despite the weight
loss and metabolic improvement.

Conclusions: The increased SAF, as a measure of the AGEs concentration, is
associated with cardiovascular disease, as well as deterioration of renal and pulmonary
function. Therefore, its determination can be useful in identifying those subjects, with
and without T2D, who are more vulnerable to presenting and/or developing pathology.
In contrast, the increased SAF in obesity seems to be associated with the high
prevalence of metabolism alterations in this population. Finally, 5 years do not seem
sufficient to detect significant changes in SAF, reinforcing the concept of "metabolic
memory".
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Introduccion: Los productos finales de glicacion avanzada (AGES) caracterizan un
grupo heterogéneo de compuestos que de forma fisioldgica se acumulan con la edad en
nuestro organismo. Sin embargo, en algunas circunstancias, se produce una
acumulacion acelerada de AGEs que a través de una gran variedad de mecanismos
causan un dafio sistémico. Hasta ahora, el papel que juegan los AGEs en patologias
como la enfermedad cardiovascular, la enfermedad renal créonica (ERC), la diabetes
mellitus tipo 2 (DM2) y la obesidad morbida aun se desconoce.

Material y métodos: Se han realizado cuatro estudios; (1) AGEs y enfermedad
ateromatosa subclinica: estudio observacional y transversal con 2.568 sujetos
atendidos en el Bus de la Salud alrededor de toda la provincia de Lleida. Se realiz6 un
estudio ecografico vascular para evaluar la carga ateromatosa, definida por el numero de
territorios afectados, la ubicacion (carotidea y/o femoral) y el area de las placas; (2)
AGEs y ERC: estudio caso-control que analiza los datos de la ecografia vascular
realizada a 87 pacientes con ERC de leve a moderada, y a 87 sujetos sanos equiparados
por edad, sexo e IMC; (3) AGEs, DM2 y funcién pulmonar: estudio transversal que
valora la funcion pulmonar de 1.909 sujetos del proyecto ILERVAS en funcion de la
presencia de alteraciones hidrocarbonadas: 79 DM2, 660 con prediabetes y 1.170
controles; (4) AGEs y obesidad mérbida: estudio de tres cohortes equiparadas por
edad y sexo: 52 pacientes con obesidad morbida, 46 pacientes sometidos a cirugia
bariatrica en los ultimos 5 afios, y 46 sujetos no obesos. En todos los estudios se midid
la concentracion de AGEs mediante el estudio de la autofluorescencia de la piel (SAF).

Resultados: Respectivamente, (1) Los pacientes con placas de ateroma tienen una SAF
superior a aquellos que no tienen placa, al tiempo que la SAF se correlaciona con el
namero de territorios afectados, su ubicacion y el area de las placas; (2) Los pacientes
con estadios de leve a moderado de ERC muestran un aumento de la SAF en
comparacién con los sujetos sin ERC, con una correlacién inversa entre la SAF y el
filtrado glomerular; (3) La SAF se correlaciona de forma negativa con la funcion
pulmonar, especialmente en los pacientes con DM2; (4) Los sujetos con obesidad
morbida tienen una mayor SAF en comparacion con la poblacion no obesa, lo que
parece ser a costa de aquellos pacientes obesos con sindrome metabdlico, y
especialmente con DM2. Después de la cirugia bariatrica la SAF no disminuye de forma
significativa, a pesar de la pérdida ponderal y mejora metabdlica.

Conclusiones: El aumento de la SAF, como medida de la concentracion de AGEs, se
asocia con la enfermedad cardiovascular, asi como con el deterioro de la funcién renal y
pulmonar. Por lo tanto, su determinacion puede ser Util para identificar aquellos sujetos,
con y sin DM2, mas vulnerables de presentar y/o desarrollar enfermedad. Por el
contrario, el aumento de la SAF en la obesidad esta condicionada por la alta prevalencia
de alteraciones metabdlicas que presenta esta poblacion. Por ultimo, 5 afios no parecen
suficientes para detectar cambios significantes en la SAF, reforzando el concepto de
"memoria metabolica”.
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Abreviatures

AGEs

ALl

AU
bFGF
BPGYR
CB
CEL
CML
CVF
DM?2
ELISA

HbAlc
HTA
HUAV
ICAM-1
IDL
IMC
IRBLIeida
ITB
kDa
LDL
MCP-1
MCV
MRC
NF-kB

OMS
RAGE
SAF
SCORE
SGLT-2
SRAGE
UDETMA
VCAM-1
VEMS

Productes finals de glicacio avancada (Advanced glycation end-

products)

Arginine-lysine imidazole

Unitats arbitraries (Arbitrary units)
Factor de creixement de fibroblasts basic
Bypass gastric en Y-de-Roux
Cirurgia bariatrica
Ne-carboxetil-lisina
3,4-Ne-carboximetil-lisina
Capacitat vital forcada
Diabetis mellitus tipus 2
Assaig per inmunoabsorcio
immunosorbent assay)
Hemoglobina glucosilada
Hipertensi¢ arterial

Hospital Universitari Arnau de Vilanova
Molecula d'adhesio intercel-lular 1
Imidazolium dilysine

index de massa corporal

Institut de Recerca Biomeédica de Lleida
index turmell-brag

Kilodalton

Lipoproteines de baixa densitat

Proteina quimioatraient de monocits-1
Malalties cardiovasculars

Malaltia renal cronica

lligat a enzims

(Enzyme-linked

Factor nuclear potenciador de les cadenes lleugeres kappa de les

cel-lules B activades

Organitzacié Mundial de la Salut

Receptor cel-lular d’AGEs

Autofluorescencia de la pell (Skin autofluorescence)
Systematic coronary risk evaluation
Cotransportador de sodi-glucosa tipus 2

Receptor soluble dels AGEs

Unitat de deteccid i tractament de malalties aterotrombotiques

Molecula d'adhesio cel-lular vascular-1
Volum espiratori maxim en el primer segon
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Introduccio i marc teoric




1. Caracteristiques generals dels productes finals de glicacio
avancada

1.1. Definicio

El terme productes finals de glicacio avancada (AGEs, de I'anglés Advanced
Glycation End-products) s'utilitza per una amplia gamma de productes avancats de
glicacié no enzimatica que es formen a partir de la reaccié de Maillard *. Aquesta
reaccio es coneix en el camp de la nutrici6 des de ’any 1912. En ella, especialment els
aminoacids lisina i valina, reaccionen amb sucres que es caracteritzen per tenir grups
reductors. Aquesta unié de sucres a proteines, sense la participacio d'enzims
catalitzadors, rep el nom de glicacio. Després de la reaccio inicial, es produeix una
cascada de reaccions quimiques que finalment déna lloc als AGEs. Per tant, els AGEs
son una extensa familia de proteines modificades, formades per reaccions sequencials
de glicacio, a la que finalment es sumaran processos d’oxidacio. Macroscopicament, son
les reaccions responsables del enfosquiment de certs aliments amb gran contingut
proteic i de carbohidrats quan son escalfats a altes temperatures. A nivell microscopic,
els AGEs es caracteritzen pel seu color groc-marro fluorescent i la capacitat per formar
entrecreuaments amb les proteines de I’organisme .

1.2. Reaccio de Maillard

La glicacié no enzimatica és la fase més ben caracteritzada de la reaccio de
Maillard *° (Figura 1). Durant aquesta primera etapa es produeix la unié covalent entre
un grup amino lliure en posicié n-terminal d'un aminoacid, péptid o proteina, i un grup
carbonil que procedeix normalment d'un sucre reductor (per exemple la glucosa,
fructosa i d’altres monosacarids), encara que també pot procedir de la degradacié de
I'acid ascorbic o de productes formats durant I'oxidacio lipidica.

Figura 1. Esquema de la formacio dels AGEs en la reaccié de Maillard. Imatge extreta de Bierhaus A, et al e,

Early glycated products —p» Intermediate glycated g, Advanced glycated products
products (Maillard reaction)

1|H e A

* |(|:H CHy N o
4} 0 ———g | i | N |
Ne? < (chou) A e f =0
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(cHow), CHOH (ICHOH)a O\/

CH‘,OH
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CH,OH

protein +
reducing sugar Schiff base Amadori product Advanced glycated end products
(e. g. glucose) cross-links'
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En el cas que provinguin de l'oxidacio lipidica, els compostos formats
s’anomenen productes finals de lipoxidacié avancada (ALEs, de l'anglés Advanced
Lipoxidation End-products). Al inici de la glicacio, i degut a la no participacio
d’enzims, s'origina una aldimina inestable; posteriorment aquesta pateix un lent i
espontani reordenament intern, obtenint-se una cetoamina amb unié covalent inestable *.
El producte de condensacio format perdra una molécula d'aigua per generar un adducte
anomenat “base de Schiff”. Per ciclacid, aquest compost es transforma a glicosilamina
n-substituida, la qual és molt inestable i experimenta un reordenament denominat
“reordenament d'Amadori” °.

Els productes d’Amadori son proporcionals a la concentracié de glucosa
plasmatica de varies setmanes, de forma que aquest calcul és molt utilitzat en la practica
clinica i es correspon amb la determinacié de I’hemoglobina glicosilada (HbA1c) °. En
aquestes etapes inicials de la glicacid no enzimatica, les reaccions poden durar varies
setmanes i ser reversibles. De fet, les proteines, en aquestes etapes, no pateixen
importants alteracions estructurals ni existeix produccié de color.

Després de la fase inicial, es produeix una cascada de reaccions quimiques on es
produeix la fragmentacio de sucres i la degradacio d'aminoacids. En aquestes etapes, les
reaccions de degradacid, ara ja irreversibles, condueixen a la formacié d'una gran
quantitat de compostos intermedis pobrament caracteritzats. Molts d’aquests compostos
donen un aroma i sabor caracteristic als aliments. Els compostos dicarbonils poden
reaccionar amb els grups amino lliures, tant amb els residus de lisina o arginina de les
proteines com amb els compostos intermediaris d’Amadori. Aquestes reaccions, sota un
entorn oxidatiu, donen lloc a la formaciéo d’AGEs, dels quals s’han descrit més d’una
vintena, com ara el 3,4-Ne-carboximetil-lisina (CML), la pentosidina i d’altres que es
poden observar en la Figura 2 "°. L'oxidacié que acompanya a la glicacié és una
reaccié permanent, irreversible i lenta, de manera que nomeés les proteines de vida llarga
poden patir aquestes reaccions. En aquesta etapa final, les proteines pateixen canvis en
la seva estructura i funcionalitat, amb el fet caracteristic de canvi de color.

Figura 2.Estructura d’alguns dels compostos estructuralment diferents que resulten de la glicacié avangada.
Imatge extreta de Bierhaus A, et al 6,

R
I NH— (CH)—CHZ "2 R R
o A ] 3 cooH | NH
i o N NH N I
| I HoC @cuzou G
~ R X *N—(CH)— CH Aty COOH
o\ \ 4 cooH
/
FFI AFPG Pentosidine Pyrraline CML
(2-2(furoyl)-4(5)-(2-furanyl)- (1-alkyl-2-formyi-3,4- (Ne-carboxymethyl-
1H-imidazole) diglucsyl-pyrroie) lysine)
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1.3. Classificacio dels AGEs

Els AGEs es poden dividir en tres categories *°:

1.- AGEs entrecreuats amb altres proteines fluorescents com ara la pentosidina,
la vesperlisina, el glioxal (GOLD), el metilglioxal (MOLD), la argpirimidina
I, finalment, el glucosepan.

2.- AGEs entrecreuats amb altres proteines no fluorescents, com ara
I’elimidazolona (IDL), el 1-alquil-2-formil-3,4-glicosilpirrol (AFGP) i
I’arginina-lisina-imidazol (ALI).

3.- AGEs no entrecreuats, com la pirralina, el CML, el Ne-carboxetil-lisina
(CEL) i la fructosilisina (FL).

1.4. AGEs en condicions de salut

La glicacié no enzimatica afecta tant a proteines circulants com estructurals,
provocant una acumulaci6 paral-lela d’AGEs que es dona en tots els individus per un
procés fisiologic normal d’envelliment. Tot 1 aix0, hi ha factors que influeixen en la
quantitat absoluta i en el percentatge de la glicacié no enzimatica. Entre aquests, val la
pena destacar els seguients:

La vida mitja de la proteina circulant o tissular,

El percentatge de carbohidrats de la proteina,

El nombre d'aminoacids Iliures que pot oferir cada proteina,
L’accessibilitat i punt isoelectric dels grups amino en I'estructura proteica,
La permeabilitat del teixit a glucosa i presencia d’hiperglucémia,

El grau d’estrés oxidatiu, i

El contingut d’AGE:s en la dieta, el café i I’habit tabaquic.

@ "o 00T

1.5.Receptors d’AGEs

El receptor d’AGEs és una proteina transmembrana d’entre 47 i 55 Kilodalton
de la superfamilia de les immunoglobulines. Hi ha tres classes de receptors:

(i) Receptor cel-lular d’AGEs (RAGE): format per tres dominis: un domini
extracel-lular d'uni6 a lligands, un domini situat a la membrana hidrofoba, i un domini
citoplasmatic que és essencial per a la senyalitzacid intracel-lular (Figura 3). El RAGE
s'expressa en molts tipus de cél-lules, incloent cél-lules endotelials, limfocits, monaocits,
i cél-lules musculars llises vasculars. L’expressio de RAGE ¢és generalment baixa en la
majoria de teixits adults sans, pero els seus nivells estan elevats en presencia d’estrés
cel-lular i en condicions patologiques com ara la diabetis, la malaltia cardiovascular
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(MCV), la malaltia d’Alzheimer i el cancer ®*°. La uni6 entre els AGEs i el RAGE
activa el factor nuclear potenciador de les cadenes lleugeres kappa de les cel-lules B
activades (NF-kB), augmenta l'expressié de gens, allibera citoquines inflamatories i
augmenta la producci6 d’espécies reactives d’oxigen *°?2. Aquesta generaci6 d’espécies
reactives d’oxigen potencia encara més la formacio i acumulaciéo d’AGEs i la posterior
sobreexpressio del RAGE, provocant un cercle vicios que proporcionaria aixi una base
fisiopatologica per entendre el fenomen de la "memoria metabolica” =.

Figura 3. Dominis del receptor cel-lular d’AGEs (RAGE)

Transmembrane
domain

Cytoplasmic <
domain |

(ii) Receptor soluble del AGE (sRAGE): Aquest receptor es correspon amb el domini
extracel-lular del RAGE, escindit proteoliticament ** . SRAGE té dues isoformes,
CRAGE i esRAGE; aquest ultim es produeix a partir de RNA de missatger formant
aproximadament del 20 al 30% del total de SRAGE. La unié del sSRAGE als AGEs
circulants pot regular la seva activitat, al evitar el desencadenament d’esdeveniments
intracel-lulars adversos %. Aixi, el tractament de ratolins diabétics amb SRAGE atenua
la progressi6 de I'aterosclerosi i de la insuficiéncia renal 2 ?®. De forma similar, en
pacients amb DM2, els nivells circulants dels SRAGE son significativament inferiors
respecte a poblacio control, i s’han associat amb la rigidesa arterial, perd no amb I'edat
2% Finalment, i degut a que SRAGE es secreta en paral-lel amb RAGE, fa que SRAGE
es pugui utilitzar com un valués biomarcador ¥ 3.

(iii) Receptors que intervenen en I'endocitosi i la degradacié d'AGEs circulants:
Aquests receptors s’anomenen de forma diferencial i es poden distingir els seglients:
AGEs receptor 1 (AGER1), AGEs receptor 2 (AGER?2), AGEs receptor 3 (AGER3), el
grup de diferenciacid 36 (CD36) i els receptors scavenger macrofag | i 1. Val la pena
destacar que el AGERL te propietats antioxidants i antiinflamatories que s'associen amb
la supressio de I'expressio de RAGE, del NF-kB, del receptor del factor de creixement
epidermic (EGFR), de vies d'estres com les proteines cinasa activades per mitogens
(MAPK) i de la proteina adaptadora homologa del col-lagen (p66shc). En estat de salut,
I'expressio de AGER1 és baixa, es correlaciona amb els nivells circulants d'AGEs, i la
ratio entre RAGE/AGER1 és alta **. No obstant aixd, en I’envelliment, la diabetis i
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I’estrés oxidatiu, aquesta ratio disminueix. Per una altra banda, el receptor AGER3
intervé en l'endocitosi d’AGEs i del colesterol-LDL oxidat circulant *.

1.6.Eliminacio d’AGEs

L’eliminaci6é d’AGEs es duu a terme mitjancant la proteolisis intracel-lular o per
cél-lules scavenger com els macrofags, que endociten els AGEs a través de receptors
especifics anteriorment esmentats ***° (Figura 4). La protedlisi d'’AGEs produeix els
anomenats adductes-AGEs lliures (adductes d'AGEs units a una o dos proteines) i
péptids-AGEs. Els adductes-AGEs lliures passen a la circulacid sanguinia i sén
eliminats via renal, ja que tenen un baix pes molecular (<400 Dalton) i es poden filtrar
lliurement pel glomeérul. D’altra banda, els péptids-AGEs s’endociten en el tubul
proximal del ronyd i son degradats a adductes-AGEs lliures, tot i que molts peptids-
AGEs tornen a la circulacié “> *1. Aquests péptids-AGEs s'uneixen a altres proteines
constituent una segona generacié d’AGEs, més reactius i agressius que els AGEs dels
quals deriven “. El resultat final de tot aquest procés és que tan sols s’excreta un terc
dels AGEs totals per via renal, provocant I’acumulacio de la resta *> 4.

Modification of

extracellular
matrix
molecules

Extracellular

Figura 4. Sistema d’eliminacié d’AGEs

Intracellular
signaling (Fig. 2a)

Intracellular
degradation (Fig. 2b)
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2. Potencial impacte per la salut de 'acumulacio d’AGEs

2.1.AGEs en condicions patologiques

Un cop formats els AGEs a I’organisme, aquests solen caracteritzar-se per: (i)
una pigmentacié marr0 i la capacitat d’emetre fluorescencia; (ii) la capacitat de formar
entrecreuaments entre les proteines alterant les seves funcions biologiques i estructurals,




a més d’incrementar la seva vida mitja, i (iii) la capacitat de produir radicals lliures
d’oxigen. Es a dir, totes aquestes caracteristiques que pateixen les proteines degut a la
glicacié, no només fan canviar les seves propietats fisicoquimiques siné també
provoquen una gran quantitat de canvis fisiopatologics a nivell cel-lular amb potencial
efecte sobre patologies com I'aterosclerosi i la DM2. A la Taula 1 es fa un recull dels
principals efectes adversos relacionats amb 1’actmul d’ AGEs.

Taula 1. Efectes adversos dels AGEs. Taula adaptada de Bierhaus A, et al. 8

Induccié de canvis en la senyalitzacio cel-lular, l'activacié de factors de transcripci6 i la posterior
expressié génica in vitro e in vivo °

Augment de la taxa de mutacié de 'ADN %

Estabilitzaci6 del col-lagen, conferint-li una alta resisténcia a la col-lagenasa
Induccié d'estrés oxidatiu intracel-lular i activaci6 del factor de transcripcié NF-kB *

Reducci6 dels mecanismes de defensa antioxidants intracel-lulars (per exemple, glutati6 o vitamina C) *°
Augment de la formacié de la matriu vascular i reduccié de la llum vascular *

Peroxidaci6 lipidica > >

Augment de la captacié de macrofags per la uni6 d’AGEs i colesterol-LDL, i la possible formacié de
placa d'ateroma >*>*

Hipertrofia glomerular i glomeruloesclerosis >

Diposit i engruiximent a la membrana basal glomerular *°

Perdua de l'activitat mitogenica de les cel-lules endotelials i canvis en el factor de creixement de
fibroblasts basic (bFGF) *

Induccié de citoquines i factors de creixement [per exemple, la interleucina 1 (IL-1a), el factor de
necrosis tumoral (TNF), el factor de creixement insulinic tipus 1 (IGF-1) i el factor de creixement derivat
de plaguetes (PDGF)] per mondcits/macrofags, afavorint la proliferacié cel-lular vascular %
Estimulacié de les cél-lules T i inducci6 de la sintesi de interfero-y **

Augment de l'activitat procoagulant %

Deteriorament de l'activitat anticoagulant (per exemple, I'expressié de trombomodulina)
Augment de la permeabilitat endotelial ® °*

Induccié de RAGE > **

Iniciaci6 de la proliferacié de cél-lules del mascul llis ®
Desencadenament de la proliferacié de fibroblasts ©’

Inducci6 de la sintesi de factor de creixement endotelial vascular
Augment de molécules d'adhesié com la molécula d'adhesi6 cel-lular vascular 1 (VCAM-1)
Augment de la secrecié de la matriu mesangial " "

Deteriorament de proteoglicans heparan-sulfat units a la matriu

Disminucié dels efectes vasodilatadors del oxid nitric

Unid dels eritrocits amb cél-lules endotelials *

Inducci6 de la proteina quimioatraient de monocits 1 (MCP-1) en les cél-lules del muscul llis "
Potenciacié de la quimiotaxis de cél-lules mononuclears, I'activacié i la migracio transendotelial * **
Augment de la vasoconstriccid per la induccié de I'endotelina-1 "

Activaci6 del complement ¢

46, 47

62, 64, 65

47, 68
69, 70

2.2. Glicacio del col-lagen i I’elastina

Tal 1 com s’ha dit anteriorment, els AGEs es formen a partir de la glicacié no
enzimatica entre sucres i proteines. Pero no tots el sucres i proteines poden donar a lloc
a AGEs. De tots els sucres naturals, la glucosa es la molécula que té la taxa més lenta de
glicacio en comparacié amb els altres sucres gracies a 1’estabilitat proporcionada per la
seva estructura en forma d’anell que limita la glicosilacié “°. Per la seva banda, si ens
fixem en les proteines, només aquelles amb un lent turnover poden donar lloc a la
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formacio d’AGEs. Es per aquest motiu que les proteines de vida més llarga son diana
per ’acumulacié d’AGEs, especialment el col-lagen i I’elastina.

El col-lagen és la proteina més abundant de l'organisme i representa
aproximadament un 30% de la proteina total del cos. Es la principal proteina constituent
dels teixits conjuntius, com la pell, tendons, arteries i 0ssos. Esta constituit per un
conjunt de tres cadenes polipeptidiques (1.000 aminoacids per cadena), agrupades en
una estructura helicoidal (Figura 5). L'etimologia del seu nom (del grec; colla, cola, i
geno, dona vida) expressa de forma immillorable la funcié d'aquesta proteina essencial
dels teixits conjuntius; que “enganxa”. Present en tot el cos huma, té una funcié que es
pot comparar a la d'una armadura que garanteix la cohesié i la resistencia de les
cél-lules i teixits. Amb el temps la seva formacié s’alenteix incrementant la seva
rigidesa i duresa. Aquest fet afavoreix la degeneracio articular, 1’augment de la flacidesa
cutania i la rigidesa de la paret arterial. Finalment, s'ha observat una correlacio positiva
entre l'edat i la preséncia d’AGEs en teixits rics en col-lagen >® 88!,

Collagen molecules Figura 5. Figura esquematitzada
(!ri/pie helices) de la fibra de col-lagen

Collagen
fibrils 5

17
a-chains

Una altre proteina de vida mitja Ilarga que és diana de I'acumulacio d’AGEs, és
I’elastina, proteina important de la matriu extracel-lular i amb funcions estructurals.
Perd a diferencia del col-lagen, que proporciona principalment resisténcia, 1’elastina
confereix elasticitat als teixits. L'elastina posseeix una llarga cadena d'aminoacids amb
nombroses sequéncies d’aminoacids hidrofobs, separats per altres seqliencies que
contenen parells de glicines i altres aminoacids petits com la lisina. Aquesta composicio
d'aminoacids és la que 1’hi confereix les propietats elastiques, ja que els aminoacids
hidrofobs permeten la disposicié en estructures planes, i la lisina la formaci6é de a-
hélixs. Present en tots els teixits connectius, I’clastina dona elasticitat essencial per als
teixits sotmesos a cicles d’extensio-relaxament com la pell, les arteries, els lligaments i
els pulmons 3 . |’elastina es localitza especialment a la dermis, de la que conforma
un 3% de la seva composicio. També pren molta rellevancia a les arteries on, per
exemple, constitueix el 30% del pes en sec de la aorta ®. Aixi dons, la formaci6
d’AGEs al llarg de ’estructura de I'elastina fara perdre les seves propietats biologiques i
estructurals als diferents teixits en que es trobi.
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2.3. AGEs, envelliment i edat biologica

El dogma central de la teoria del envelliment radica en que durant el metabolisme
aerobi es produeixen, de forma accidental i incontrolada, espécies reactives d'oxigen
que promouen reaccions que danyen macromolécules %', Aquest dany irreversible
s'acumula amb el temps, produint una pérdua gradual de la capacitat funcional de la
cél-lula. L’inqliestionable avantatge evolutiu que suposa des del punt de vista energétic
la utilitzacidé de I'oxigen com ultim acceptor d'electrons, es contraposa a la formacid
d’espécies reactives d’oxigen que son toxiques, fet que rep el nom de la “paradoxa de
l'oxigen”. Per aquest motiu, I’organisme desenvolupa mecanismes de defensa per
contrarestar I'accio de les espécies reactives d'oxigen. Quan es produeix un desequilibri
entre els mecanismes pro i antioxidants apareix un entorn oxidatiu que és un ambient
determinant per la formacio d’AGEs ®. El dany oxidatiu causat a les proteines es pot
mesurar a partir del calcul de ’acumulaci6 d’AGEs, i es produeix paral-lelament amb
I’edat. Aixi, hi ha un increment lineal en el valor d’AGEs d’aproximadament 0,023
unitats arbitraries (AU) per cada any d'edat * ® (Figura 6).

Figura 6. Acumulacié mitja d’AGEs en I'envelliment.
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Tal com s’ha comentat anteriorment, el procés d’acumulacio d’AGEs s’accelera en
condicions d’estat inflamatori /o0 d’estrés oxidatiu, consum de tabac i café, també en la
malaltia renal cronica (MRC) i en la DM2 ®*. Per tant, aquests factors que condueixen a
una major acumulacié d’AGEs, augmentarien també la velocitat d’envelliment. De fet,
amb el calcul d’AGEs es pot arribar a obtenir una edat biologica diferent a 1’edat
cronologica. Per tots aquests motius, ha sorgit un nou concepte que correlaciona
I’envelliment (ageing en angles) i els AGEs, anomenat AGE’ing. Pocs estudis s’han
aventurat a quantificar quin és aquest envelliment afegit a 1’edat cronologica.

29

—
| —



2.4. Quantificacio d’AGEs en teixit subcutani

El Gold Standard per la quantificacié d’AGEs ¢és ’estudi de biopsies del teixit
analitzat. En aquestes mostres,despres de la digestio amb pepsina en acid acétic durant
24 hores, s’analitza la fluorescencia del col-lagen amb una longitud d’ona d’excitacio a
370 nm, i d’emissi6 a 440 nm. D’altre banda, la pentosidina, CML i CEL es separen per
cromatografia de gasos i espectrometria de masses utilitzant una post-columna de
fluorescéncia (excitacié a 328 nm, emissio a 378 nm). Tant CML, CEL com pentosidina
s’han de normalitzar al contingut d'hidroxiprolina del col-lagen, tal i com descriuen
Dyer et al. 2. Aquesta técnica, tot i ser la més precisa, necessita una mostra de teixit,
gran quantitat d’hores, de personal especialitzat, i de grans aparells.

També es pot quantificar AGEs/SRAGE en mostres de sérum utilitzant /’enzyme-
linked immunosorbent assay (ELISA). Aquesta és una tecnica d'immunoassaig en la
qual un antigen immobilitzat es detecta mitjancant un anticos enllacat a un enzim capag
de generar un producte detectable, com per exemple el canvi de color. No obstant aixo,
aquest metode pren 24-48 hores en completar-lo, i és tecnicament complex. A més, la
concentracio d’AGEs/sRAGE pot ser variable en el temps, ja que depen de parametres
modificables com la glucémia, el tabaquisme, la dieta i el filtrat glomerular. En canvi,
altres metodes per quantificar els AGESs, com el que s’explica a continuacio, SOn més
senzills, rapids i donen una informacié a més llarg termini.

2.5. Lector d’AGEs a nivell subcutani

La possibilitat d'estudiar la concentracié d’AGES mitjancant I’autofluorescéncia
cutania (SAF, de l'anglées skin autofluorescence), ha permés superar la dificultat inicial
de la seva determinacié per cromatografia de gasos i espectrometria de masses a partir
de biopsies cutanies facilitant aixi I'estudi a grans poblacions *. Aquest fet ha estat
possible gracies a aparells com el AGE Reader™ (DiagnOptics, Groningen, The
Netherlands) (Figura 7). Aquest és un dispositiu de sobretaula, no invasiu i
automatitzat, que mesura la concentracio d’AGEs a la pell del avantbrag dominant
utilitzant un espectre de Ilum ultraviolada-A en menys d’un minut.

Figura 7. Lector d’AGEs
subcutani (AGE Reader)
realitzant una mesura del
diposit d’AGEs al
avantbrag d’un pacient.
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El lector d'AGEs utilitza les propietats fluorescents caracteristiques de certs
AGEs per quantificar la seva acumulacid. En resum, el lector il-lumina una superficie
de 4 cm? de la pell del avantbragc amb una font de llum d'excitacié maxima de 370 nm.
L’emissio de llum (fluorescéncia en la longitud d'ona de 420 a 600 nm) i la llum
d'excitacio reflectida (amb una longitud d'ona de 300 a 420 nm) de la pell es mesura
amb un espectrometre. El quocient entre la llum d'emissié i la llum d'excitacio
reflectida, multiplicat per 100, dona lloc a la SAF i s'expressa en AU *. En estudis de
validacid, utilitzant biopsies de pell del avantbrag, hi ha una forta correlacio entre la
SAF i el contingut cutani d’AGEs **°®. Meerwaldt et al. van mostrar un percentatge
intra- individual d'error de 5,03% amb les mesures preses mitjancant la SAF el mateix
dia, i un percentatge d'error de 5,87% degut a la variacié estacional *°. Resultats similars
van ser reportats per Mclintyre et al. en pacients amb MRC ¥. Finalment, una analisi
combinada d’estudis va mostrar que el 76% de la variancia de la SAF pot explicar-se
pels nivells de pentosidina ®. Es a dir, la pentosidina és I’AGE més important en el
calcul de la SAF.

El lector d’AGEs subcutanis presenta algunes limitacions, degut a que el
mesurament de la SAF només permet I'avaluacié d’individus amb un to de pell clar, ja
que la variacio en la reflectancia de la pell dels subjectes de pell més fosca invalida la
seva lectura. La classificacio del color de la pell oscil-la entre I y VI segons 1’escala de
Fitzpatrick (Figura 8). En els treballs que hem dut a terme i que es descriuen més
endavant, els subjectes amb un tipus de pell superior o igual a V van ser exclosos.

R . Figura 8. Escala de
Fltzpatr|Ck Scale pigmentacié cutania de
Fitzpatrick.
Very Fair Fair Medium Olive Brown Dark Brown
always burns  ususally burns ~ sometimes burns  rarely burns rarely burns never burns
annottan  sometimestans  usually tans always tans tans easily always tans

3. AGEs en diverses situacions patologiques

3.1. AGEs i malaltia ateromatosa: més enlla de les taules de risc
cardiovascular

Aterogenesi és un concepte que uneix patogenesi i arteriosclerosi. Aquesta
ultima es defineix segons I'Organitzacié Mundial de la Salut (OMS) com una associacid
d'alteracions de I'intima, amb acumulacio focal de lipids, gllcids, sang, productes
hematics, teixit fibros i diposits calcics, donant com a resultat final una alteracio de la
capa mitja de les arteries. L’arteriosclerosi €s la principal causa d’un grup de patologies
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conegudes com a MCV. Tot i la tendencia decreixent mostrada en les tres Gltimes
décades en els paisos desenvolupats, les MCV son encara la principal causa de
mortalitat a la poblaci6 espanyola, i responsables d’un 35% de les defuncions % *®. Les
MCYV tenen un origen multifactorial, on destaquen per la seva importancia els factors de
risc no modificables com I'edat, el sexe, la raca, i la base genética. | d’altres de
modificables, com el tabaquisme, I’alcohol, el sedentarisme, la hipertensié arterial, la
frequéncia cardiaca, la dislipidemia, I’obesitat, la DM2, la MRC i determinats
condicionants psicosocials. En el temps, la presentacié d'un esdeveniment clinic ve
precedida per una fase de lesio estructural asimptomatica. En aquest sentit, és important
la deteccio precog dels factors de risc i el calcul del risc cardiovascular, que permet la
intervencio preventiva de forma més efectiva. S'han proposat diversos models per fer
I'estimacid del risc cardiovascular. EI més utilitzat son les taules del Systematic
Coronary Risk Evaluation (SCORE), que estimen el risc de mort cardiovascular en els
propers 10 anys, i que en l'actualitat sén les recomanades per les societats Europees i
Espanyoles 2% (Figura 9). Per la seva elaboraci es van utilitzar dades de sis estudis
amb grans poblacions d'alt risc cardiovascular.

Women Figura 9. Estimacié del risc d'un
Non-smoker Smoker Non-smoker Smoker esdeveniment cardiovascular en els
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En resum, I’'SCORE estima el risc de un esdeveniment cardiovascular fatal en
els proxims 10 anys en regions d'alt risc d'Europa, en funcié de: sexe, edat, pressio
arterial sistolica, colesterol total i consum de tabac. S’ha de destacar que a Catalunya es
disposa d’unes taules de risc adaptades a les dades locals d’incidéncia i distribuci6 dels
factors de risc anomenades REGICOR %, Pero tot i la utilitat de les taules, existeix un
gens menyspreable risc residual dificil de quantificar.

Un dels indicadors que es proposa en els darrers anys per avaluar el risc
cardiovascular ha estat el calcul dels AGEs. Estudis prospectius han observat que els
AGEs tenen una capacitat predictora de mort i de futurs esdeveniments cardiacs en
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pacients després d’un primer infart de miocardi '® '®. De forma similar, els AGEs es
relacionen amb la incidéncia de mort cardiovascular en estudis amb més de 2.000
pacients amb estadis avancats de MRC, sobretot quan els valors son superiors a 3,61
AU 107-109.

Tota aquesta recerca es va iniciar fa anys, al evidenciar-se un augment d’AGEs
en les lesions arteriosclerdtiques provinents de mostres autopsiques % . Perd amb
estudis més recents, s’han identificat els mecanismes pels quals els AGEs es relacionen
amb disfunci6é endotelial, inflamacié i perfils lipidics més aterogénics. En particular,
s'ha demostrat que els AGEs contribueixen a la disfuncio endotelial a traves del seu
efecte pro-apoptotic sobre les cél-lules endotelials i cel-lules progenitores endotelials
1215 A més a més, els AGEs estimulen I'expressié de la molécula d'adhesié
intercel-lular 1 (ICAM-1), del VCAM-1 i del inhibidor de 1’activador del plasminogen-
1 (PAI-1) Y812 | es propietats aterogéniques dels AGEs també es poden atribuir a
l'efecteque tenen sobre 1’0xid nitric, afavorint la disfuncié endotelial 122128 g'ha
proposat que la glicacio del col-lagen contribuiria també a la formacié de les plaques
d'ateroma, mitjancant la seva progressio i trencament '%. Fins i tot existeixen hipdtesis
que proposen que la rigidesa arterial podria corregir-se mitjancant l'augment del
turnover de col-lagen i elastina amb fibroblasts i cél-lules meseénquimals, o mitjancant
I'4s de les cél-lules progenitores endotelials *?® . El resultat final de tots aquests
mecanismes son canvis a nivell vascular, com ara 1’engrossiment i rigidesa de la paret
arterial, la disminucié de la llum vascular i I’augment de la seva permeabilitat.

Fins ara es desconeix el paper que pot jugar la determinacié de la
concentracié tissular d’AGEs en relacio a la detecci6 de malaltia ateromatosa
subclinica. Aquest ha estat I’objectiu del nostre primer estudi.

3.2. AGEs i Malaltia Renal Cronica

Gran quantitat de literatura ha detallat un descens de la funcid i I'aclariment renal
de forma paral-lela al increment dels AGEs circulants *®"%, S’ha descrit que els
pacients amb MRC en estadis moderats tenen concentracions fins a 5 vegades més altes
d’adductes AGE-lliures en plasma. Aquestes augmentes fins a 18 vegades en estadis
finals, i fins a 40 en pacients sotmesos a dialisi peritoneal ***. Aixi, es pot intuir com la
pérdua progressiva de la funci6 renal afecta fortament a 1’aclariment renal dels AGEs
circulants. L’augment dels nivells plasmatics d’AGEs, al seu temps, pot tenir un efecte
deleteri sobre la propia funcio renal.

El mecanisme fisiopatologic pel qual els AGEs danyen el glomérul ha estat
diana de diversos estudis, tant in vitro com in vivo *****, En ells es descriu com els
AGEs produeixen canvis en les cel-lules mesenquimals que es troben en els vasos
renals, i que en condicions normals regulen la filtracié glomerular i proporcionen suport
estructural al teixit ©** *°. Aixi, els AGEs poden afavorir I’expressié de VEGF en el
glomerul, contribuint a la hiperfiltracié i desenvolupant la proteindria. A més, els AGEs
també afavoreixen I’expressi0 de MCP-1 a nivell mesangial, iniciant el procés
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inflamatori, 1 d’altres factors de creixement que potencien la hipertrofia glomerular 141-
> Finalment, l'estrés oxidatiu present en els pacients amb MRC causa també un
augment en la formaci6é d'AGEs .

Val a dir que, s’ha descrit que els pacients amb MRC tenen entre 5 i 10 vegades
més probabilitat de morir per MCV que de arribar a requerir dialisis, assolint taxes de
mortalitat del 19.5% en estadi 2, del 24,3% en estadi 3, i del 45,7% en estadi 4 '*. En
aquest context, I’augment d’AGEs es correlaciona amb el risc de MCV en estadis finals
de la MRC 107199,

Hi ha, pero, una manca d’estudis que analitzin el deposit tissular d’AGEs
en les fases inicials de la MRC (G2, G3a i G3b) ** (Figura 10). Per aquest motiu,
s’ha dut a terme el segon estudi que forma part d’aquesta Tesi.

Persistent Albuminuria Categories Figura 10. Classificacio

Description and Range de la malatia renal
cronica segons la
A1 A2 A3 ) )

Kidney Disease
N?;?:‘:Il),to Moderately Severely Improving Global
ey increased increased OutcolTes (KDIGO)

20121,

ACR of
ACR <30 mg/g 30-300 mg/g ACR >300 mg/g

G1 Normal or high 290

G2 Mildly descreased 60-89

Mildly to moderately

G3.
2 | decreased

45-59

G3b Moderately to 30-44
severely decreased

G4 | Severely decreased 15-29

GFR Categories (mL/min/1.73 m?)
Description and Range

G5 | Kidney failure <15

3.3.AGEs i desenvolupament de complicacions tardanes de la Diabetis
Mellitus tipus 2

La DM2 ha adquirit un caracter endémic, amb una alta prevalenca, que a
Espanya s'estima propera al 14% de la poblacié major de 18 anys **"**. Ja que és una
malaltia en la que el 50% dels pacients no saben que la pateixen, progressa
asimptomatica durant molts anys, motiu pel que sovint ja existeixen complicacions
tardanes en el moment del diagnostic **° (Figura 11). A més, s’estima que la DM2
produeix un cost anual al Sistema Sanitari Espanyol de al voltant d’uns 6.000 milions
d’euros, 2.000 dels quals atribuits a les seves complicacions **'. La caracteristica
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prinCipaI de la DM2 éS, juntament amb la Figura 11. Complicacions tardanes de la Diabetis
resistencia a la insulina, la presencia Mellitustipus 2.
d’hiperglucémia cronica, sent aquest el

factor meés determinant en la produccio Diol:etes
1 . Symptoms and complication
d’AGEs, proporcional al temps 1 la R S

concentracio d’aquesta. Una vegada formats
els AGEs, i de forma independent als nivell
posteriors de glucosa, promouen el
desenvolupament i/o progressid de les
complicacions tardanes. Aquest fet justifica
la detecci6 prematura de la malaltia i
I’obtencio d’un bon control metabolic des
de fases inicials de la DM2. Diversos
estudis han posat de manifest el paper de les
reaccions induides pels AGEs en la
patogénia de les aparicions tardanes de la
DM2 %190 per exemple, val la pena
destacar que els AGEs son reconeguts pel
seu paper central en la patogenesi de la
retinopatia diabética, demostrant-se un

augment dels seus nivells en el vitri quan la
retinopatia esta avancada '°**%. També tenen un paper important en la nefropatia
diabética %%, De fet, s’han reportat nivells sérics d’adductes-AGEs lliures més alts en
subjectes amb estadis finals de MRC i DM2 en comparacié a pacients amb MRC sense
DM2, donant a lloc a acumulacions de gairebé el doble en el primer grup " %8,
Curiosament, un estudi in vitro ha demostrat que el dany tubular induit pels AGEs
sembla estar mediat pel cotransportador de sodi-glucosa tipus 2 (SGLT-2) en les
cél-lules tubulars, afavorint la seva apoptosi .

Finalment, també s’ha demostrat que els nivells d’AGEs es correlacionen amb
arteriosclerosi i malaltia coronaria, ajudant a explicar la major morbimortalitat per MCV
dels pacients amb DM2 " per tant, sembla imprescindible un abordatge global del
risc cardiovascular en aquests pacients °* 1> En aquest sentit, en els dltims anys
s’han publicat estudis de MCV en pacients amb DM2 on suggereixen que el calcul
d’AGEs afegeix valor diagnostic a l'esquema convencional de 1’avaluacié de risc
cardiovascular 8. Servint, fins i tot, d’indicador de prediccio de morbimortalitat en
aquests pacients 8% 1%,

3.4. El1 Pulmo6 com a nou organ diana de la DM2

Tot i que el pulmé no acostuma a ser considerat un organ diana de les
complicacions de la DM2, existeix suficient evidéncia cientifica que explica que les
mateixes alteracions histologiques i fisiologiques que tenen lloc en les complicacions
micro i macroangiopatiques d’altres localitzacions, també poden océrrer en aquest
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organ. De fet, en troballes autopsiques, es va revelar que els pacients amb DM2 tenen
un engruiximent de la lamina basal de I’alvéol, de I’epiteli i dels capil-lars pulmonars,
aixi com una disminuci6 de I’espai alveolar, disfuncions en la secrecidé de moc, majors
graus de fibrosi, emfisema centrolobular i microangiopatia ***®. Aquestes diferéncies
histologiques tindrien implicacions cliniques. Aixi, estudis transversals en diferents
poblacions han trobat en els pacients amb DM2 una disminucio tant de la capacitat vital
forcada (CVF) com del volum espiratori maxim en el primer segon (VEMS) en
comparacié amb la poblacié general, i que es mou entre el 8 i el 10% respecte al valor
teoric °°'%, També es mostra una associacié inversa i gradual entre els valors
espirométrics i les xifres de glucémia plasmatica en deji i les de HbAlc %% 1%, Per la
seva banda, estudis longitudinals han mostrat que hi ha un descens més rapid de la
funcié pulmonar en els pacients amb DM2 en comparacié amb els grups control. En el
Atherosclerosis Risk in Communities (ARIC) Study ', després de 3 anys de
seguiment, la disminucié dels valors espirometrics en els pacients amb DM2 va excedir
significativament a la cohort control. En Fremantle Study ***, després de 7 anys de
seguiment, 1 tot i no disposar d’un grup control, la caiguda de la funcié pulmonar va ser
el doble del predit en la poblaci6é general de referéncia. Un resultat discordant amb els
dos anterior ens el proporciona el Copenhagen City Heart Study %
diferéncies després de 15 anys de seguiment.

, on no s’observen

Les raons que poden explicar 1’associacié entre la DM2 i la funcié pulmonar no
estan encara ben definides. S’han suggerit diversos mecanismes que podrien participar
en el desenvolupament del “pulmo diabétic” com: (i) la microangiopatia a nivell

alveolar **; (ii) la disminucié de la forca muscular ** *’: (iii) la preséncia d’un estat

d’inflamacié cronica de baix grau *® *°: (iv) la propia resisténcia a la insulina 2°°; (v)

els defectes en la produccié de surfactant pulmonar **; (vi) I’augment del muscul llis en
les vies respiratories, i finalment (vii) la desregulacié del sistema nervios

simpatic/parasimpatic (Figura 12 2%).

Un altre factor del que encara hi ha poca evidencia seria la pérdua de les
propietats elastiques del parénquima pulmonar relacionades amb la glicaci6 no
enzimatica de proteines tissulars com el col-lagen o I’elastina 2°* 2, Donant suport a
aquesta hipotesi, en models animals 1 humans exposats a la hiperglucémia cronica, s’ha
vist augmentat l'espai entre els alveols i la lamina basal endotelial. Aquest fet s’ha
atribuit al augment de proteines glicades de la matriue xtracel-lular, sobre tot les fibres
de col-lagen tipus I i I1l, elastina i fibronectina **> 2°2%_ Aquesta expansi6 del interstici
donaria lloc a fibrosi i a enduriment del pulm6, que condueix la pérdua del retrocés
elastic juntament a una reducci6 en el volum pulmonar 2°° 2!°, per finalitzar, el diposit
dels AGEs i la unié amb els RAGE en el parénguima pulmonar, també pot augmentar
I’activacio d’estreés oxidatiu, la inflamacid i I'expressio tissular de citoquines que
afavoririen també la fibrosi del teixit pulmonar 2*2¢,
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Figura 12. Resum dels diferents mecanismes etiopatogeénics pels que la Diabetis Mellitus tipus 2 exerciria el seu
efecte negatiu sobre el pulmd. Extreta de Lecube et al. 202

Aprofundir en el paper que poden jugar els AGEs en el deteriorament de la
funcié pulmonar en la diabetis ha estat ’objectiu del tercer estudi d’aquesta Tesi
Doctoral.

3.5. AGEs i Obesitat

L’obesitat és una patologia cronica d’origen multifactorial que es caracteritza per una
hipertrofia i/o hiperplasia de les cél-lules del teixit adipds, provocant una acumulacio
excessiva de greix. En poblacié adulta, I’excés de pes es classifica segons 1’OMS
mitjangant 1’index de massa corporal (IMC) en: sobrepés (25-29,9 kg/m?), obesitat lleu
(30-34,9 kg/m?), moderada (35-39,9 kg/m?) i greu 0 morbida (>40 kg/m?) 2*'.

L'obesitat ja ha pres una naturalesa pandémica i representa una de les amenaces
mes gran per a la salut del segle XXI. Actualment és la malaltia metabolica més comu a
molts paisos, afectant a tots els grups socioeconomics, d’edat, sexes, i étnies 2822,
Durant els altims 30 anys s'ha observat un augment significatiu en la taxa d'incidéencia
de sobrepes i obesitat, xifrat per I’OMS en 921 milions al 1980, i en 2,1 bilions al 2013
221 Espanya segueix una tendéncia similar a altres paisos d'Europa, xifrant I’obesitat en
el 22,8% en homes i 20,5% en dones, incrementant aquests percentatges amb 1’edat 222,
Resultats semblants conclouen altres estudis, fet que ocasiona una important carrega
tant a nivell assistencial com econdmica pel Sistema Sanitari . No hi ha dubte que la

dieta i I'exercici fisic son els pilars fonamentals dels programes de reducci6 de pes %*
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2% perg l'adheréncia i 1¢xit de les intervencions d'estil de vida a llarg termini sén molt
baixes, situant-se entre el 2% i 20% ??°. Per aquests motius, i en front de la manca de
financament del tractament farmacologic, la cirurgia bariatrica (CB) sorgeix com I'Unic
métode eficag per assolir i mantenir una pérdua ponderal significativa a llarg termini %',
La CB és un conjunt de técniques quirtrgiques que van sorgir als anys 50 com un
tractament en aquells casos en que l'abordatge classic no era efectiu. La CB va
permetre, mitjancant la reduccio del volum de I'estomac, associada 0 no a malabsorcid,
aconseguir un balan¢ energetic negatiu que facilités la perdua de pes i el seu
manteniment a llarg termini. Actualment la CB no només ha demostrat aquesta perdua
de pes, sin6 tambe una millora de les comorbiditats associades a 1’obesitat i en la seva
mortalitat.

La CB es classifica segons el seu component restrictiu i/o malabsortiu (Figura
13). De les tecniques restrictives es destaca la gastrectomia vertical, i de les tecniques
mixtes el bypass gastric en Y-de-Roux (BPGYR). Si bé el BPGYR es considera la
tecnica de referéncia, assolint péerdues del 60-90% del excés de pes, la gastrectomia
vertical cada vegada s’utilitza més per la seva tedrica simplicitat i efectivitat 22> 2%,
Diversos estudis han mostrat una perdua ponderal inicial similar al BPGYR, encara que
falta avaluar-ne els resultats a llarg termini 2. L'abordatge laparoscopic ha de ser el
metode prioritari, i la mortalitat intraoperatoria ha de ser menor al 0,5%. S’ha de
destacar que qualsevol tipus de CB altera mecanismes neurofisiologics i neuroendocrins

per vies sovint poc conegudes 2*,

Figura 13. Representacio de les principals técniques
de cirurgia bariatrica.

El concepte de pacients ‘“obesos
metabolicament sans” fa referéncia a aquells ;
individus que, si bé tenen un IMC >30 kg/m?, G ROUX-BIFY Vertical Slewve

R o . astric Bypass Gastrectomy

no tenen resisténcia a la insulina ni cap altre (RYGB) (VSG)
factor de risc cardiovascular afegit. Aquests
subjectes serien capagos d’acumular I'excés
de greix a nivell del teixit adipés subcutani,
expandint o incrementant aquest segons es
necessiti, ben al contrari dels subjectes obesos
“metabolicament malalts” %*2. El greix ectdpic
que acumula aquest darrer grup esta
intimament relacionat amb els factors de risc
cardiovascular, amb la resistencia a la
insulina i la DM2, la hipertensio, el fetge gras
no alcoholic i les hiperlipidémies 2** 2%,
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El paper dels AGEs ha estat avaluat principalment en poblacié amb sobrepes o
obesitat lleu, trobant-se una correlacié entre els AGEs i: (i) el IMC en poblacio6
general; (ii) el IMC en pacients amb DMZ2; (iii) el IMC en estadis finals de la MRC,
i (iv) la preséncia d'obesitat abdominal * > No obstant aixd, desconeixem la
relacié entre els AGEs i I'obesitat morbida, aixi com si la pérdua ponderal
associada a la CB exerceix algun efecte sobre la seva concentracié. Amb aquest
objectiu, s’ha realitzat el quart i Gltim treball de recerca que forma part d’aquesta
Tesi Doctoral.

4. Projecte ILERVAS: El Bus de la salut

El projecte ILERVAS (ClinTrials.gov: NCT03228459), popularment conegut com
el Bus de la Salut, és un projecte de recerca prospectiu i d’intervencié que pretén
coneixer la prevalenca de malaltia ateromatosa subclinica i de malaltia renal oculta en
una mostra de més de 8.000 persones de tota la provincia de Lleida. Tot i aixo,
I’objectiu més ambicids és el de comprovar si la deteccid precog¢ de totes dues
patologies i el seu abordatge terapeutic exerceix un efecte positiu sobre la incidéncia de
morbimortalitat d’origen cardiovascular *® (Figura 14).

Figura 14. Imatge de la primera pagina de la publicacié on s’explica el disseny i objectius del projecte ILERVAS.

NEFROLOGIA. 2016;36(4):385-356

)
nefro BN

Revista de la Sociedad Espafnola de Nefrologia
www.revistanefrologia.com

Original article

Randomised intervention study to assess the prevalence of
subclinical vascular disease and hidden kidney disease and
its impact on morbidity and mortality: The ILERVAS project™

Angels Betriu®", Cristina Farras®, Maria Abajo®, Montserrat Marﬁnez-Alonsod,
David Arroyo®, Ferran Barbé9, Miquel Buti", Albert Lecube', Manuel Portero/,
Francisco Purroy*, Gerard Torres', José Manuel Valdivielso®™*, Elvira Ferndndez *"%**

El Bus de la Salut esta equipat amb material médic i personal sanitari, i recorre de
forma sistematitzada, des de gener de 2015, els diferents municipis de la provincia de
Lleida (Figura 15).
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Figura 15. Imatge del Bus de la Salut circulant per les carreteres de la provincia de Lleida.
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En el seu interior es realitzen *® (i) proves d’imatge de les arteries carotides,

femorals i transcranials; (ii) proves per avaluar I'estat de salut renal; (iii) espirometria
forgada; (iv) analitica de sang venosa i capil-lar; (v) la SAF pel calcul d’AGEs, i (vi)
administracié de questionaris dietétics, d’exercici fisic i de la son. L’estat de salut dels
participats sera avaluat cada 6 mesos durant els segients 10 anys, identificant
esdeveniments cardiovasculars, canvis de tractament i d'estil de vida.

La poblacio es selecciona en funcié de 1’edat (dones entre 50 i 70 anys, homes entre
45 i 65 anys), ’abséncia de malaltia vascular coneguda, i la preséncia d’almenys 1
factor de risc (hipertensio arterial, dislipémia, obesitat, tabaquisme i/0 1’antecedent d’un
familiar de primer grau amb malaltia cardiovascular precog).

En ILERVAS és un projecte transversal on col-laboren Assisténcia Primaria,
I’Institut de Recerca Biomedica de Lleida (IRBLleida, Grup de Fisiopatologia
Metabolica, Grup de recerca traslacional vascular i renal, i el Biobanc), 1’Hospital
Universitari Arnau de Vilanova (els Serveis de Neurologia, Pneumologia,
Endocrinologia i Nutricio, i la Unitat de Deteccié i Tractament de Malalties
Aterotrombotiques), i I’Hospital de Santa Maria (Servei de Medicina Interna).
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Els treballs que formen part d’aquesta Tesi Doctoral han estudiat situacions on encara es
desconeix amb certesa el paper dels AGEs, i es basen en les seguents hipotesis:

1.

3.

4.

AGEs i malaltia ateromatosa subclinica. Ja que els AGEs han estat associats a
malaltia cardiovascular en poblacions d’alt risc, en la poblacié sense antecedent de
malaltia cardiovascular:

1.1. Els individus amb malaltia ateromatosa subclinica tindran un major acumul
tissular d’AGEs que els subjectes sense cap lesio ateromatosa, i

1.2. L’acumulacio d’AGEs s’associara amb una major carrega ateromatosa, definida
com el nombre de territoris afectats i el area total de placa,

AGEs i malaltia renal cronica. Ja que en estadis avancats de la malaltia renal s’ha
descrit una elevada concentracio d’AGEs, en els estadis de lleu a moderat:

2.1. Hi haura també un augment de la concentracio tissular d’AGES que es
relacionara amb el decrement del filtrat glomerular,

2.2. L’aglomeracio tissular d’AGEs es correlacionara amb la presencia de malaltia
ateromatosa subclinica, i

2.3. La seva edat biologica sera superior a 1’edat cronologica.

AGEs, diabetis mellitus tipus 2 i funcié pulmonar. Ja que en la diabetis els AGEs
estan associats al desenvolupament de complicacions tardanes, i el pulmé ha sorgit
com un nou organ diana:

3.1. L’acumulacio d’AGEs es correlacionara amb una menor funcié pulmonar, fins i
tot entre la poblacié general, i
3.2. Aquesta correlacié sera mes marcada en els pacients amb diabetis.

AGEs i obesitat morbida. Ja que s’han descrit concentracions elevades d’AGEs en
poblacions amb sobrepeés i obesitat lleu, els pacients amb obesitat morbida:

4.1. Tindran una major acumulacié d’AGEs que la poblacié amb normopes,

4.2. La determinacio dels AGEs sera util per identificar aquells pacients obesos amb
major repercussio metabolica, i

4.3. La pérdua de pes associada a la cirurgia bariatrica conduira a un descens en la
concentracio d’AGEs.
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El nostre objectiu ha estat aprofundir en el coneixement del significat clinic dels AGEs
mesurats per autofluorescencia cutania (SAF) en subjectes amb diferents patologies.
Concretant els objectius, son els segiients:

1.

3.

4.

AGEs i malaltia ateromatosa subclinica. En la poblacié del Bus de la Salut
volem:

1.1. Mesurar I’acumulacié d’AGEs mitjangant la SAF,

1.2. Analitzar la prevalenca de malaltia ateromatosa subclinica mitjancant
ecografia arterial en els territoris carotidi i femoral,

1.3. Examinar si existeix una correlacio entre els resultats de la SAF i de
I’ecografia arterial, espcialment amb el nombre de plaques i la seva area
total, i

1.4. En un subgrup de pacients determinar la concentracio sérica d’AGEs.

AGEs i malaltia renal cronica. En pacients amb malaltia renal cronica en
estadis de lleu a moderat volem:

2.1. Quantificar els valors d’AGEs i comparar-los amb els d’un grup control
equiparat per edat, sexe i index de masa corporal,

2.2. Estudiar la relacio entre els AGEs i la preséncia de malaltia ateromatosa
subclinica, i

2.3. Utilitzar els AGEs per estimar una edat biologica associada a 1’envelliment
accelerat descrit en aquesta poblacio.

AGEs, diabetis mellitus tipus 2 i funcié pulmonar. En la poblacié del Bus de
la Salut volem:

3.1. Analitzar si I’acimul d’AGEs es relaciona amb la funcié pulmonar. Com en
el projecte ILERVAS s’exclouen pacients amb DM2, avaluarem també una
cohort de pacients provinents de les Consultes Externes del Servei
d’Endocrinologia i Nutricio.

AGEs i obesitat morbida. En una poblaci6 amb obesitat morbida, una altra
sotmesa a cirurgia bariatrica, i en un grup de subjectes sense obesitat, volem:

4.1. Comparar les concentracions d’AGEs en els tres grups,

4.2. Avaluar la relacié entre els AGEs i els diferents components de la sindrome
metabolica, i

4.3. Observar si la perdua de pes associada a la CB aconsegueix un descens en la
concentracio d’AGEs.
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1. Primer Estudi: AGEs i malaltia ateromatosa subclinica.




Introduccio: Tot i que els productes finals de glicacié avancada (AGEs) causen un
dany generalitzat al Ilit vascular, no existeix evidencia sobre com els AGE es relacionen
amb la malaltia ateromatosa subclinica en pacients amb baix o0 moderat risc vascular.

Material i métodes: Estudi transversal i observacional que inclou 2.568 subjectes sense
antecedents de malaltia cardiovascular. La malaltia ateromatosa s’avalua per ecografia
vascular dels territoris carotidi i femoral, determinant la preséncia de plaques d’ateroma,
la seva localitzacid, el nombre de territoris afectats i area total de placa. Els nivells
d’AGEs es determinen mitjangant I’estudi de 1’autofluorescéncia cutania (SAF). A més,
s’avalua també la concentraci6 sérica de CML i RAGE en un subgrup de 82 subjectes.

Resultats: Els pacients amb placa d’ateroma tenen una SAF superior a aquells sense
malaltia ateromatosa (1,9 [1,7 a 2,3] vs. 1,8 [1,6 a 2,1] AU, p<0,001). La SAF es
correlaciona amb el nombre total de territoris afectats (r=0,171, p<0,001), augmentant
progressivament des d’un valor de 1,8 [1,6 a 2,1] AU en aquells individus sense placa
fins a 2,3 [1,9 a 2,7] AU en pacients amb >8 plaques (p<0,001). Aquesta correlacio
positiva persisteix al avaluar per separat els territoris carotidi i femoral (ambdues
p<0,001). També s’observa una correlacio entre la SAF i l'area total de la placa
(r=0,113, p<0.001). A més, el model de regressid logistica multinomial per a la
presencia de malaltia ateromatosa mostra que hi ha una associacié significativa amb la
SAF, juntament amb els factors de risc cardiovascular més classics. Finalment, els
nivells seric de CML es van trobar més elevats en el subgrup de pacients amb malaltia
ateromatosa generalitzada en comparacié en aquells sense cap placa (p=0,034).

Conclusions: L'augment de la concentracié d’AGEs s'associa amb un increment de la
carrega ateromatosa subclinica. Per tant, suggerim el seu us en les estratégies estandard
d'avaluacié del risc cardiovascular en poblacio6 general.
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INTRODUCCIO

La progressio natural de I'aterosclerosi implica un llarg periode, silencios, en el
que les fases avancades de la malaltia, sovint, no es detecten fins que es produeixin
esdeveniments isquémics a nivell cardiovascular 2. En aquest sentit, l'avaluacié dels
factors de risc classics en el desenvolupament de la malaltia ateromatosa, com ara la
hipertensio arterial, la dislipemia aterogénica, el tabaquisme i la DM2, han esdevingut
utils per establir el risc de diferents grups poblacionals, particularment grups de baix
risc vascular com joves i dones **® ?' Tot i aix0, fins el 60% dels events
cardiovasculars tenen lloc en subjectes amb un risc calculat entre baix i moderat; i de
fet, 4 de cada 10 infarts de miocardi o episodis de mort sobtada passen en persones
sense antecedents previs de malaltia cardiovascular 2*2. Per tant, nous parametres que
ajudin a identificar als subjectes més vulnerables sén encara necessaris per
desenvolupar noves estratégies preventives %4> 24,

Un dels mecanismes que podria afegir informacio rellevant a l'avaluacio
estandard del risc cardiovascular seria I'avaluacio dels AGEs. Tal com ja hem comentat,
els AGEs constitueixen un grup complex de compostos formats per la lenta glicacio no
enzimatica de proteines, lipids i acids nucleics, dels quals aproximadament una vintena
han estat descrits fins a data d’avui *. Els AGEs ja s'han relacionat amb I'aparici¢ i la
progressio de canvis a nivell vasculars, com ara l'augment de la permeabilitat, de
I'engruiximent i de la rigidesa de la paret arterial * 1%,

Tanmateix, no disposen encara d’evidencia que refermi la hipotesi de que la
magnitud del diposit dels AGEs en la paret vascular es relacioni amb les principals
caracteristiques de la malaltia ateromatosa, com ara la quantitat de territoris afectats, la
seva ubicacio, o l'area total de les plagues ateromatoses. Per investigar aquesta qliestio
s’ha realitzat un estudi transversal mitjangant I'avaluacioé no invasiva de l'acumulacié
tissular d’AGEs mitjancant la SAF en 2.568 subjectes sense antecedents de malaltia
cardiovascular, que també van ser sotmesos a una exploracié ecografica vascular dels
territoris carotidi i femoral. A més, es van avaluar els nivells sérics de CML i RAGE en
un subgrup de 82 subjectes.

MATERIAL | METODES

Declaracio ética

Tots els participants van signar un consentiment informat, i l'estudi va ser
aprovat pel comité d'ética de I'Hospital Universitari Arnau de Vilanova (CEIC-1410).

Disseny de I'estudi i descripcié de la poblacié estudiada

Entre juliol de 2015 i desembre de 2017 es van reclutar un total de 2.568
subjectes d’origen caucasic. Els pacients provenien dels centres d'Atencio Primaria de la
provincia de Lleida, en el contexte d"estudi en curs, prospectiu i d’intervencio, sobre la
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deteccidé de malaltia ateromatosa asimptomatica (Projecte ILERVAS; Identificador de
ClinTrials.gov: NCT03228459) #*®,

Es van utilitzar els seguents criteris d'inclusid: edat entre 45-70 anys, sense
antecedents de malaltia vascular (malaltia isquémica, accident vascular cerebral o
arteriopatia periferica), i amb almenys un factor de risc cardiovascular tradicional
(obesitat, hipertensio, dislipemia, tabaquisme o familia de primer grau amb historia de
malaltia cardiovascular prematura). Els criteris d'exclusié van ser: malaltia renal
cronica, DM2, malaltia pulmonar obstructiva cronica, neoplasia activa, esperanga de
vida inferior a 18 mesos, color de pell fosc (classificacio de Fitzpatrick superior o igual
a b), i dones embarassades.

Tots els subjectes inclosos tenien dades disponibles tant del SAF com de I’estudi
vascular. A més, es va avaluar la concentracio sérica de CML i RAGE en 41 casos amb
malaltia ateromatosa generalitzada (>4 plaques) i 41 controls sense evidencia de placa,
acuradament emparellats per génere, edat (+4 anys), IMC (3 kg/m?) i colesterol total
(£30 mg/dl). Les dades antropomeétriques van ser obtingudes mitjancant protocols
estandarditzats. Es va registrar I'habit tabaquic (actual/ex-fumador/mai); com ex-
fumador es va considerar un periode d’abstinencia tabaquica igual o superior a 1 any.

Estudi vascular i avaluacio de la carrega ateromatosa

Es van explorar de forma bilateral els territoris carotidis (carotida comd,
bifurcacio, carotida interna i carotida externa) i femoral (comua i superficial). Les
imatges van ser obtingudes per personal degudament entrenat mitjancant un aparell
Doppler Ultrasound Vivid-1 (General Electrics Healthcare, Waukesha, WI), equipat amb
un transductor lineal de 12L-RS de banda ampla, que opera a frequéncies entre 5-13
MHz. Es van utilitzar protocols d'escaneig i lectura validats 2*.

Tal com es descriu al consens de Mannheim, el gruix de intima-mitja de la paret
posterior de les artéries es va mesurar 1 cm proximal a la bifurcacié, 1 cm dins de la
bifurcacié i en el primer cm de la cardtida interna 2*’. L'aterosomatosis subclinica es va
definir com la presencia d’almenys una placa en algun dels dotze territoris avaluats.
Com a “placa” es va definir I’engruiximen i protusio intraluminal del gruix intima-mitja
>1.5 mm **®. Es va diferenciar entre malaltia ateromatosa “focal” (1 territori afectat),
“intermedia” (de 2 a 3 territoris afectats) o “generalitzada” (de 4 a 12 territoris).
Finalment es va mesurar la superficie de cada placa ateromatosa, i es va definir com
“area total de la placa” (cm?) a la suma de l'area de totes les plaques d’un mateix
subjecte 244249,

Mesurament de I’autofluorescéncia cutania

La SAF es va mesurar amb el dispositiu AGE Reader™ (DiagnOptics
Technologies, Groningen, The Netherlands), un dispositiu no invasiu i automatitzat que
mesura la deposicid6 d’AGEs en l'avantbrag dominant mitjangant un espectre de llum
ultraviolada-A . Es va registrar el valor mitja de tres lectures, evitant les arees de pell
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tatuades o acolorides amb cosmetics. Un unic dispositiu, mantingut i calibrat seguint les
indicacions del fabricant, es va utilitzar per a totes les mesures, expressades en AU.

Avaluacions de laboratori

Es va obtenir una mostra de sang capil-lar per avaluar nivells de creatinina
(mg/dl), colesterol total (mg/dl) i colesterol de lipoproteina de baixa densitat (LDL)
(mg/dl) (sistema REFLOTRON® plus, Roche). A partir del valor de la creatinina, i
considerant la raca i el génere, va ser estimada la taxa de filtracié glomerular per la
formula CKD-EPI (Chronic Kidney Disease Epidemiology Collaboration) *°. A més,
un cop finalitzat 1’estudi vascular i feta la SAF, es va obtenir una mostra de sang
venosa, sense dejd, a partir de la vena antecubital. Aquesta va ser separada per
centrifugacio (2.000g a 4°C durant 20 min) i congelada a -80°C per a l'analisi conjunt
posterior. Les concentracions seriques de CML i receptors dels AGEs es van mesurar
per duplicat, utilitzant la técnica d’ELISA.

Analisi estadistica

Es va avaluar la distribucié normal de les variables mitjancant la prova Shapiro-
Wilk. Atesa la seva distribucid no normal, les dades quantitatives s'expressen com la
mitjana [rang interquartil]. Les comparacions entre grups es van fer utilitzant la prova
de U de Mann-Whitney per a variables quantitatives, i el chi-quadrat de Pearson per a
variables categoriques. La relacio entre variables continues va ser avaluada per la prova
de correlacio de Spearman.

Es va estudiar la precisié de la SAF com a mesura d'interés per discriminar els
subjectes malalts (pacients amb >1 placa) dels casos sense malaltia ateromatosa
utilitzant un analisi Receiver Operating Characteristic (ROC) i un informe complet
sobre sensibilitat/especificitat.

Es va utilitzar un model de regressid logistica multinomial per explorar les
variables associades de manera independent amb la presencia de qualsevol placa
d’ateroma. Les variables independents incloses en I'analisi van ser la SAF, l'edat, el
sexe, I’habit tabaquic i el colesterol total. Tots els valors "p™ es van basar en una prova
de significat estadistic a dues cares. Es va acceptar com a significatiu un valor de p
<0,05. Les analisis es van realitzar utilitzant el paquet estadistic SPSS (IBM SPSS
Statistics for Windows, versié 20.0. Armonk, NY, EUA).

RESULTATS

La prevalenga de malaltia ateromatosa subclinica en la poblacié estudiada va ser
del 70,4%: el 21,8% restringit als territoris carotidis, el 33,2% restringit als territoris
femorals, i el 45,0% amb plaques en ambdos territoris. Les principals caracteristiques
cliniques i les dades metaboliques segons la preséncia de la placa es mostren a la Taula
2.
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Taula 2. Principals caracteristiques cliniques i dades metaboliques de la poblacio
estudiada segons la preséncia d'almenys una placa ateroma.

Subjectes sense placa Subjectes amb p
>1 placa

n 760 1808 -
Dones, n (%0) 488 (64,2) 825 (45,6) <0,001
Edat (anys) 56 [52 a 61] 58 [53 a 63] <0,001
IMC (Kg/m?) 28,7 [25,6 a 31,6] 28,6 [25,9 a 31,8] 0,563
Ex-fumador, n (%) 591 (27,7) 1455 (31,1) <0,001
Fumador actiu, n (%) 407 (19,1) 1545 (33,0) <0,001
Pressio arterial sistolica (mmHQ) 127 [116 a 138] 131 [121 a 143] <0,001
Pressio arterial diastolica (mmHQ) 80 [74 a 87] 82 [76 a 89] <0,001
Colesterol total (mg/dl) 198 [178 a 224] 203 [180 a 229] 0,015
Colesterol LDL * (mg/dl) 141 [125 a 154] 144 1129 a 163] 0,017
FG (ml/min per 1,73m?) 96,6 [85,5a 102,7] 95,2[84,9a101,9] 0,063
SAF (AU) 1,8[16a21] 19[1,7a2.3] <0,001

Les dades es mostren en mitjana [rang interquartil] o n (percentatge); IMC: index de massa corporal;
LDL: lipoproteina de baixa densitat; *: la determinacid es va fer en casos en qué el colesterol total era
>200 mg/dl i deju >6 hores o colesterol total >250 mg/dl, independentment de les hores de deju; FG:
filtracié glomerular estimat segons l'equaci6 CKD-EPI (Chronic Kidney Disease Epidemiology
Collaboration); SAF: autofluorescéncia de la pell; AU: arbitrary units.

L'ateromatosi asimptomatica va ser més prevalent en els fumadors actius i en els
homes, i va augmentar amb I'edat, els nivells de pressio arterial i la concentracié de
colesterol total i LDL. A més, els pacients amb malaltia ateromatosa subclinica
presentaven una SAF més alta (1,9 [1,7 a 2,3] vs. 1,8 [1,6 a 2,1] AU, p<0,001). La SAF
també va ser major quan els dos territoris carotidis i femorals van ser afectats (2,0 [1,7 a
2,3] AU) que quan la malaltia estava restringida a la carotida (1,9 [1,7 a 2,2] AU,
p=0,008) o femoral (1,9 [1,7 a 2,2] AU, p=0,004). Finalment, el valor de la SAF
augmenta progressivament des de pacients sense placa (1,8 [1,6 a 2,1] AU) fins aquells
amb ateromatosi subclinica generalitzada (2,0 [1,8 a 2,4] AU) (p<0,001) (Figura 16).
Aixi, els subjectes amb >8 territoris afectats mostren la major SAF (2,3 [1,9 a 2,7] AU).
En I'analisi bivariant es va observar una correlacié positiva entre la SAF i el nombre de
territoris afectats (r=0,171, p<0,001).
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Figura 16. Autofluorescencia cutania segons el nombre de territoris vasculars amb
malaltia ateromatosa: focal (1 territori), intermedi (2 a 3 territoris) o generalitzat (4 a 12
territoris).
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La superficie total de la placa va ser de 0,51 [0,21 a 1,07] cm?, que van des de
0,13 [0,09 a 0,23] cm? en pacients amb només 1 placa fins a 1,41 [0,90 a 2,12] cm? quan
la malaltia es generalitzada. També es va observar una correlacié positiva i significativa
entre la SAF i lI'area total de la placa (r=0,113, p<0,001) (Figura 17).

Figura 17. Autofluorescéncia cutania segons els quartils de la superficie total de la
placa.
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L'analisi de la corba ROC va revelar que el millor punt de tall per a la SAF
(combinant sensibilitat i especificitat) per identificar pacients amb malaltia ateromatosa
era 2,05 AU. En aquest punt, lI'area sota la corba ROC era de 0,590 (0,566 a 0,614).
Aquest valor va augmentar a 0,645 (0,610 a 0,680), amb una sensibilitat del 55,6% i una
especificitat del 66,9%, quan l'analisi ROC es va restringir al sexe masculi (Figura 18).
En aquest punt, reduint-se el punt de tall fins a 1,85 AU el percentatge d'individus, amb
alguna placa va augmentar del 70,6% entre els que presentaven una SAF <1,85 AU fins
al 85.,9% entre aquells amb SAF >1,85 AU (p<0,001). Aquestes dades indiquen un risc
augmentat en més de 2 vegades de presentar al menys una placa ateromatosa (diferencia
mitjana 2,5 [IC del 95%: 1,9 a 3,4]; p<0,001) en comparacié amb els subjectes amb un
valors de SAF inferiors. A més, l'area total de la placa era més alta entre aquells amb
una SAF >1,85 AU en comparacié amb la menor quantitat de SAF (0,81 [0,39 a 1,50]
vs. 0,58 [0,24 a 1,15] cm?; p<0,001).

Figura 18. Analisi de la corba Receiver Operating Characteristic (ROC) per avaluar la
precisié de la SAF per discriminar la presencia de malaltia ateromatosa subclinica dels
casos normals, juntament amb un informe de sensibilitat/especificitat en la poblaci6
masculina.

Sonsibility

! Skin AF: AUC (#5051
f 0645 (0,610 to 0G50}

1-Specificity

L'area total de la corba ROC es va interpretar seguint les pautes seglients: 0.9 a 1.0, excel-lent; 0,8 a 0,9,
bo; 0,7a 0,8, just; 0,6 a 0,7, pobre i 0,5 a 0,6, no dtil.

D'altra banda, el model de regressio logistica multinomial per a la preséncia de
malaltia ateromatosa va mostrar que hi havia una associacio significativa amb la SAF,
juntament amb l'edat, el génere masculi, el colesterol total i I’habit tabaquic (Taula 3).
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Taula 3. Model de regressio logistica multinomial per a la preséncia de malaltia
ateromatosa i les seves variables associades incloent tota la poblacié de I'estudi.

Malaltia ateromatosa OR (CI 95%) p
Edat (anys)
[44-53] Ref.
[54-57] 1,79 (1,39 a 2,32) <0,001
[58-63] 2,44 (1,89 a3,17) <0,001
[64-71] 5,63 (4,14 a 7,66) <0,001
Sexe
Dones Ref.
Homes 3,05 (2,48 a 3,76) <0,001
SAF (AU) 1,70 (1,34a2,14) <0,001
Colesterol total
<200 mg/dl Ref.
>200 mg/dl 1,51 (1,26 a 1,83) <0,001
Fumador
Mai Ref.
Ex-fumador 1,72 (1,37 a 2,15) <0,001
Actiu 3,32 (2,56 a 4,31) <0,001
Prova de bondat d'ajust de Chi-quadrat 0,701

Finalment, la Taula 4 mostra les principals caracteristiques cliniques principals i
les concentracions seriques de CML i RAGE en subpoblacié d'estudi segons la
preséncia de malaltia ateromatosa.

Taula 4. Principals caracteristiques cliniques i dels productes finals de glicacio
avancada en sérum i les seves dades de RAGE de la poblaci6 que forma part del
subestudi cas-control segons la preséncia de malaltia ateromatosa generalitzada.

Subjectes sense placa Malaltia ateromatosa p
generalitzada

n 41 41 -
Dones, n (%) 14 (34,1) 15 (36,6) 1,000
Edat (anys) 59 [55 a 63] 60 [55 a 65] 0,656
IMC (Kg/m?) 28,0 [25,9 2 29,9] 28,0 [26,5 a 30,5] 0,597
Colesterol total (mg/dl) 210 [189 a 228] 202 [183 a 222] 0,358
CML 105,0 [64.4 a 121,6] 109,8 [85,6 a 143,1] 0,034
RAGE 0,044 [0,018 a 0,142] 0,039 [0,023 a 0,066] 0,506
SAF (AU) 1,8[16a21] 2,1[19a24] <0,001
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DISCUSSIO

Aquest és el primer estudi en que la SAF s’ha avaluat a marcador de malaltia
ateromatosa subclinica en una gran cohort de subjectes de mitjana edat sense
esdeveniments cardiovasculars coneguts. En la nostra cohort s'ha descrit una estreta
relacié entre la SAF i totes les caracteristiques relacionades amb la carrega de malaltia
ateromatosa (presencia de placa, nombre de territoris afectats i area total de placa).

La prevalenga de la malaltia ateromatosa subclinica en el nostre estudi va ser del
70,4%, percentatge superior al 63% descrit en la mostra de treballadors del Banc de
Santander de I’estudi PESA (Progression of Early Subclinical Atherosclerosis) ?*!. En
ambdds casos, la presencia de placa ateromatosa en pacients de mitjana edat,
asimptomatics pero vulnerables, és com un problema clinic d’alta prevalenga que cal
resoldre. Més encara quan gairebé un ter¢ dels participants de I'estudi PESA classificats
com de baix risc per les escales tradicionals (Framingham Heart Study i European
European Systematic Risk Assessment) presentaven una malaltia ateromatosa intermedia
o generalitzada ***. A més, el nostre estudi també posa de manifest que si el cribatge de
la malaltia ateromatosa es limita a 1’exploraci6 carotidea deixem de detectar almenys un
12% de pacients amb malaltia exclusiva dels territoris femorals. Aquest missatge esta en
concordanga amb les dades de I'estudi Carotid-Femoral Ultrasound Morphology and
Cardiovascular Events (CAFES-CAVE), que va demostrar que I'exploraci6 només
carotida o femoral només predeia un 15% i un 13% menys de nous esdeveniments que
I'examen d'ambdds territoris en un periode de deu anys seguiment 2°%. Estudis
demografics previs, com el Multi Ethnic Study of Atherosclerosis (MESA), el US High
Risk Plaque Study, i el Northern Manhattan Study van establir també fortes associacions
entre els esdeveniments cardiovasculars i la malaltia ateromatosa subclinica en territoris
carotidi i coronari ** 2% %4 En aquest contexte, les nostres dades mostren que la SAF
pot ser una eina Util per ajudar-nos a detectar a aquesta poblacié en risc.

S'han descrit alguns efectes caracteristics dels AGEs que podrien afavorir la
formaci6 de plaques, com augmentar I'estres oxidatiu, les modificacions del col-lagen i
altres proteines que constitueixen la matriu extracel-lular de la paret arterial i la
membrana basal, la promocid de la captura de LDL al compartiment subendotelial, i
l'increment de la rigidesa vascular %% A més, la unié dels AGEs al seu receptor
activa el factor nuclear kappa B, entre altres vies pro-oxidants i proinflamatories 2°° 2.
Per tant, el paper dels AGEs afavoriria la formacié de plagues ateromatoses causant
danys generalitats a les arteries mitjancant I'augment de la inflamacio, I'estrés oxidatiu i
la reticulacid de proteines de la paret arterial. A més, els AGEs també actuen com a
mediadors de la progressié i trencament de les lesions ateromatoses estables *%°.

Atés que la malaltia ateromatosa és un procés difas, la mesura de la superficie
total de la placa sembla ser una aproximacio més fiable per al pacient en situacio de
risc. D'aquesta manera, s'ha comunicat que la placa creix longitudinalment al llarg de
I'eix de flux carotidi amb més rapidesa, quasi el doble, del que ho fa en gruix 2**. Per
tant, sembla raonable suggerir que els pacients amb plaques meés petites tindran un
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menor risc cardiovascular en comparacié amb aquells amb la mateixa quantitat de
plaques pero amb una major superficie total.

L'associacio entre els AGEs circulants i la mortalitat per a totes les causes, i
especialment d’origen cardiovascular, ha estat avaluada en estudis epidemiologics de
grandaria moderada, centrats en gent gran, en dones amb DM2 i en pacients amb
diabetis mellitus tipus 1 %**®. D'aquesta manera, en una poblacié adulta d'homes i
dones majors de 65 anys, la concentraci6 sérica de CML es va associar amb una major
incidencia de malalties coronaria i cerebrovascular, de forma independent als factors de
risc tradicionals 2%, No obstant aixo, Hanssen et al. va mostrar que les mesures d’AGEs
en plasma no eren diferents en comparar 1.291 individus amb i sense malaltia
cardiovascular provinents de dos estudis de cohorts holandesos %*’. De manera
semblant, en una cohort de dimensions mes modestes, amb subjectes amb malaltia
renal, no es va detectar cap associacié entre CML i la incidéncia malaltia cardiovascular
288 | es nostres dades en un petit subgrup de la poblacié inicial mostren un discret, tot i
que significatiu, increment de la concentracié de CML en els subjectes amb malaltia
ateromatosa subclinica generalitzada.

Hi ha limitacions potencials que volem destacar en el nostre estudi. En primer
lloc, com a estudi observacional i transversal, no es pot establir una relacié causal entre
la SAF o els AGEs circulants amb 1’ateromatosi subclinica. A més, no podem estar
segurs que els pacients amb valors més elevats de SAF siguin també els que
desenvolupin esdeveniments cardiovasculars durant els proxims anys. Tanmateix, el
problema és clinicament rellevant, ja que la prevalenca de l'ateromatosi subclinica
afecta quasi a dos tercos de la poblaci6 estudiada, i es necessita ajuda per identificar de
forma eficag els subjectes de més alt risc. En segon lloc, la SAF pot ser poc fiable en
subjectes amb pell fosca a causa d'una excessiva absorcié de la llum. Hem intentat
resoldre aquesta limitaci6 seleccionant només els subjectes caucasics i excloent aquells
amb tonalitats de pell més fosques. En tercer lloc, hem estudiat els nivells circulants
d'AGEs tan sols en una poblacio petita, tot i que ben seleccionada.

En conclusio, hi ha una clara necessitat d'identificar subjectes amb major risc de
patir malaltia cardiovascular. En general, els clinics han utilitzat puntuacions globals de
risc que combinen multiples factors de risc cardiovascular tradicionals per classificar els
pacients. El nostre estudi mostra que la SAF s'associa amb un augment de la carrega
ateromatosa i proporciona informaci6 clinicament rellevant, el que suggereix la seva
introduccid en les futures estratégies d'avaluacio de risc cardiovasculars en poblacid
general.

SUPORT FINANCER

Aquest treball ha rebut suport economic per realitzar les determinacions sériques de
CML i RAGE per part de la Fundacion de la Sociedad Espafiola de Endocrinologia y
Nutricion (FSEEN) i el Laboratori Esteve.
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2. Segon Estudi: AGEs i malaltia renal cronica.




Introduccio: Els AGEs, associats classicament amb la DM2, permeten estimar el risc
cardiovascular en pacients amb MRC avancada, aixi com la seva edat vascular. En
absencia d'hiperglucémia, els AGEs poden augmentar en preséncia d’estrés oxidatiu i
inflamacid, aixi com en funcio de la dieta o el comsum de tabac. La mesura de la
concentracio dels AGEs a nivell subcutanis una técnica rapida, automatitzada, facil i
innocua. Fins ara no disposem d’informacio dels nivells d’AGEs en fases inicials de la
MRC, i menys de la seva relacio amb la presencia de malaltia ateromatosa subclinica.

Material i métodes: Estudi cas-control observacional. Esvan reclutar 87 pacients amb
MRC classificada en els estadis 2, 3a i 3b, aixi com 87 controls sense MRC. Tots dos
grups van ser acuradament aparellats per edat, sexe, IMC, perimetre de cintura i habit
tabaquic. Es van excloure en tots dos grups els pacients amb el diagnostic de DM2. La
concentracio d’AGEs a nivell subcutani es va estimar mitjancant SAF, i es va utilitzar
un dispositiu AGE Reader. A més, es va realitzar un estudi ecografic dels territoris
carotidis per avaluar la preséncia de malaltia ateromatosa. Als analisis comparatius
habituals es va afegir un estudi de regressio lineal multiple per determinar els factors
associats a nivells elevats d’AGEs.

Resultats: No hi van haver diferencies en I’edat, el sexe ni la presencia dels factors de
risc cardiovascular classics entre tots dos grups. Els pacients amb MRC tenien uns
nivells de SAF superiors als del grup control (2,2£0,4 vs. 2,5+0,6; p<0,001). Quan els
pacients amb i sense placa van ser analitzats per separat, les diferéncies en la SAF entre
pacients amb MRC i controls van persistir solsament en el grup que presentava alguna
placa carotidea (2,60,5 vs. 2,2+0,5; p<0,001). L’edat vascular estimada va ser 12 anys
superior en els pacients amb malaltia renal (p=0,001). En I’analisi univariant, la SAF es
va correlacionar negativament amb el filtrat glomerular (r= -0,312, p=0,003), i
positivament amb l'edat (r=0,586, p<0,001), la pressio del pols (r=0,380, p<0,001) i
I’SCORE risk (r=0,434, p<0,001). Finalment, la regressid lineal multiple va posar de
manifest com l'edat i el filtrat glomerular s’associen de forma independentment als
valors de SAF (p<0,001).

Conclusions: Els AGEs estan augmentats en els estadis inicials de la MRC, i
augmenten en la mesura en que disminueix el filtrat glomerular. Els pacients amb
malaltia renal tenen una edat vascular 12 anys superior a 1’edat cronologica. Aquest
envelliment vascular prematur podria afavorir futurs esdeveniments cardiovasculars. La
mesura dels AGEs sorgeix com una eina util per a valorar el risc cardiovascular en
pacients renals.
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Abstract

Advanced glycation end-products (AGEs) are increased and predict mortality in patients
with chronic kidney disease (CKD) who are undergoing hemodialysis, imespective of the
presence of type 2 diabetes. However, little information exits about the relationship between
AGEs and subclinical atherosclerosis at the early stages of CKD. A case-control study was
performed including 87 patients with mild-to-moderate stages of CKD (glomerular filiration
rate from 89 to 30 ml/min/per 1.73m?) and 87 non-diabetic non-CKD subjects matched by
age, gender, body mass index, and waist circumference. Skin autofluorescence (AF), a
non-invasive assessment of AGEs, was measured. The presence of atheromatous disease
in carotid and femoral arteries was evaluated using vascular ultrasound, and vascular age
and SCORE risk were estimated. Patients with mild-to-moderate stages of CKD showed an
increase in skin AF compared with control subjects (2.5+0.6 vs. 2.240.4 AU, p<0.001). A
skin AF value =2.0 AU was accompanied by a 3-fold increased risk of detecting the pres-
ence of an atheromathous plaque (OR 3.0, 95% Cl 1.4-6.5, p = 0.006). When vascular age
was assessed through skin AF, subjects with CKD were almost 12 years older than control
subjects (70.3£25.5 vs. 58.5220.2 years, p = 0.001). Skin AF was negatively correlated with
glomerular filtration rate (r = -0.354, p<0.001) and LDL-cholesterol (r =-0.269, p = 0.001),
and positively correlated with age (r=0.472, p<0.001), pulse pressure (r=0.238, p=
0.002), and SCORE risk (r=0.451, p<0.001). A stepwise multivariate regression analysis
showed that age and glomerular filtration rate independently predicted skin AF (R® = 0.289,
p<0.001). Skin AF is elevated in patients with mild-to-moderate CKD compared with control
subjects. This finding may be independently associated with the glomerular filiration rate
and the presence of subclinical atheromatous disease. Therefore, the use of skin AF may
help to accurately evaluate the real cardiovascular risk at the eary stages of CKD.

PLOS ONE | DOI:10.1371/journal.pone.0170778  January 31, 2017

11




@ PLOS | one

Skin Autofluorescence in Early Chronic Kidney Disease

Competing Inferests: The authors have declared
that no competing interests exist.

Introduction

Advanced glycation end products (AGEs) characterize a heterogeneous group of compounds
formed by the non-enzymatic glycation of proteins after exposure to aldose sugars [1]. These
reactions progress in normal aging, and are accelerated under chronic hyperglycemia [2,3]. In
this way, the concentration of AGEs is associated with a higher incidence and faster progres-
sion of chronic type 2 diabetes (T2D) microangiopathy, and it is also an independent predictor
of mortality in this population [4, 5]. In addition, other conditions like chronic inflammation,
oxidative stress, and tobacco smoke can lead to increased AGES formation [1, 6. 7].

The gold standard skin biopsy measurement of AGEs agglomeration may be substituted by
a non-invasive device based on skin autofluorescence (AF) [8]. Skin AF has been previously
validated in clinical settings, and its clinical value has been established in large studies includ-
ing individuals with a high risk of atherosclerosis, as T2D and chronic kidney disease (CKD)
[9-12]. AGEs promote the development and evolution of atherosclerosis through direct and
receptor pathways [13].

The progressive loss of glomerular filtration rate (GFR) is associated with systemic inflam-
mation, as well as with an imbalance between oxygen reactive species production and antioxi-
dant defenses [14, 15]. Increased circulating levels of AGEs are found in patients with CKD
undergoing hemodialysis regardless, of the presence of T2D [4, 16]. Some additional factors
have been associated with AGEs accumulation in renal failure because of decreased glomerular
filtration, intraperitoneal formation during the time course of peritoneal dialysis, or dietary
intake [17-20]. Therefore, the high body burden of AGEs in subjects with CKD may play a
role in the pathogenesis of vascular complications associated with hemodialysis [21]. However,
there is little information about the relationship between AGEs and subclinical atherosclerosis
at earlier stages of CKD.

To shed light on this issue, we performed a case-control study of tissue accumulation of
AGEs according to the presence of mild to moderate CKD. For this purpose, we selected sub-
jects without T2D and no previous cardiovascular events. The AGEs were measured via skin
AF. We also aimed to assess the relationship between AGEs accumulation and subclinical
atheromatosiss by evaluating vascular ultrasound data.

Material and Methods
Ethics statement

Informed written consent was obtained from all participants, and the protocol was approved
by the Amau de Vilanova University Hospital ethics committee.

Design of the study and description of the study population

We assessed the effect of mild to moderate CKD on tissue accumulation of AGEs following the
Strengthening the Reporting of Observational Studies in Epidemiology guidelines for reporting
case-control studies [22].

A total of 128 patients attending the outpatient Nephrology Clinic were examined to deter-
mine eligibility at the time of a regular visit between December 2014 and October 2015. The
inclusion criteria were age older than 18 years, Caucasian origin, and GFR categories G2
(mildly decreased; 60-89 ml/min/per 1.73m?), G3a (mildly to moderately decreased; 45-59
ml/min/per 1.73m?), or G3b (moderately to severely decreased; 30-44 ml/min/per 1.73m%)
according the standards established by the Kidney Disease: Improving Global Outcomes [23].
Therefore, all patients with GFR category G2 also present moderately or increased albuminuria
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(= 30 mg/g or = 3 mg/mmol). The GFR was estimated following the CKD-EPI ( Chronic Kid-
ney Disease Epidemiology Collaboration) equation [24].

Using the standard deviation of serum AGEs detected in a previous study, we determined
that the minimum sample required was 51 subjects [2]. Forty-one patients were excluded: T2D
(n = 10), prior cardiovascular event (n = 8), GFR lower than 30 ml/min/per 1.73m* (n = 6),
non-Caucasian races (n = 4), chronic treatment with steroids (n = 3), active malignancy
(n=3), type 1 diabetes (n = 3), and age older than 80 years (n = 1). Moreover, 3 patients were
excluded for their brown skin (Fitzpatrick type I'V skin) because the excessive light absorption
produced by this type of skin precludes reliable measurements of skin AF. No pregnant
women were evaluated.

We aimed to select one control for every case. Subsequently, 87 subjects without kidney dis-
ease (GFR categories G1 and G2 without albuminuria) from the same Department served as
the control group. Controls were closely matched to cases by, gender, BMI, waist circumfer-
ence, and smoking status. As a linear relation between skin AF and subject age has been previ-
ously described, both groups were also matched by chronological age [2].

Measurement of AGEs accumulation and determination of vascular age

Skin AF was measured using the AGE Reader™ device (DiagnOptics, Groningen, The Nether-
lands), a fully automated noninvasive tool that measures AGE deposition using an Ultraviolet-
A spectrum. The skin AF is determined from the ratio between the emission fluorescence in
the wavelength range between 420-600 nm, and the reflected excitation light with a wave-
length between 300-420 nm, which was measured using a spectrometer and software. The
measurement time is about one minute, and the mean value of three readings was recorded in
all subjects. In addition, vascular age was calculated using skin AF value by the formula previ-
ously validated by Koetsier [vascular age = (skin AF- 0.83) / 0.024)] [2].

Vascular ultrasound study and SCORE risk estimation

The ultrasound assessment of carotid and femoral arteries followed a predetermined protocol
as defined in the NEFRONA study [25]. Briefly, B-mode and color-Doppler ultrasound imag-
ing was performed using a Vivid-i BT09device (General Electrics Healthcare, Waukesha, WI)
equipped with 6-13 MHz broadband linear array transducer and Doppler examinations in
transverse and longitudinal planes. The presence of atheromatous plaque in the following ter-
ritories was evaluated on the left and right sides: internal, bulb and common carotid arteries,
and deep and superficial femoral arteries. Plaques were defined as focal intrusions into the
lumen > 1.5 mm thick; as recommended by American Society of Echocardiagraphy [26]. Simul-
taneously, the ankle-brachial index (ABI) was assessed: a pathologic ABI was defined as a value
<0.9 or > 1.4, and the modified method by Schréeder was preferred [27]. Participants were clas-
sified by grades of atheromatous disease in 4 stages according ultrasound study and the ABI: (i)
no atherosclerosis (ABI =0.9); (ii) mild atherosclerosis (ABI between 0.7-0.9); (iii) moderate
atherosclerosis (carotid plaque with stenosis <<50%); and (iv) severe atherosclerosis (ABI <0.7
or carotid plaque with stenosis =50%) [25]. To better analyze our results, patients were grouped
according to the severity of atheromatous disease: Group I (patients without and with mild ath-
erosclerosis, in which the absence of plaques is mandatory) and Group II (patients with moder-
ate and severe atherosclerosis, in which presence of plaques is mandatory).

The SCORE (Systematic COronary Risk Evaluation) risk system is based on age, gender,
country of origin, systolic blood pressure, smoking status, and either total cholesteral or total
cholesterol/high-density lipoprotein cholesteral ratio. It was used to estimate the 10-year risk
of mortality from cardiovascular disease [28].

PLOS ONE | DOI:10.1371/journal.pone 0170778  January 31, 2017 3’1




Skin Autofluorescence in Early Chronic Kidney Disease

@ PLOS | one

Statistical analysis

Normal distribution of the variables was evaluated using the Kolmogorov-Smirnov test. Data
were expressed either as the mean + 5D or median (total range). Comparisons between groups
were performed using the Student’s £ test or the Mann-Whitney U test for continuous vari-
ables, and the ” test or the Fisher test were used for categorical variables.

The relationship between the continuous variables was examined with Pearson’s linear cor-
relation test or the Spearman correlation coefficient. A stepwise multivariate regression analy-
sis was used to explore the variables independently related to skin AF. The independent
variables included age, gender, pulse pressure, LDL cholesterol, GFR, glycosylated haemoglo-
bin, and SCORE risk. Significance was considered with a two-sided p value <0.05. Statistical
analyses were performed using S5PS statistical package (5PS5, Chicago, IL, USA) version 20.

Results

The main clinical characteristics and metabolic data of the study population according to the
presence of CKD are showed in Table 1. Patients with mild to moderate decrease in GFR
showed significantly higher levels of skin AF versus non-CKD subjects (2.5 0.6 vs. 2.2 £ 0.4

Table 1. Main clinical characteristics and metabolic data ofthe study population according to the presence of chronic Kidney disease.

| Mild to moderate CKD [ Non CKD Mean difference (95% CI) P
N ar | ar - -
Women, n (%) ' 33(379) 33(379) - 1.000
Age (yrs) 58.1+106 56.5+8.8 -1.5(-44101.4) 0.307
BMI (Kg/m?) 288158 289+48 08(-15101.6) 0.918
Waist circumference (cm) 1004 +15.1 100.7 £12.7 0.2(-3910 4.5) 0.893
Non-smoker, n (%) 56 (49.5) 49 (41.4) - 0.286
Systolic Blood Pressure (mm Hg) 1311 £16.8 128.0+18.0 -3.0 (-82to2.1) 0.246
Diastolic Blood Pressure (mm Hg) 77.6+10.0 75.7+11.7 -1.9(-51101.3) 0.253
Pulse Pressure (mm Hg) 53.5+14.3 52.3+143 -1.1(-54103.1) 0.591
Fasting plasma glucose (mmol/) 5305 53x08 0.0(-31104.7) 0.685
HbA1c (%) 54103 54104 0.0(-0.11t00.1) 0.933
Serum Creatinine (mg/dL) 132 1+0.6 0.81+0.1 0.5 (0610 -0.3) <0.001
GFR (mL/min per 1.73m?) 60.8+18.3 90.0+9.3 291 (24. 710 33.5) <0.001
ACR (malg) 108.2+191.0 53153 -102.9 (-150.7 to -55.1) <0.001
Total cholesterol (mg/dL) 1645 +35.6 1949+41.9 304 (-18.7to 421) <0.001
HDL-cholesterol (mg/dL) 50.7+126 5321122 242 (-1.4106.2) 0.218
LDL-cholesterol (mg/dL) 91.41£279 117.4 £37.2 26.0 (15.810 36.3) <0.001
Triglycerides (mg/dL) 1335 (42.0to 780.0) 140.0 (52.0 to 632) 6.4 (-21.6 to 34.6) 0.650
SCORE risk (%) 2.3+26 17122 0.6 (-1.3100.0) 0.079
Atheromatous plague, n (%) 68 (78.1) 72 (82.7) - 0.444
Causes of chronic kidney disease
High blood pressure 36 (41.4) - - -
Polycystic kidney disease 16 (18.4) - - -
Glomerulonephritis 25 (28.7) - - -
Tubulointerstitial nephritis 10(11.5) - - -

Dala are means + SD, n (percentage) or median (total range). CKD: chronic kidney disease; BMI: body mass index; HbA1e

: gycosylated hasmoglobin;

GFR: glomerular filtration rate estimated according the CKD-EPI {Chronic Kidney Disease Epidemiology Collaboratior) equation; ACR: albuminto
creatinine ratio; SCORE: Systematic Coronary Risk Evaluation.

doi:10.1371/journal.pone.0n 707 78001
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Fig 1. Skin autofluorescence according to the presence of atheromatous plague between controls and
patients with mild to moderate stages of CKD. CKD: chronic kidney disease; AU: arbitrary units; *: p<0.001;
Group |: patients without and with mild atherosderosis, in which the absence of plagues is mandatory; Group 11:
patients with moderate and severe atherosclerosis, in which presence of plaquesis mandatory.

doi:10.1371/journal .pone 01 70778.0001

arbitrary units (AU}, p<.0.001). When the subjects with and without atheromatous plaque
(group I'vs. group II) were analyzed separately, differences in skin AF values persisted onlyin
the second group (Group II: 2.6 £0.5 vs. 2.2 £0.5 AU, p<0.001), and disappeared among sub-
jects with no detectable plaque (Group I: 22 £0.7 vs. 2.0 £ 0.3 AU, p =0.464) (Fig 1). When
the entire population was evaluated, subjects with a skin AF value higher > 2.0 AU showed a
3-fold increased risk of an atheromathous plaque (OR 3.0, 95% CI 1.4-6.5, p = 0.006).

As shown in previous studies, a strong positive correlation was observed between skin AF
and age (r = 0.472, p<0.001), without differences between genders. While both groups were
closely matched for age, when vascular age was assessed, subjects with mild to moderate CKD
appeared to be almost twelve years older than control subjects (70.3 £ 25.5 vs. 58.5 £20.2
years, p =0.001).

In the entire population, skin AF correlated negatively with GFR (r =-0.354, p<0.001); and
LDL-cholesterol (r = -0.269, p =0.001), and correlated positively with age (r = 0.472,
p<0.001), pulse pressure (r = 0.238, p = 0.002), and SCORE risk (r =0.451, p<0.001). (Fig 2).
The same linear correlations were observed when only patients with CKD were evaluated, but
disappeared in the control group. An intriguing negative correlation was also stablished
between AGEs and LDL cholesterol (Table 2).

Finally, a stepwise multivariate regression analysis showed that the age and GFR (but not
pulse pressure, glycosylated hemoglobin, LDL-cholesterol nor SCORE risk) were indepen-
dently associated with forearm skin AF (R*=10.289, p<0.001) (Lable 3).

Discussion

To the best of our knowledge, this is the first study to show that subjects with early stages of
CKD significantly increase skin AF values. In addition, a close relationship exists between skin
AF and asymptomatic atheromatous disease in this population. Furthermore, skin AF appears
to be negatively correlated with GFR, suggesting that renal dysfunction is a key factor to
increase AGEs deposition in subcutaneous tissue.

The current study agrees with recent findings in subjects with an estimated GFR =60 ml/
min/per 1.73m’, in whom skin AF was significantly higher in those with peripheral artery dis-
ease versus the subdlinical atherosclerosis group. This contributes to vascular damage in addi-
tion to classical mechanisms [29]. The biological effects of AGEs through its ligation to their
receptors located in large blood vessels accelerate plaque formation [13]. In patients with end-
stage renal disease, immunostained pentosidine -a major glycoxidation product- was observed
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Fig 2. Scatter plot showing linear correlation between skin autofluorescence and: pulse pressure,
and glomerular filtration rate. AU: arbitrary units; GFR: glomerular filtration rate estimated according the
CKD-EPI (Chronic Kidney Disease Epidemiology Collaboration) equation.

doi: 10.1371/journal.pone 0170778.g002

along the elastin fibers in aortic media. This was associated with medial calcification [30].
These data also shown that deposition of AGEs accompanies subclinical atherosclerosis
beyond the presence of T2D [31].

Table 2. Correlations of skin autofluorescence with clinic and metabolic variables.

All subjects Mild to moderate CKD Non CKD
r P - r P r P

Age(yrs) 0.472 <0.001 0.586 <0.001 0.291 0.006
BMI (kg/m?) 0.040 0600 | 0088 0417 025 0819
PP (mmHg) 0.238 0002 0.380 <0.001 0.055 0612
FPG (mmol) -0.021 0789 | 0016 085 | -0040 0712
HbA1c (%) 0.054 0603 | 0130 | 0307 | 0124 0453
GFR (mL/min per 1.73m?) -0.349 <0001 | -0315 0003 | 0110 0309
LDL-cholesterol (mg/dl) -0.269 0.001 -0.127 0.255 0284 0011
SCORE risk (%) 0.451 <0001 | 0541 <0001 0314 0.105

CKD: chronic kidney disease; BEMI: body mass index; PP: pulse pressure; FPG: fasting plasma glucose; HbA1c: glycosilated hemoglobin; GFR: glomerular
filtration rate estimated according the CKD-EPI (Chronic Kidney Disease Epidemiology Collaboration) equation; SCORE: Systematic Coronary Risk

Evaluation).

doi:10.1371/journal.pone.01 707781002
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Table 3. Stepwise multivariate regression analysis of variables associated with skin
autofluorescence.

| Beta p
Skin AF Age (yrs) 0.424 <0.001
GFR (mL/min per 1.73m?) -0.275 <0.001
LDL-cholesterol (mg/dl) -0.148 0.112
SCORE risk (%) 0.155 0.171
PP (mmHg) 0.057 0.508
HbA1c (%) 0.032 0.719
R®=0.289 Constant 0.001

Beta: Standardized regression coefficient; AF: autoflucrescence; GFR: glomerular filtration rate estimated
according the CKD-EPI (Chronic Kidney Disease Epidemiology Collaboration) equation; SCORE
(Systematic Coronary Risk Evaluation); PP: pulse pressure; HbA1c: glycosilated haemoglobin.

d0i:10.1371/journal.pone 01707 78.1003

CKD substantially increases the risk of cardiovascular disease. Indeed, a large community-
based population study including 1,120,295 adults showed an adjusted hazard ratio for cardio-
vascular events was 1.4 with an estimated GFR of 45 to 59 ml/min/per 1.73m’ This increased
to 2.0 with an estimated GFR of 30 to 44 ml/min/per 1.73m" [32]. In addition, AGEs are also
known to accumulate in the microvasculature of the kidney and to promote glomerular filtra-
tion and proteinuria [33]. In fact, clinical studies in patients with type 1 diabetes revealed a sig-
nificant increase in the skin concentration of AGEs as urinary albumin increased from normal
to microalbuminuria, and macroalbuminuria [34].

The plasma concentration of AGEs in T2D has also identified those normoalbuminuric sub-
jectswho will experience a higher increase in the glomerular basement membrane at in about
5-years follow-up period [35]. More recently, Luo et al. have demonstrated that in a non-hyper-
glycemic milieu, AGEs increase the permeability of the glomerular endothelial cells by a matrix
metalloproteinases degradation of tight junction complexes, mainly occluding and claudin-5 pro-
teins [36]. Our results support the close relationship between AGEs accumulation and decreases
in GFR because a strong and negative relationship between mild to moderate ranges of GFR and
skin AF was observed. Whether the AGEs renal accumulation in humans promotes kidney dys-
function or whether the decrease in GRF triggers AGE accumulation cannot be elucidated from
our study. However, when the receptor for AGEs is deleted in a mouse model, there is a 29%
increase in GFR accompanied by structural changes such as reduced thickening of glomerular
basement membrane and mesangial sclerosis [37].

When assessed using skin AF values, we observed a marked increase in vascular age, which
is more than 10 years higher than the chronological age in patients with CKD. Vascular aging
occurs along with endothelial dysfunction, vascular remodelling, inflammation, and increased
stiffness, all of them previously associated with AGEs [L6, 38]. In this way, we observed a 3-fold
increased risk of an atheromathous plaque in subjects with a skin AF value higher > 2.0 AU.
This data support the idea that AGEs are usetul in identifying a subclinical phenotype of early
vascular disease in large blood vessels [39]. Therefore, in a CKD population before end-stage
disease is established, skin AF may represent a clinically helpful and non-invasive method to
screen assess cardiovascular risk.

The relationship between skin AF and other conventional risk factors outside T2D remains
controversial. In our study, skin AF positively correlated with SCORE risk when the entire
population as well as patients with renal impairment were evaluated. However, the correlation
disappeared in the control group. Similarly, skin AF was not related to SCORE risk or its
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components in a sub-study of the Groningen Overweight and Lifestyle (GOAL) project that
included overweight and obese subjects without T2D nor renal disease [40]. These data sup-
port the idea that, in the clinical setting the decreased GFR is as a key factor accounting for
skin AF when T2D is not present. The inverse association between skin AF and LDL choles-
terol detected in our population deserves an additional comment. When the LDL conjugated
diene is measured as marker of lipid peroxidative stress, a negative correlation with skin AF
has been described in critically ill patients [41]. In addition, serum LDL cholesterol was also
negatively correlated with skin AF in a cross-sectional study of 223 individuals visiting the vas-
cular outpatient clinic for primary or secondary prevention [29].

This study has some limitations. As a cross-sectional study, we cannot establish a causal
relationship between skin AF and subclinical atheromatosis. However, the problem is clinically
relevant since the prevalence of CKD reaches 20.4% among participants from the 2005-2006
National Health and Nutrition Examination Survey (NHANES), and help is needed to better
identify subjects at risk [42, 43]. Second, we did not compared skin AF with plasma AGEs lev-
els. We assumed that skin AF remains stable for a long time because it is less influenced by fac-
tors such as smoking or nutrition. In fact, plasma AGEs measurements were not different
when comparing individual with and without cardiovascular disease in participants from two
Dutch cohort studies including 1.291 subjects with various degrees of glucose metabolism
[44]. Third, skin AF could be unreliable in subjects with dark skin due to excessive light
absorption. We tried to solve this limitation selecting only Caucasian subjects and excluding
four of them with medium brown skin.

In conclusion, skin AF is elevated in patients with mild to moderate CKD in comparison
with control subjects. This finding is related with the presence of subclinical atheromatous dis-
ease, and appears to be independently associated with the GFR. Therefore, skin AF is an easy,
fast and non-invasive method that may help to accurately evaluate real cardiovascular risk in
the early stages of CKD.
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3. Tercer Estudi: AGEs, diabetis mellitus tipus 2 i funcio
pulmonar.




Introduccio: Els teixits rics en col-lagen i elastina, com ara el pulmd, poden ser
objectiu de la glicaci6 no enzimatica. L’acumulaci6 d’AGEs podria ser un dels
mecanismes que col-laboraria en el deteriorament de la funcié pulmonar descrit en la
DM2. Per aquest motiu hem volgut avaluar la relacio entre els AGEs i la funcid
pulmonar en una amplia poblacio tenint en consideracio la presencia dels trastorns dels
metabolisme hidrocarbonat (prediabetis i DM2).

Material i Metodes: Estudi transversal que inclou 1.830 subjectes provinents del Bus
de la Salut: 660 (34,6%) amb prediabetis i 1.170 amb metabolisme normal de la
glucosa. A més a mes, es van incloure també 79 pacients amb DM2 provinents de les
Consultes Externes del Servei d’Endocrinologia. No hi ha cap subjecte amb diagnostic
de patologia pulmonar. Tots els pacients disposaven de dades sobre la seva funcio
pulmonar, mitjangant una espirometria forgada, i de la mesura dels AGEs mitjangant la
SAF.

Resultats: La SAF va ser significativament més alta en pacients amb DM2 que en els
pacients amb prediabetis (2,5 [2,0-3,0] vs. 1,9 [1,7-2,2] AU, p<0,001), i també que en
aquells amb metabolisme normal de glucosa (1,9 [1,7-2,2], p<0,001). Els subjectes amb
una alteracio ventilatoria (tant sigui patré no obstructiu com obstructiu) presentaven una
SAF significativament major en comparacié amb els subjectes amb funcié pulmonar
normal (p<0,001). Quan tota la poblacié de I’estudi va ser avaluada de forma conjunta
es va observar una correlacio positiva entre la SAF 1 I’edat, la xifra d’HbAlc, I’habit
tabaquic i el filtrat glomerular. A més, també existeix una correlacié negativa entre la
SAF i parametres pulmonars com la capacitat vital forcada (CVF: r=-0,114, p<0,001) i
el volum expiratori forgat en el primer segon (VEMS: r= -0,212, p<0,001). Aquesta
darrera relacid es va veure enfortida quan es van analitzar solsament els pacients amb
DM2 (CVF: r=-0,453, p<0,001; VEMS: r=-0,393, p<0,001). A partir de I'analisi ROC,
el millor punt de tall per discriminar la preséncia d’'un VEMS<80% del valor tedric va
ser una SAF >2,05 AU. Amb aquest punt de tall, el percentatge de individus amb un
VEMS<80% augmenta del 17,4% fins al 27,6% (p<0,001). Finalment, l'analisi de
regressio multivariant va mostrar que la SAF (juntament amb el génere, el IMC, 1’habit
tabaquic i I’HbA1c) predia de manera independent tant la CVF (R?*=0,122, beta= -
0,076) com el VEMS (R?=0,121, beta= -0,102).

Conclusions: Aquesta és la primera evidéncia clinica que correlaciona els AGEs amb
una disminucio dels valors espirometrics en subjectes sense patologia pulmonar de base.
Agquesta associacio va ser més forta en el subgrup de pacients amb DM2. Els nostres
resultats suggereixen que l'acumulacio d'AGEs en el parenquima pulmonar i la paret
toracica pot ser afegit com un dels mecanismes implicats en I'efecte perjudicial que la
DM2 exerceix sobre la funcio pulmonar.
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The lung is not usually included in the list of organs that might be affected by type 2 diabetes (T2D). However, its abundance of collagen and elastin fibres,
crucial proteins in the extracellular matrix, together with its vascularization reach, make the lung parenchyma a potential target for chronic hyperglycaemia [1].
Indeed, cross-sectional studies conducted during the past few decades have shown that adults with T2D have lower forced vital capacity (FVC) and forced
expiratory volume in the first second (FEV1) than adults without T2D [2]. A few pathophysiological mechanisms have also been well documented, including
insulin and leptin resistance, low-grade chronic inflammatory status, microvascular lung damage and autonomic neuropathy [1).

However, little is known of the potential relationship between advanced glycation end-products (AGES) and lung function, and what scarce information there is
has been focused on patients with chronic obstructive pulmonary disease (COPD), in which higher skin AGE deposition and plasma AGE concentrations have
been reported [3]. Yet, the relationship between AGEs and pulmonary function, taking into account the presence of glucose abnormalities, has not been
previously examined. For this reason, skin AGE accumulation and spirometric manoeuvres were assessed in a large population with no known pulmonary
disease according to the presence of glucose abnomialities.

Both our control and prediabetes populations were recruited from a total of 1924 Caucasian subjects enrolled between July 2015 and May 2017 into the
ILERVAS project (ClinTrials.gov ldentifier: NCT03228459). This ongoing randomized interventional study is concemed with early diagnosis of subclinical
vascular and ‘hidden’ kidney diseases [4]. Inclusion criteria were: age between 45-70 years; no history of cardiovascular disease or T2D; and at least one
cardiovascular risk factor (obesity, hypertension, dyslipidasmia, smoking or first-degree relative with premature cardiovascular dissase). Exclusion criteria
were: COPD; T2D; chronic kidney disease; active neoplasia; life expectancy < 18 months; pregnancy; and darker skin colour (Fitzpatrick scale types = 5).
Smokers who had stopped smoking = 1 year prior to recruitment were considered former smokers. Prediabetes was diagnosad in 34.6% (n = 660) of subjects

according to American Diabetes Association criteria [glycosylated hasmoglobin (HbA1c): 3847 mmol/mol or 5.7-6.4%)]. Also, 79 age-maiched T2D patients

were recruited from the outpatients diabetic clinic of University Hospital Armau de Vilanova in July 2017. Informed consent was obtained from all participants,
and the protocol was approved by the Amau de Vilanova University Hospital ethics committee.

Anthropometric data were obtained by standardized protocols. Glycosylated haesmoglobin was determined using the cobas b 101® system (Roche Diagnostics
International, Rotkreuz, Switzerand). Dry samples of capillary blood were used for analyses of values of total cholesterol and serum creatinine.

Forced spirometry was performed using a portable ulfrasonic spirometer (Sibelmed DATOSPIR, Sibel S.A., Barcelona, Spain). Subjects were required to
have at least three reproducible measurements, and the output with the highest total FEV1 and FVC scores was used for analyses. Various spirometric
paramefers were measured as a percentage of predicted values. ‘Normal' FEV1 was defined as a value = 80% of that predicied, a ‘non-ohstructive
ventilatory defect’ as an FVC < 80% of predicted value with an FEV1/FVC ratio = 70%, and an ‘obstructive ventilatory defect’ as an FEV1/FVC ratio < 70%,
as per criteria of the Global Initiative for Chronic Obstructive Lung Disease (GOLD).

Skin autofluorescence (AF) was measured on the left forearm using the AGE Reader™ (DiagnOptics, Groningen, Netherlands), a fully automated, non-
invasive, non-operator-dependent desktop device that uses ultraviolet A (UVA) spectrum wavelengths. The mean AF value of three readings, expressed in
arbitrary units (AL), was recorded. The same device was used for measurements in all participants.

Normally distributed variables were evaluated using the Shapiro-Wilk test. Given their skewed distribution, quantitative data were expressed as medians
(interquartile range, |QR). Comparisons between groups were made using the Mann—Whitney U test or Pearson’s chi-squared test, and the relationship
hetween continuous varables was assessed by Spearman’s comelation test.

Accuracy of skin AF as a measurement of interest to discriminate patients with FEV1 scores = 80% of predicted from nomal cases was evaluated using
receiver operating characteristic (ROC) curve analysis and a complete sensitivity/specificity report. In addition, comparisons between area under the ROC
(AUROC) of skin AF and HbA1c were performed using the Hanley and McNeil test.




Stepwise multivanate regression analysis explored the vanables independently associated with FVC and FEVY, including age, gender, body mass index
(BMI}, tobacco use (number of pack-years), HhA1c and skin AF. Statistical significance was accepted at the level of P < 0.05. All statistical analyses were
performed using IBM SPSS Statistics for Windows, version 20.0, software (IBM Corp., Ammonk, NY, USA).

The main clinical characteristics of the study population are shown in Table | Skin AF was significantly higher in patients with T2D than in those with either
prediabetes [2.5 (2.0-3.0) vs 1.9 (1.7-2.2) AU; P = 0.001] or no glucose abnomalities [1.59 (1.7—2.2) AU; P = 0.001]. Mo differences in skin AF levels were
observed between the latter two groups. In addition, patients with T2D showed significantly lower FEV1 and FVC scores, and a greater prevalence of FEV1
scores <= 80% than either prediabetes or non-diabetes subjects (Table 51; see supplementary materials associated with this article online). Those with
prediabetes showed significantly lower FVC scores than those with no glucose abnormalities (P = 0.046).

When skin AGE deposition was evaluated according to ventilatory pattem, patients with respiratory (non-ohstructive or obstructive) defects exhibited
significantly increased skin AF in comparison to subjects with normal pulmonary function (all P = 0.001). When the entire study population was evaluated,
positive cormelations were found between skin AF and age, HbA1c, tobacco packs/year and estimated glomerular filtration rate (eGFR) on univariate analysis
(Table S2; see supplementary materials associated with this article online). In addition, a significant but negative comelation between skin AF and pulmonary
parameters, such as FVC (r=-0.114, P = 0.001) and FEV1 (r=-0.212, P = 0.001), was observed. Moreover, these comelations became even stronger when
only T2D patients were analyzed (FVC: r=-0.453, P =0.001; FEV1: r=-0.393 P < 0.001).

ROC analysis revealed that the optimal cut-off point for skin AF was 2.05 AU at this point, the AUROC was 0.614 (0.582-0.646), with a sensitivity of 53.5%
and specificity of 63.3% (Fig. 1). The percentage of subjects with FEV1 < 80% increased from 17.4% in those with skin AF < 2.05 AU to 27.6% in those with
skin AF = 2.05 Al (F = 0.001). These data indicate a twofold greater risk of having an abnormal FEV1 (mean difference: 1.9, 95% CI: 1.5-2.3; P = 0.001)

compared with subjects with lower skin AF values. In addition, skin AF significantly improved the AUROC curve obtained with HbA1c measurement [0.614

(0.582-0.646) vs 0.555 (0.521-0.589); P = 0.014]. Furthermore, stepwise multivariate regression analysis revealed that skin AF (along with gender, BMI,
tobacco use and HbA1c) was independently associated with predicted measures of FEV1 (R = 0.121) and FVC (R = 0.122) (Table 53; see supplementary
materials associated with this arficle online).

To the best of our knowiedge, this is the first-ever study of subjects without pulmonary disease to demonstrate that skin AGE deposition is related to a
decrease in spirometric values and a larger percentage of abnormal ventilatory patterns. In addition, this negative association was more aggravated among
patients with T2D.

AGE formation increases with age and is accelerated by chronic hyperglycaemia, chronic inflammation and oxidative stress [5]. Skin AF is also associated
with several clinical varables (for example, age, creatinine clearance), lifestyle factors (smoking status, coffee consumption), and genetic polymorphisms [6].
Our present data from a large population are in concordance with those findings. As AGEs are mainly imeversibly linked to tissue proteins, its accumulation is
greater with slow tumover rates, as seen in subcutaneous tissue, lens and cartilage [5,6].

Similar to other cross-sectional studies, our present study has shown how patients with T2D exhibit a 13% decrease in FEV1 and 14% decrease in FVC of a
theoretical value compared with non-diabetes subjects [1, 2]. On this basis, it has been suggesied that non-enzymatic glycosylation of pulmonary
parenchymal preteins and chest wall cartilage may favour the development of less-compliant lung parenchyma and, thus, limit chest mobility, an underiying
factor in the restrictive respiratory pattern described in T2D [1]. Our results, with skin AF as an independent risk factor for spirometric values, support the
potentially deleterious impact of AGEs on pulmonary function.

The role of AGEs in the genesis and rapid progression of both macro- and microvascular chronic T2D complications has been suaggested previously [7].
Likewise, descriptions of messenger RNA (mRNA) expression of AGE receptor (RAGE) by type-l alveolar epithelial cells are worthy of attention [8]. Indeed,

AGE-RAGE interactions in the lungs might trigger pathophysiclogical cascades, leading to impaired pulmonary function through lung endothelial cell




dysfunction, proinflammatory effects and cell apoptosis [8]. It is also worth mentioning that our data revealed that prediabetes has a negative impact on FVC
in comparison to subjects with nomal glucose metabolism but similar skin AF. This finding suggests that mechanisms (such as insulin resistance) other than
AGE accumulation might be playing a primary role in initiating the lung impairment seen in T2D.

The involvement of AGEs in patients with COPD has also been previously evaluated, and skin AF was significantly higher in 202 patients with mild-to-very-
severe COPD compared with 193 old and young healthy controls [3]. Similar results were also observed in a smaller group of patients, with skin AF proving to
he a negative determinant of FEV1 even after adjusting for age, gender and pack-years of smoking [9]. In fact, our present study demonstrates that the
negative comelation between skin AF and pulmonary function is not restricted to COPD, as the association was stronger among patients with T2D than in non-
diabetes subjects.

Nevertheless, our study has a few limitations. First, it would have been of interest to compare skin AF data with plasma AGE concentrations. Second, as skin
AF mainly provides information on AGEs linked to fluorescent proteins, the role of other compounds was not evaluated and, third, the cross-sectional nature of
the study does not permit causality to be established.

In conclusion, the present study has provided the first clinical evidence that, in people with no known pulmonary disease, AGES, as measured by skin AF, are
comrelated with a decline in spirometric values. The link was even stronger among patients with T2D, suggesting that the accumulation of AGEs in lung
parenchyma and the chest wall may now be added to the mechanisms involved in the deleterious effects of T2D on lung function.
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Figure legend

Fig. 1. Receiver operating characteristic (ROC) curve analysis was used to evaluate the accuracy of HbA1c and skin autofluorescence (AF) as a
measurement of interest to discriminate between disease cases [patients with forced expiratory volume in the first second (FEV1) = 80% of predicted
value] and normal cases, together with a sensitivity/specificity report for the entire study population. Total area under the ROC curve value was interpreted
as: 0.9-1.0, excellent; 0.8-0.9, good, 0.7-0.8, fair, 0.6-0.7, poor; and 0.5-0.6, not useful.




Figure 1. Receiver Operating Characteristic (ROC) curve analysis to evaluate the
accuracy of HbA1lc and skin AF as a measurement of interest to discriminate diseased
cases (patients with forced expiratory volume in the first second lower than 80% of
predicted) from normal cases, together with a sensitivity / specificity report for the

entire population.
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Supplemental Figure 1. Comparison of skin AF between different respiratory patterns

among all subjects included in the study.
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Supplemental Figure S2. Scatter plot showing the linear correlation between skin AF

and pulmonary parameters according to glucose abnormalities.
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Table I. Main clinical characteristics, metabolic data, pulmonary function and breathing patiem parameters in the study population according to glucose

abnormalities

T2D patients Prediabetes Non-T2D patients
n 1170
Women, n (%) 39 (49.4) 393 (50.5) 56T (48.5)
Age (years) 61 (55-65) 59 (54-64) 57 (52-62)
Known T2D duration (years) 12 (8-15) -
Body mass index (ka/m?) 30.8 (27.8-35.6) 296 (26.9-33.2) 28.1(25.3-31.4)
Current smoker, n (%) 18{22.T) 155 (23.4) 387 (33.0)
Tobacco (n, pack-years) 21.0(15.0-42.8) 209 (10.1-34.8) 20.5(9.0-32.0)
HbATc (%) 8.4 (6.7-0.8) 58 (5.7-6.0) 54 (5.2-55)
HbATc (mmolfmol) 67 (50-81) 40 (39-42) 36 (33-37)
Total cholesterol (mafdL) 185 (158-213) 203 (182-229) 201 (180-227)
e5FR (mU/min/1.73 m?) 90.0 (7T4.7-84.9) 95.8 (B5.8-101.9) 97.1 (B7.7-103.3)
Skin autofluorescence (AU) 25(20-30) 19(1.7-22) 19(1.7-22)

Data are expressed as medians (IQR) or as n (%);

T2D: type 2 diabetes; eGFR: estimated glomerular filtration rate by Chronic Kidney Disease Epidemiology Collaboration (CKD-EPI) equation

Table $1. Main pulmenary function parameters and breathing patterns in the study population according to glucose abnomalities (GAs)

T2D patients With GAs Without GAs (= P~
n o 660 1170 - —
FEV1 (% predicted) 82 (T4-97) 93 (82-106) 95 (83-106) <0.001 < 0.001
FWC (% predicted) 80 (68-91) 92 (81-103) 94 (83-103) <0.001 < (0.001
FEVIIFVC 82 (74-85) 79 (75-83) 79 (74-83) 0.061 0.020
FEV1 = 80% predicted, n (%) 35 (44.3) 135 (20.5) 211 (18.0) <0.001 < 0.001
Non-obstructive ventilatory 32 (40.5) 127 (19.2) 186 (15.9) <0.001 < (0.001
defect,” n (%)
Obstructive ventilatory 11 (13.9) 74{11.2) 129 (11.0) 0.475 0.429
pattern®, n (%)

Data are expressed as medians (IQR) or as n (%);

*T2D vs prediabetes; ** T2D vs normal glucose metabolism;
T20: type 2 diabetes; FVC: forced vital capacity, FEVY: forced expiratory volume in the first second; ® as per Global Initiative for Chronic Obstructive Lung

Disease (GOLD)




Table 52, Comelation of skin autoflucrescence (AF) with clinical characteristics, metabolic data

and pulmonary parameters
Skin AF
r P

Age (years) 0.232 < 0.001
T2D duration (years) -0.120 0423
Body mass index (kgim?) -0.004 0.854
Tobacco use (n, pack-years) 0277 < 0.001
HbA T (% or mmaolimaol) 0.086 = 0.001
eGFR (mUmin/1.73 m*) -0.156 = 0.001
FEV1 (% predicted) 0.212 =< 0.001
FVC (% predicied) 0114 < 0.001
FEV1IIFVC -0.103 = 0.001

T2D: type 2 diabetes; HbATc: glycosylated hasmoaglobin; eGFR: estimated glomerular filtration
rate by Chronic Kidney Disease Epidemiclogy Collaboration (CKD-EPI) equation; FVC: forced
vital capacity; FEV1: forced expiratory volume in the first second

Table 53. Stepwise mullivanate regression analysis of variables associated with forced vital
capacity (FVC) and forced expiratory volume in the first second (FEV1)

B B (95% CI) P

FEV, (% predicted) Gender (maleffemale) 0139 4944 (2 968 to 6.950) = 0.001

Hbalc (%) -0.082 -2.675 (-4.295 to -1.056) 0.001

Skin autoflucrescence (AL) -0.102 -3.739 (-5.875 to -1.602) 0.001

Body mass index (ka/m’) -0.116 -0.400 {-0.591 to -0.209) = 0.001

Tobacco use (n, packs-year) -0.200 0195 (0252 to -0.138) = 0.001

Age (years) -0.027 - 0.356

R*=0.121 Constant - - = 0.001

FVC (% predicted)  Gender (malefemale) 0.180 6.231 (4.276 to B.187) = 0.001

Skin autofluorescence (AL) -0.076 -2.741 (4.823 1o -0.659) 0.010

HbAlc (%) -0.103 -2.923 (4.501 to -1.344) = 0.001

Tobacco use (n, packs-year) 0117 0.111 ({0.166 to -0.056) = 0.0

Body mass index (ka/nr) -0.187 -0.630 (-0.816 to -0.443) = 0.001

Age (years) -0.054 - 0.061

R*=10.122 Constant - - = 0.001
HbATe: giycosylated hasmoglobin
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4. Quart Estudi: AGEs i obesitat morbida




Introduccio: Els AGEs han estat proposats com un indicador de memoria metabolica.
La seva concentracio s'incrementa en la hiperglucémia cronica, pero també en
situacions on existeix estrés oxidatiu i inflamacio. S'ha descrit una correlacio entre els
AGEs i tant el perimetre de cintura com el IMC en subjectes amb DM2 i MRC. Pero no
s’ha avaluat la influéncia de l'obesitat morbida sobre els nivells d’AGEs. 1 tampoc
I’efecte de la cirurgia bariatrica, tant a nivell ponderal com metabolic, sobre la seva
concentracio.

Material i métodes: Es tracta d’un estudi observacional amb tres cohorts equiparades
per edat i sexe: 52 pacients en protocol de cirurgia bariatrica, 46 pacients que han estat
sotmesos a cirurgia bariatrica en els darrers 5 anys, i 47 pacients controls no obesos
(IMC <30 kg/m?). Es van mesurar la SAF mitjancant el AGE Reader, un dispositiu no
invasiu que mesura lI'acumulacio dels AGEs a l'avantbrac.

Resultats: Els pacients obesos, tant abans com després de la cirurgia, mostren un
increment significatiu de la SAF en comparacié amb la poblacié no obesa (2,14+0,65,
2,18+0,40 i 1,81+0,22 unitats arbitraries; p<0,001 per a ambdues comparacions). Aquest
increment de la SAF en la poblacié obesa va ser a costa d’aquells subjectes amb
sindrome metabolica (2,44 + 0,67 vs. 1,86 + 0,51 AU, p=0,001). Quan tota la poblacid
va ser avaluada de forma conjunta (n=145) no es va observar cap correlacié entre la la
SAF i el IMC (r=0,089, p=0,288), pero si amb I’edat (r=0,451, p<0,001), la glucémia
basal en deju (r=0,295, p<0,001) i I’'HbAlc (r=0,496, p<0,001). D’altra banda, 1’estudi
de regressié lineal multiple pas a pas va posar de manifest que 1’edat i la preséncia de
sindrome metabolica (pero no el sexe ni el IMC) podien predir de forma independent la
SAF (R*=0,320). Quan la sindrome metabolica va ser substituida pels seus components,
van ser 1’edat 1 la DM2 (pero no el sexe, el IMC, la hipertensid arterial ni la dislipemia)
les variables associades de forma independent amb la SAF. Finalment, en els pacients
obesos sotmesos a CB, la concentracio dels AGEs no es va mantenir estable durant els
seguents 5 anys, tot i la marcada pérdua de pes i la disminuci6é en la prevalenca de
DM2.

Conclusid: L'increment en la concentracié d’AGEs en la poblacioé obesa candidata a
cirurgia bariatrica és a costa d'aquells amb alteracions metaboliques. Per aixo, la seva
determinacié és una forma senzilla d'identificar als subjectes amb obesitat morbida
"metabolicament sans". No obstant aixo, el decalatge observat entre la perdua ponderal i
la resolucio de les comorbiditats metaboliques despres de la cirurgia, i el descens dels
AGEs (que es mantenen estables despres de 5 anys), fa que la “memoria metabolica”
dels AGEs deixi de ser util en aquest periode.
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Resumen

Antecedentes y objetivo: Los productos finales de glicacion avanzada (AGE) son un indica-
dor de memeoria metabaolica. Su concentracion se incrementa cuando existe estres oxidativo,
inflamacion o hiperglucemia cronica. Se desconoce el papel de la obesidad morbida en su
concentracion, asi como la influencia que la cirugia bariatrica ejerce sobre ellos.

Pacientes y método: Estudio observacional con 3 cohortes equiparadas por sexo y edad: 52
pacientes con obesidad, 46 sometidos a cirugia bariatrica en los Gltimos 5 afos y 46 sujetos
control. La determinacion de los AGE se realizd mediante autofluorescencia cutdnea (SAF) del
antebrazo con un AGE Reader™ (DiagnOptics Technologies, Groningen, Paises Bajos). Se evaluo
la presencia de sindrome metabalico.

Resultados: Los sujetos con obesidad morbida presentaron una SAF (2,14 £0,65AU) superior
a la de la poblacion no obesa (1,81+0,22 AU; p< 0,001). Este incremento fue a expensas de
aquellos sujetos obesos con sindrome metabolico (2,44 £ 0,67 vs. 1,86 £ 0,51 AU; p<0,001). Tras
la cirugia bariatrica, la SAF se mantuvo elevada (2,18 + 0,40 AU) y superior a la de la poblacion
no obesa (p<0,001). El analisis multivariante mostro que la edad y la presencia de sindrome
metabélico (pero no el sexo, ni el indice de masa corporal) se asociaron independientemente
con la SAF (RZ=0,320).

* Autor para correspondencia.

Correo electrénico: alecube@gmail.com (A. Lecube).
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Conclusiones: En la obesidad morbida acompanada de sindrome metabolico existe un incre-
mento de la SAF, a expensas principalmente de la presencia de diabetes tipo 2. En los primeros
5 anos tras la cirugia, la pérdida ponderal y la mejoria metabdlica no se acompaiian de un
descenso paralelo de la concentracién tisular de AGE.

@ 2016 SEEN. Publicado por Elsevier Espana, S.L.U. Todos los derechos reservados.

Advanced glycation end-products in morbid obesity and after bariatric surgery:
When glycemic memory starts to fail

Abstract

Background and objective: Advanced glycation end-products (AGEs) are a marker of metabolic
memory. Their levels increases when oxidative stress, inflammation, or chronic hyperglycemia
exists. The role of morbid obesity in AGE levels, and the impact of bariatric surgery on them
are unknown.

Patients and method: An observational study with three sex- and age-matched cohorts: 52
patients with obesity, 46 patients undergoing bariatric surgery in the last 5 years, and 46 con-
trol subjects. AGE were measured using skin autofluorescence (SAF) in the forearm with an
AGE Reader™ (DiagnOptics Technologies, Groningen, The Netherlands). Presence of metabolic
syndrome was assessed.

Results: Patients with morbid obesity had higher SAF levels (2.14 +0.65 AU) than non-obese
subjects (1.81+£0.22AU; P< .001), which was mainly attributed to obese subjects with meta-
bolic syndrome (2.44 =0.67 vs. 1.86 +£0.51 AU; P<.001). After bariatric surgery, SAF continued
to be high (2.18 £ 0.40 AU), and greater as compared to the non-obese population (P =< .001).
A multivariate analysis showed that age and presence of metabolic syndrome (but not sex or
body mass index) were independently associated to SAF (R?=0.320).

Conclusion: SAF is increased in patients with morbid obesity and metabolic syndrome, mainly
because of the existence of type 2 diabetes mellitus. In the first 5 years following bariatric
surgery, weight loss and metabolic improvement are not associated with a parallel decrease in

subcutaneous AGE levels.

© 2016 SEEN. Published by Elsevier Espana, 5.L.U. All rights reserved.

Introduccion

Los productos finales de glicacion avanzada (AGE, del inglés
advanced glycation end-products) representan un grupo de
compuestos heterogéneos que se forman a traves de la glica-
cion no enzimatica de las proteinas después de la exposicion
a azUcares'. La acumulacién de los AGE aumenta de forma
fisiologica con la edad, pero se ha descrito también una pro-
duccion acelerada en diabetes mellitus (DM) tipo 2 asociado
a la hiperglucemia cronica?, asi como en enfermedad renal
cronica avanzada, relacionado tanto con la falta de elimi-
nacion coma con el estado aumentado de estrés oxidativo®.
Sin embargo, es poco conocida la influencia de la obesidad
morbida en la concentracion de los AGE.

La obesidad afecta practicamente a un cuarto de la
poblacidn espanola, de forma similar a lo que se ha des-
crito en todo el mundo, y se asocia a una gran comorbilidad
metabalica®®. Ante los continuos fracasos de la dieta hipo-
caldrica y la ausencia de farmacos disponibles en nuestro
medio, la cirugia banatrica surge como el Unico metodo
eficaz para alcanzar y mantener una pérdida ponderal sig-
nificativa en los sujetos con obesidad morbida®. La relacion
entre los AGE y el indice de masa corporal (IMC) ha sido eva-
luada principalmente en poblacion con sobrepeso u obesidad

leve, encontrando una correlacion entre los AGE y: (i) el IMC
en poblacion general, (ii) el IMC en pacientes con DM tipo 2,
(iii) el IMC en estadios finales de la enfermedad renal cronica
y (iv) la presencia de obesidad abdominal®”"-*, Sin embargo,
desconocemos la relacion entre los AGE y la obesidad grave,
asi como si la pérdida ponderal asociada a la cirugia baria-
trica ejerce algin efecto sobre su concentracion.

La posibilidad de estudiar la concentracion de los AGE
mediante la autofluorescencia cutanea (SAF, del ingles skin
autofluorescence) ha permitido superar la dificultad inicial
de su determinacion a nivel tisular y facilitar asi el estudio de
grandes poblaciones'®. En este trabajo, nuestra objetive fue
investigar la acumulacion de los AGE estimados mediante la
SAF en pacientes con obesidad morbida en espera de cirugia
bariatrica, asi como tras la pérdida ponderal inducida por la
cirugia realizada en un pericdo de seguimiento de 5 afos.

Material y métodos
Disefio del estudio

Estudio observacional transversal que incluye a 144 pacien-
tes separados en 3 grupos equiparados por sexo y edad:
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(i) 52 sujetos con obesidad morbida en protocolo de cirugia
bariatrica, (ii) 46 pacientes sometidos a cirugia bariatrica
en los ultimos 5 anos y (i) grupo control con 46 sujetos con
un IMC < 30kg/m? y un factor de riesgo cardiovascular. Los
objetivos y el disefio del estudio fueron aprobados por el
Comité de Evaluacion de la Investigacion Clinica de nuestro
centro. Todos los pacientes incluidos aceptaron voluntaria-
mente participar en el estudio tras recibir la informacion
necesaria y firmar el consentimiento informado.

Poblacion estudiada

Pacientes caucasicos controlados de forma habitual en la
Unidad de Obesidad del Hospital Universitario Arnau de Vila-
nova de Lleida. Los pacientes fueron reclutados entre junio
de 2015 y febrero de 2016. El diagnostico y la clasifica-
cion de la obesidad siguieron los estandares establecidos
por la SEEDO', mientras que el diagndstico de sindrome
metabolico (SM) se realizo mediante las indicaciones de la
Organizacion Mundial de la Salud™. La técnica quirirgica
empleada incluye bypass gastrico en Y-de-Roux y gastrec-
tomia vertical. El seguimiento tras la cirugia se limita a
5 anos, acorde con la antigiiedad del programa de cirugia
bariatrica en nuestro centro. Los pacientes del grupo con-
trol se reclutaron en la Unidad de deteccion y tratamiento
de enfermedades cardiovasculares. Fueron pacientes no
obesos (IMC<30kg/m?), de ambos sexos y con ninguno o
solo un factor de riesgo cardiovascular (DM tipo 2, hiper-
tension arterial o dislipidemia). Se excluyeron pacientes
de cualquier grupo con insuficiencia renal (filtrado glo-
merular < 60ml/min/1,73m? calculado mediante la formula
CKD-EPI), menores de edad o mayores de &5 aios, raza no
caucasica, mujeres embarazadas, y aquellos sujetos con una
enfermedad grave que condicionara su supervivencia. Las
caracteristicas principales de la poblacion estudiada se pue-
den observar en la tabla 1. Los datos clinicos y analiticos
de todos los pacientes se recogieron tras la revision de la
historia clinica informatizada. Los datos antropométricos se
recabaron mediante protocolos estandarizados en el mismo
momento en gue se realizo la medicion de la SAR

Medicion de la autofluorescencia cutanea

Para la medicion de la SAF se utilizé un AGE Reader™ (Diag-
nOptics, Groningen, Paises Bajos). Se trata de un dispositivo
no invasivo, completamente automatizado, que mide la con-
centracion de los AGE en el antebrazo dominante utilizando
un espectro de luz ultravioleta-A. Este dispositivo ha sido
validado previamente en pacientes con DM tipo 2 y en suje-
tos en hemodialisis'®™*. La SAF se calcula a partir de la
relacion entre la fluorescencia emitida en un rango de lon-
gitud de onda entre 420 y 600nm y la luz recibida como
consecuencia de la excitacion producida en los AGE sub-
cutaneos, utilizando un espectrofotometro y un software
especializado. La longitud de onda recibida oscila entre 300
y 420nm. Se utilizd la media de 3 lecturas en todos los
sujetos, pudiendose completar toda la exploracion en poco
mas de un minuto por paciente (coeficiente de variacion de
0,24). Finalmente, ya que la SAF no se puede medir de forma
fiable en personas con una piel oscura debido a la excesiva
absorcion de la luz en estos pacientes, solo se reclutaron
sujetos de raza caucasica.

Analisis estadistico

Los datos se expresaron como media-+ desviacion estan-
dar para las variables continuas. Las variables categoricas
se plasmaron en porcentaje. La distribucion normal de las
variables se confirmo mediante la prueba de Kolmogorov-
Smirnov. Las comparaciones entre grupos se realizaron
mediante la prueba de x* para las variables categoricas, asi
como el test t de Student y ANOVA para las variables con-
tinuas. La relacion entre las variables continuas y la SAF se
examind mediante la prueba de correlacion lineal de Pear-
son. Tambien se llevo a cabo una regresion lineal maltiple
por pasos para explorar las variables independientemente
relacionadas con la SAF. Las variables independientes inclui-
das en el analisis fueron la edad, el sexo, el IMC y la
presencia de SM en el primer modelo, mientras que en
un segundo modelo la presencia de SM fue sustituida por
sus componentes (DM tipo 2, hipertension arterial y dis-
lipidemia). Todos los valores de «p» se basaron en una

Tabla 1 Caracteristicas clinicas principales y los datos metabalicos de la poblacion

Control Obesidad morbida Post-CB p
N 46 52 46
Mujeres (%) 65,2 67,3 76,1 0,483
Edad (anos) 47,6+10,0 48,6 £10,7 47,6+9,5 0,800
IMC (kg/m?) 27,5+22 47,0 £7,1 32,2+5,7 =0,001
DM tipo 2 (%) 8,7 42,3 227 =0,001
HTA (%) 32,6 55,8 20.9 0,001
DLP (%) 41,3 50,0 21,7 0,014
SAQS (%) - 48,1 6,5 =0,001
SM (%) 0 38,5 19,6 < 0,001
GBA (mg/dl) 92,8+11,8 116,2 +40,7 88,5+24,5 =0,001
HbA1c (%) 4,8+£0,8 6,1+1,1 55+0,9 <0,001

CB: cirugia bariatrica; DLP: dislipidemia; DM: diabetes mellitus; GBA: glucemia basal en ayunas; HbA1c: hemoglobina glucosilada; HTA:
hipertension arterial; IMC: indice de masa corporal; SAOS: sindrome de apnea obstructiva del suefio; SM: sindrome metabélico
Datos expresados mediante media + desviacion estandar o porcentaje.
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prueba bilateral de significacion estadistica. La significacion
se acepto al nivel de p < 0,05. Los analisis estadisticos se rea-
lizaron con el paguete estadistico 5PS5 (SPSS Chicago, IL,
EE. UU.).

Resultados

En su conjunto, los sujetos con obesidad morbida tuvie-
ron una SAF (2,14 £0,65 unidades arbitrarias (AU, del inglés
arbitrary units) significativamente superior a la de la pobla-
cion no obesa (1,81+0,22AU); p<0,001). Cuando en el
grupo de sujetos obesos la medicion de la SAF se eva-
lud en funcion de la presencia o ausencia de SM, esta fue
significativamente mayor en los primeros (2,44 +0,67 vs.
1,86 +0,51 AU; p<0,001) (fig. 1). Adicionalmente, los valo-
res de la SAF fueron similares entre los pacientes obesos
sin SM y el grupo control (1,86+0,51 vs. 1,81 £0,22 AU;
p=0,540).

Por otra parte, los sujetos intervenidos de cirugia
bariatrica presentaban tambien uma SAF superior a la
de la poblacion no obesa (2,18+0,40 vs. 1,81 £0,22AU;
p= 0,001}, aungue similar a la de los pacientes con obesidad
morbida {p=0,732). Cuando en esta poblacion de pacien-
tes intervenidos de cirugia bariatrica se analizo la SAF en
funcion de la presencia o ausencia de SM, persistia cierta
diferencia aungue sin alcanzar la significacion estadistica
(2,13+£0,37 vs. 2,43 L 0,48 AU; p=0,051). Finalmente, en la
figura 2 se observa como la SAF no disminuye de forma sig-
nificativa a lo largo del seguimiento (r=—0,072; p=0,634).
Asi, al comparar a los sujetos intervenidos antes y despues
de la maxima péerdida ponderal se observo como los valores
de SAF se mantienen relativamente estables (2,32 £ 0,48 vs.
2,11 +£0,34AU; p=0,099).

Cuando se evaluaron de forma conjunta todos los sujetos
incluidos en el estudio no se encontro correlacian entre la
SAF y el IMC (r=0,089; p=0,288), pero s1 que se percibio
una correlacion positiva con la edad (r=0,451; p<0,001),
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Figura1 Diagrama de cajas con la concentracion de autofluc-

rescencia cutanea en el grupo control y en los pacientes con
obesidad morbida en funcién de la presencia o no de sindrome
metabolico.

AU: unidades arbitrarias; SM: sindrome metabdlico. *p <0,001.
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Figura 2 Relacion entre la autofluorescencia cutanea y los
meses tras la cirugia bariatrica.

la glucemia basal en ayunas (r=0,295; p<0,001) y la cifra
de HbA1c (r=0,496; p<0,001). Finalmente, el analisis de
regresion lineal multiple por pasos (tabla 2) mostré que la
edad y la presencia de SM (pero no el sexo ni el IMC) prede-
cian de forma independiente la SAF (R?=0,320). Cuando la
presencia de SM fue sustituida por sus componentes, fueron
la edad y la presencia de DM tipo 2 (pero no el sexo, el IMC
ni la presencia de hipertension arterial ni dislipidemia) las
variables que predecian de forma independiente la concen-
tracion subcutanea de AGE. Asi, la SAF en los pacientes con
DM tipo 2 fue significativamente mayor en comparacion con
los sujetos sin diabetes, tanto en los individuos con obesidad
morbida (2,51 + 0,65 vs. 1,88+0,52 AU; p<0,001), como en
los sujetos ya intervenidos (2,50+0,41 vs. 2,09 +0,35AU;
p=0,004).

Discusion

Presentamos el primer estudio que evalGa la medicion del
deposito subcutaneo de los AGE en pacientes con obesidad
morbida, observando una concentracion incrementada en
comparacion con los sujetos no obesos. Estudios previos han
comunicado también, aunque en poblaciones con menores
grados de obesidad, la existencia de una correlacion positiva
entre los niveles de SAF y el IMC. Asi por ejemplo, en un
reciente estudio poblacional con 9.009 sujetos provenientes
del estudio LifeLines Cohort Study, el valor de la SAF se
asocio de forma independiente no solo con la edad y la cifra
de HbA1c, sino también con el IMC? . De forma similar, el IMC
se asocio de forma independiente con la SAF en una cohorte
de 973 sujetos con DM tipo 2, junto con otros parametros
como el tiempo de evolucion de la diabetes, la edad, el
habito tabaquicoy la HbA1c?.

Por su parte, y confirmando nuestros resultados, tam-
bien se han encontrado mayores concentraciones sericas
del receptor soluble de los AGE en sujetos con obesidad
morbida'®. Sin embargo, nuestro estudio también pone de
manifiesto que el incremento de los AGE en los sujetos con
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Tabla 2 Analisis de regresion lineal multiple por pasos de las variables asociadas con la autofluorescencia cutanea

B IC 95% de p p
SAF Edad (anos) 0,024 0,015-0,033 =0,001
Sexo (H/M) —0,024 - 0,762

IMC (kg/ m?) —0,104 - 0,206

SM (si/no) 0,264 0,066-0,461 0,009

RZ=0,320 Constante 0,911 0,489-1,333 <0,001
SAF Edad (anos) 0,023 0,015-0,032 <0,001
Sexo (H/M) —0,074 - 0,362

IMC (kg/ m?) —0,070 - 0,378

DM tipo 2 (si/no) 0,301 0,115-0,488 0,002

Dislipidemia (si/no) —0,048 - 0,574

Hipertension arterial (si/no) 0,009 - 0,918

R%=0,339 Constante 0,896 0,485-1,307 =0,001

B: coeficiente de regresion parcial normalizada; DM: diabetes mellitus; H: hombre; IC: intervalo de confianza; IMC: indice de masa
corporal; M: mujer; SAF: autofluorescencia cutianea; SM: sindrome metabélico.

obesidad morbida se produce a expensas de aquellos indi-
viduos en los que el exceso de peso condiciona la aparicion
de comorbilidades metabélicas. Asi, los valores de la SAF en
los pacientes con obesidad morbida sin SM fueron similares
a los de los sujetos no obesos. Es decir, el aumento de la
SAF en el grupo de pacientes con obesidad morbida deberia
atribuirse a las consecuencias metabolicas asociadas con el
incremento ponderal. Apoya nuestros resultados el estudio
de Den Engelsen et al. en el que se utiliza la SAF para evaluar
los AGE en funcién del grado de obesidad visceral®. Asi, la
media de la SAF fue mayor en los 816 individuos con obesi-
dad central que en los 431 sin obesidad central, y mayor adn
en el subgrupo de sujetos con obesidad central con comorbi-
lidades gue en aquellos sin repercusion metabolica. En este
estudio, el valor de la SAF se incrementa de forma progre-
siva y significativa desde el grupo sin obesidad ni factores
de riesgo (1,63 £ 0,37 AU), pasando por los sujetos solo con
obesidad central (1,74 +0,44 AU), hasta llegar a la obesi-
dad central con comorbilidades (1,87 £0,43AU; p<0,001).
En este escenario y de confirmarse estos hallazgos, el estu-
dio de los AGE a nivel subcutaneo mediante la SAF podria
ser considerado una herramienta Util en el estudio e identi-
ficacion de los sujetos obesos «metabdlicamente sanoss. Si
bien existen criterios clinicos para el correcto diagndstico de
esta situacion, distinguir a esta poblacion requiere tiempo
y exploraciones complementarias'>-'?. Es entonces cuando
disponer de un instrumento fiable, de pequeno tamano y
facil manejo, no invasivo, y que proporciona un resultado
en poco mas de un minuto, puede convertirse en un valor
anadido en la toma de decisiones clinicas y terapéuticas en
el manejo de la obesidad.

El efecto beneficioso que ejerce sobre la comorbilidad
metabolica la pérdida ponderal conseguida mediante la
cirugia bariatrica es ampliamente conocido®. Sin embargo,
desconocemos la evolucion del depésito tisular de los AGE
durante este periodo, y lo reportado sobre la evolucion del
receptor soluble de los AGE es contradictoria. Por una parte,
el trabajo de Lorenzi et al. estudid, en 69 pacientes con
obesidad morbida sometidos a un bypass gastrico, los cam-
bios en la concentracion de los receptores solubles de los
AGE tras un ano de la cirugia, describiendo un descenso
significativo de los mismos'®. Si bien este resultado puede

interpretarse como el reflejo en la mejoria metabolica con-
dicionada por la reduccion ponderal, contrasta frontalmente
con lo observado por Brix et al. un par de afos antes”,
donde la concentracion de los receptores solubles de los
AGE aumento, también de forma significativa, tras la cirugia
bariatrica.

Muestro trabajo es el primero en utilizar la medicion de
la SAF para evaluar la evolucion del deposito de AGE a nivel
subcutaneo tras la cirugia bariatrica, observando como su
concentracion parece no disminuir tras un seguimiento de 5
anos tras la intervencion. Este resultado indica que la velo-
cidad con que se produce el recambio proteico es un factor
determinante en el deposito tisular de los AGE. El recambio
del colageno de la piel puede alcanzar los 14,8 afos®?, por
lo gque parece logico pensar que 5 anos no es un periodo de
tiempo suficientemente prolongado como para conseguir un
descenso marcado de la concentracion tisular de los AGE.
Este decalaje entre la resolucion del SM y la normalizacion
de la SAF provoca que la determinacion de los AGE, un para-
metro Gtil para evaluar el riesgo cardiovascular antes de
la cirugia®®, pierda su validez clinica los primeros anos tras
esta. También siembra la duda sobre si la rapida mejoria
metabdlica descrita tras la cirugia bariatrica, incluso antes
de conseguir una pérdida ponderal significativa en el caso de
la DM tipo 2, se traduce realmente en una mejoria biologica
también a nivel tisular en estos primeros anos*. Podemos
insinuar mediante nuestros datos que el dano tisular no se
corrige tan rapidamente como los valores analiticos o la
cifras de presion arterial.

Al analizar de forma conjunta a todos los pacientes inclui-
dos en el estudio hemos observado que tanto la edad como
la presencia de SM, especialmente cuando entre sus com-
ponentes se encuentra la DM tipo 2, condiciona de forma
independiente la concentracion subcutanea de los AGE.

Nuestro estudio presenta limitaciones que es conveniente
resaltar. Primero, se trata de un estudio transversal, por lo
que no es posible establecer ninguna relacion causal entre
la presencia de SM y la concentracion de los AGE estudiada
mediante la SAF. Segundo, no hemos evaluado a los mismos
pacientes antes y tras la cirugia bariatrica, por lo que aun-
que asumimos que la pérdida ponderal conseguida mediante
la cirugia gastrointestinal no condiciona un descenso en la
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SAF, faltan estudios gue confirmen esta hipotesis mediante
el seguimiento de la misma cohorte de pacientes a lo largo
del tiempo. Tercero, al incluir a pacientes con pocos meses
de seguimiento tras la cirugia se observa todavia una pre-
valencia elevada de DM tipo 2, lo que podria contribuir a
dificultar el descenso de los AGE en este grupo. Cuarto, las
caracteristicas de la medicion de la SAF solo permite la eva-
luacion de los individuos con un tono de piel claro, ya que
la variacion en la reflectancia de la piel de los sujetos de
piel mas oscura invalida su lectura. Por Gltimo y aunque las
poblaciones estan equiparadas por edad, carecemos de ofras
variables que deberian tenerse en consideracion al evaluar
el deposito de los AGE como por su prolongada vida media,
el filtrado glomerular, el habito tabaquico o el consumo de
cafe’.

En conclusion, el incremento en la concentracion de
los AGE a nivel subcutaneo en la poblacion con obesidad
morbida y sindrome metabdlico se produce a expensas de
aquellos individuos con DM tipo 2. Tras la cirugia, y a pesar
de la perdida ponderal y la resolucion de comorbilidades
inducida por esta, las cifras de SAF se mantienen elevadas
al menos durante los primeros 5 aios. Por lo tanto, la deter-
minacion de la concentracion de los AGE a nivel subcutaneo
calculado mediante la SAF puede ayudarnos a discriminar de
forma eficaz a los sujetos obesos que basalmente se presen-
tan con mayor afectacion metabolica, aunque tras la cirugia
esta misma técnica dejaria de ser clinicamente (ftil.
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1. Comentari general

Amb els quatre estudis d’aquesta Tesi Doctoral hem presentat noves evidéncies
que refermen el concepte que els AGEs es poden considerar un bon marcador de
situacions cliniques estretament relacionades amb la malaltia ateromatosa subclinica, la
MRC, les complicacions de la DM2 (especialment el deteriorament de la funcio
pulmonar) 1 I’obesitat morbida. Al mateix temps, hem constatat les dificultats que
suposa modificar la seva concentracio tissular, al menys en un maxim de 5 anys,
periode en el qual hi ha una intensa millora metabolica, reafirmant el concepte de
marcador de “memoria metabodlica” que alguna vegada els ha estat atribuit.

En tots aquests estudis s’ha utilitzat una técnica no invasiva com ¢€s la SAF,
basada en la capacitat d’excitacio dels AGEs envers una ona de llum ultraviolada. Val la
pena recordar que aquesta técnica sorgeix amb forga per 1’oportunitat d’estudiar grans
poblacions gracies a la seva rapidesa, sent independent de 1’operador, econdomica i gens
invasiva. Tot i haver estat previament validada en estudis poblacionals que avaluaven el
paper de la SAF com a marcador de risc cardiovascular, la tecnica presenta un
inconvenient evident: tan sols aporta informacié dels AGEs que posseeixen la capacitat
fluorescent, especialment la pentosidina, a la qual es pot atribuir el 76% de la
variabilitat de la técnica. | per aguest motiu, no ens dona informacio sobre el diposit
d’AGEs no fluorescents, com ara el ALI, ni d’AGEs no entrecreuats amb proteines com
arael CML.

Un altre comentari que val la pena realitzar abans de procedir a la discussio per
separat de cada un dels estudis, és el fet de que la hiperglucémia cronica no és I'inic
estimul que genera la formaci6 d’AGEs %. Aixi, d’altres situacions com D’estrés
oxidatiu, I’estat proinflamatori, el tabac, la composicié de la dieta i el propi procés
fisiologic d’envelliment afavoreixen la seva formacié i diposit tissular **°!, Per tant, les
troballes presentades no han de centrar-se, de fet ja no ho fan, tan sols en I’estudi de
pacients amb DM2, sind que han de ser interpretats en un concepte molt més ampli de
malaltia.

Finalment, també volem remarcar que presentem resultats que provenen d’un
total de 4.811 subjectes (alguns dels quals han participat en més d’un estudi), amb
caracteristiques bastant homogeénies, la qual cosa ajuda a enfortir el valor de les
conclusions. El fet de tenir contacte amb el projecte ILERVAS, el que coneixem com a
Bus de la Salut, ens ha facilitat sobre manera 1’accés a una poblacio tan amplia, 1 la
possibilitat de disposar d’un nombre tant alt d’exploracions complementaries. Pero
també dona idea de que el treball presentat fins ara e€s sols una petita mostra del
veritable potencial d’aquest projecte, i un cop hagi finalitzat la fase de reclutament a
finals de desembre de 2019, ha de posar-se de manifest en la multitud de projectes
relacionats que poc a poc s’estan posant en marxa, i en els que continuem participant de
forma activa.
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2. Discussio del Primer Estudi: AGEs i malaltia ateromatosa subclinica

En aquest treball hem aprofundit en la rellevancia de la SAF com a marcador de
la malaltia ateromatosa subclinica avaluant una gran cohort de subjectes sense
esdeveniments cardiovasculars previs. En la nostra poblacio, asimptomatica i de mitjana
edat, hem posat de manifest que no tan sols els AGEs es relacionen clarament amb la
presencia de plaques d’ateroma, sind6 també amb un nou concepte com és el de la
“carrega ateromatosa”. Aixi, els nivells de la SAF es relacionen de forma positiva amb
el nombre de territoris afectats i1 1’area total de placa.

La prevalenca de la malaltia ateromatosa subclinica en subjectes de baix-
moderat risc cardiovascular a la provincia de Lleida va ser del 70,4%, percentatge
superior al 63% descrit en una altra poblacio espanyola, també sense antecedents de
malaltia vascular i de mitjana edat, inclosa a l'estudi PESA (Progression of Early
Subclinical Atherosclerosis) **. En ambdés casos, la preséncia de placa ateromatosa en
pacients asimptomatics perd vulnerables apareix com un problema clinic que cal
resoldre. Pero com identificar els subjectes amb malaltia ateromatosa d’una forma
eficag, segura i eficient?

En aquest sentit, les classificacions basades en factors de risc tradicionals no sén
totalment d’utilitat, ja que infraestimen el risc cardiovascular en poblacié6 amb baix-
moderat risc CV. Tan sols aixi s’explica que gairebé un ter¢ dels participants de I'estudi
PESA classificats amb baix risc per les escales tradicionals (Framingham Heart Study i
European European Systematic Risk Assessment) presentin, quan sén sotmesos a un
estudi vascular carotidi, una malaltia ateromatosa intermediaria o generalitzada **. Amb
els resultats comunicats, suggerim que la SAF pot ser un nou indicador que
complementi 1’avaluacid del risc cardiovascular en la poblacié general, i especialment
en aquells individus asimptomatics en qui semblaria més important proporcionar la base
per a futures accions preventives.

A més, el nostre estudi també va demostrar que si volem realitzar un cribatge de
la malaltia ateromatosa mitjancant una exploracio ecografica, no ens podem limitar sols
a ’estudi dels territoris carotidis. De fet, si ens limitem als quatre territoris carotidis,
deixem de detectar un 12% de pacients amb malaltia ateromatosa restringida als
territoris femorals. Aquest missatge esta en concordanca amb les dades de I'estudi
Carotid-Femoral Ultrasound Morphology and Cardiovascular Events (CAFES-CAVE),
que va demostrar que I'exploracié ecografica limitada a carotida o femoral prediu un
15% i un 13% menys, respectivament, d'esdeveniments vasculars que l'examen
d'ambdés territoris després d’un periode de deu anys de seguiment %% Aixo és
important si recordem que estudis demografics previs, com el Multi Ethnic Study of
Atherosclerosis (MESA), the US High Risk Plaque Study, and the Northern Manhattan
Study van establir associacions consolidades entre la preséncia de malaltia ateromatosa
carotidea i coronaria subcliniques i els futurs esdeveniments cardiovasculars 232,

Estudis previs han mostrat que els nivells de SAF augmenten en pacients amb
patologia isquémia coronaria i periférica, aixi com el seu valor augmenta de forma
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progressiva a mesura que es sumen components de la sindrome metabolica %2, A

més, el valor clinic afegit de la SAF és compatible amb dades que reflecteixen la seva
mesura com a fort predictor de complicacions cardiovasculars i la mortalitat en
poblacions amb major risc cardiovascular, com ara pacients amb diabetis i malaltia
renal * 8 272 E| que aporta de diferencial el nostre estudi és que avalua la SAF en una
poblacié asimptomatica amb un risc cardiovascular de lleu a moderat, i que inclou en
I’estudi de la malaltia ateromatosa el concepte de 1’area de placa total. Per tant, creiem
que implementar aquesta exploracié complementaria, que no dura més d’un minut, pot
ser de gran utilitat en la nostra practica clinica diaria per tal d’identificar els subjectes
més “cardio-vulnerables”. Com a treball de futur ens quedaria avaluar les
caracteristiques diferencials que determinen 1’afectaci6 ateromatosa limitada al territori
carotidi o al territori femoral, per poder ser encara més precisos en el diagnostic.

S'han descrit alguns dels mecanismes pels quals els AGEs afavoririen el
desenvolupament de la malaltia ateromatosa i la formacié de plaques. Entre aquests
mecanismes s’inclouen: (i) la seva capacitat d’augmentar 1'estrés oxidatiu; (ii) produir
modificacions de les fibres de col-lagen i també d’altres proteines que constitueixen la
matriu extracel-lular de la paret arterial i la seva membrana basal, incrementant aixi la
rigidesa vascular, i (iii) la introduccié de molécules de LDL cap al compartiment
subendotelial 2>%*®, De més a més, la vinculacié d'’AGEs al seu receptor activaria el
factor nuclear kappa B, entre d’altres vies pro-oxidants i proinflamatories >, En
consequeéncia, els AGEs afavoririen la formaci6 de plaques ateromatoses causant danys
generalitzats a les artéries mitjancant I'augment de la inflamacio, l'estres oxidatiu i la
reticulacio del col-lagen i altres proteines de la paret arterial. Cal remarcar que els
AGEs també actuen sobre les plaques d’ateroma ja establertes, mediant el seu
creixement i també en la seva ruptura *%°.

Pel que fa a la mesura de la “superficie total de placa” d’ateroma en un
determinat subjecte, creiem que es tracta d’un enfocament més fiable per al pacient en
situacid de risc degut a que la malaltia ateromatosa és un proceés difas, on la placa creix
més rapid longitudinalment, al llarg de I'eix de flux carotidi, que en espessor 2. Per
tant, sembla raonable suggerir que els pacients amb plaques més petites tindran un
menor risc cardiovascular en comparacié amb aquells amb la mateixa quantitat de
plaques pero amb dimensions més grans. Seria important trobar eines que ens ajudessin
a estudiar a fons aquesta hipotesi.

L'associacio entre els AGEs circulants i la mortalitat per a totes les causes,
inclosa la d’origen vascular, ha estat avaluada amb resultats dispars en estudis
epidemiologics de grandaria moderada, i que s’han centrat especialment en poblacions
d’edat avancada, dones amb DM2 i pacients amb diabetis mellitus tipus 1 % 8 272
Aixi, en una poblacio de majors de 65 anys, els nivells sérics de CML es van associar
amb una major incidéncia de cardiopatia coronaria i accident cerebrovascular, de forma
independent a la preséncia d’altres factors de risc més tradicionals 2°°. Per contra,
Hanssen et al. va mostrar en dos estudis realitzats en 1.291 subjectes holandesos que les
concentracions plasmatiques d’AGEs no diferien entre individus amb i sense malaltia
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cardiovascular %’. De manera semblant, en pacients amb MRC en tractament sustitutiu,
no es va detectar cap associacid entre els nivells circulants de CML i la incidencia de
malaltia cardiovascular 2. Les nostres mostren I’increment significatiu dels nivells
circulants de CML en els pacients amb malaltia ateromatosa generalitzada, tot i que la
petita difencia numeérica fa pensar que la seva determinacié en la practica clinica
habitual sera de poca utilitat.

Els nostres resultats també ajuden a continuar obrint la porta a una potencial i
innovadora diana terapéutica: la possibilitat d’incidir en la concentracid, sérica i/o0
tissular dels AGEs. De fet, ja hi ha dades disponibles sobre intervencions destinades a
reduir les concentracions d’AGEs 1 RAGE, i a incrementar els nivells dels SRAGE en el
contexte de la malaltia cardiovascular 2’2. L'aminoguanidina es un bon exemple
d’inhibidor especific d’AGEs, bloquejant la seva sintesi mitjangant la unio6 a la 3-deoxi-
glucosona, un intermediari en la reaccié de glicacio no enzimatica. També amb
I’alimentacid es pot intentar reduir els nivells d'AGEs: disminuir el consum d'aliments
rics en AGEs, cuinar els aliments a baixa temperatura i al vapor i menys temps. La
formacié d'AGEs es pot reduir amb certs medicaments, vitamines i deixant de fumar.
Les estatines, el telmisartan i la curcumina s'han utilitzat per suprimir RAGE 7. Les
estatines, els inhibidors de I’enzim convertidor de 1’angiotensina, la rosiglitazona i la
vitamina D s'han utilitzat per augmentar els nivells de SRAGE %2

Hi ha limitacions que volem destacar en el nostre estudi sobre els AGEs i la
malaltia ateromatosa subclinica. En primer lloc, com a estudi transversal, no podem
establir una relacié causal entre els nivells d’AGEs 1 la preseéncia de lesions
ateromatoses. A dia d’avui, tampoc podem assegurar, i amb 1’alta prevalenca de
malaltia ateromatosa que hem descrit, que aquells subjectes amb una SAF més alta
siguin també els que desenvolupin esdeveniments cardiovasculars durant els propers
anys. Tanmateix, el problema és clinicament rellevant ja que la prevalenca de
I'ateromatosi subclinica afecta més de la meitat de la poblacié estudiada, i es necessita
ajuda per identificar millor els subjectes en risc. En segon lloc, la SAF pot ser poc fiable
en subjectes amb pell fosca a causa d'una excessiva absorcio de la llum. Hem intentat
resoldre aquesta limitacid seleccionant només els subjectes caucasics i excloent aquells
amb una tonalitat de pell més fosca. En tercer lloc, la comparacio entre la SAF i els
nivells d'AGE:s circulants tan sols s’ha realitzat en una petita part de la poblacio de base,
pel que no podem concloure grans resultats.

En conclusio, hi ha una clara necessitat d'identificar els subjectes asimptomatics
amb major risc de patir malaltia cardiovascular. En general, els clinics utilitzen
classificacions que combinen multiples factors de risc cardiovascular tradicionals per
catalogar els pacients, pero degut a que el nostre estudi mostra que la SAF s'associa amb
un augment de la carrega ateromatosa (major nombre de plaques i major area total de
placa), suggerim la seva inclusio en les estratégies d'avaluacio de risc cardiovasculars en
poblacié general.
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3. Discussio del Segon Estudi: AGEs i malaltia renal cronica

En aquest treball hem comunicat, mitjangant un estudi cas-control, una major
acumulacié d’AGEs en una poblacié6 amb MRC en estadis de lleu a moderat sense
DM2. Més concretament, 1’augment de la SAF en els pacients amb MRC és gracies a
aquelles persones amb evidéncia d’ateromatosi subclinica. Cal remarcar que la SAF es
correlaciona negativament amb la taxa de filtracio glomerular, el que suggereix que
disminucions lleus de la funcié renal sén també un factor clau per augmentar la
deposicio d'AGEs en el teixit subcutani.

En el nostre estudi comuniquem com la SAF es correlaciona negativament amb
el filtrat glomerular, dada no descrita previament en la literatura. Aquest resultat
suggereix que la disfuncié renal és un factor clau per augmentar la deposicié d'’AGEs en
el teixit subcutani i al mateix temps uneix els conceptes de la SAF i la davallada del
filtrat glomerular amb la malaltia vascular. Convé destacar que en un estudi poblacional
amb dades provinents de més d’un mili6é de subjectes adults, la OR per a esdeveniments
cardiovasculars va ser de 1,4 en aquells amb un filtrat estimat entre 45 i 59 ml/min/per
1.73m? augmentant fins a 2,0 quan el filtrat disminuia entre 30 i 44 ml/min/per 1.73 m?
2" De la mateixa manera, en pacients amb MRC i que son tractats amb dialisi
peritoneal, la SAF es va correlacionar amb la durada de la dosi d'exposici6 als nivells de
glucosa i de la dialisi peritoneal, i tots ells es van associar de forma independentment
amb la morbiditat cardiovascular *'°.

Reforcant el comentat en el paragraf anterior, val la pena comparar les nostres
dades amb les comunicades en pacients que requereixen hemodialisis. Aixi, en el nostre
grup de pacients amb MRC de lleu a moderada (filtrar glomerular 60.8+18.3
mL/min/1,73m?) el valor de la SAF de 2,5+0,6 UA esta molt allunyat del comunicat en
pacients amb MRC avancada (filtrat glomerular 5,70 [4,88-6,80] mL/min/1,73m?) amb
una SAF de 3,5+0,8 AU 2’®. Convé destacar que I’edat dels participants amb MRC en
tots dos estudis va ser similar (58,1+10,6 anys en el nostre estudi i 59,611, 6 anys en
I’estudi de Wang CC et al.), i que la SAF en tots dos grups control va ser practicament
igual (2,2+0,4 i 2,2+0,4 AU, respectivament).

El nostre estudi convergeix amb les troballes descrites en subjectes amb un
filtrat glomerular estimat >60 ml/min/perl,73m? en els que la SAF va ser
significativament més elevada en aquells amb malaltia arterial establerta en comparacio
als que no la presentaven °. Els efectes bioldgics dels AGEs, a través de la seva uni6
als receptors situats en la paret dels grans vasos, acceleren la formacidé de la placa
d’ateroma *’. En pacients amb MRC terminal s’ha comunicat un increment del diposit
de pentosidina al llarg de les fibres d'elastina de ’aorta, fet que esta associat amb la
calcificacié de la capa média arterial 2"*. Aquestes dades confirmen que la deposici6
d’AGEs acompanya l'aterosclerosi subclinica més enlla, i de forma independent, de la
preséncia de DM2 ?"”.

A més, també s’ha descrit que els AGEs s'acumulen en la microvasculatura del
parénquima renal, promovent la filtracié glomerular i la proteintria 2. De fet, estudis
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clinics en pacients amb diabetis mellitus tipus 1 revelen un augment significatiu de la
concentracid d’AGEs subcutanis quan l'albumina urinaria progressava des de normal
fins a microalbuminuria i macroalbuminuria . La concentracié plasmatica d'AGEs en
la DM2 normoalbuminuric també identifica aquells pacients amb un major augment de
la membrana basal glomerular ?®*. Més recentment, Luo et al. van comunicar que en un
medi no hiperglucéemic, els AGEs augmentaven la permeabilitat de les cel-lules
endotelials glomerulars 2.

Com a dada innovadora d’aquest estudi, volem destacar la possibilitat d’utilitzar
la SAF per establir una determinada edat vascular. Sabem que I'envelliment vascular es
produeix juntament amb la disfuncié endotelial, la remodelacio vascular, la inflamacid i
l'augment de la rigidesa de la paret arterial 2%, Sabent el valor de la SAF podem calcular
una edat que anomenem vascular i que és diferent a la edat cronologica. Aixi, en els
pacients amb MRC poc evolucionada hi ha un marcat augment de I'edat vascular, més
de 10 anys superior a la seva edat cronologica. De forma global, 1’edat del grup amb
MRC de lleu a moderada augmentava fins els 70,3+25,5 anys, quan la seva edat
cronologica era de 58,1+10,6 anys. Aquest es el primer estudi que intenta quantificar
I’envelliment accelerat que tenen els pacients amb MRC. Aquest resultat ens obre més
preguntes que haurem d’intentar respondre en el futur: (i) els pacients amb MRC tenen
els mateixos esdeveniments cardiovasculars que les persones de poblacié general amb
10 anys mes?; (ii) es pot enlentir, o fins i tot frenar, aquest envelliment accelerat?; (iii)
I’edat vascular incrementa també de forma progressiva a mesura que es deteriora la
funcio renal?

Les limitacions del estudi que voldriem remarcar, com ja vam fer al manuscrit,
son les seguents. Primerament, el disseny del nostre estudi no pot esclarir si
I'acumulacio renal d'’AGEs promou la disfuncio renal, o si bé al contrari, la disminucié
de filtrat desencadena l'acumulaci6 d’AGEs. No obstant, quan el receptor d'AGE
s'elimina en un model de ratoli, hi ha un augment del 29% en el filtrat glomerular
acompanyat de canvis estructurals com la reducci6 del gruix de la membrana basal
glomerular i I'esclerosi mesangial 2. Malgrat els avencos cientifics, molts aspectes
importants dels AGEs i el seu paper en la biologia renal encara no estan clars 2. Per
exemple, les interaccions d'altres sistemes homeostatics implicats en la patologia renal,
com ara el sistema renina-angiotensina, el oxid nitric, o els sistemes de I'endotelina amb
I'eix d'AGE-RAGE no es coneixen perfectament. Tanmateix, el problema és clinicament
rellevant, ja que la prevalenca de la MRC arriba al 20,4% entre els participants del
National Health and Nutrition Examination Survey (NHANES), del 2005-2006, perqué
es necessita ajuda per identificar als subjectes amb MRC que presentin un major risc
vascular %, En segon lloc, no hem pogut estudiar en els pacients d’aquest estudi les
concentracions seriques d’AGEs circulants, com si es va fer al primer estudi. Suposem
que la SAF roman estable durant molt de temps a I’estar menys influenciada per factors
com el tabaquisme o la nutricié ja que en un treball previ, Ueno et al. van mostrar que
en els pacients amb MRC, tant la SAF pero no els nivells sérics de la pentosidina es
correlacionaven amb el gruix intima-mitja a nivell de la carotida "%,
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En conclusio, la SAF es troba elevada en pacients amb MRC de lleu a moderada
en comparacié amb els subjectes de control. Aquesta troballa esta relacionada amb la
preséncia de malaltia ateromatosa subclinica i esta associada de forma independent amb
la taxa de filtrat glomerular. Per tant, la SAF és un métode facil, rapid i no invasiu que
pot ajudar a avaluar amb precisio el risc cardiovascular real en les primeres etapes de la
MRC.

4. Discussié del Tercer Estudi: AGEs, diabetis mellitus tipus 2 i funcié
pulmonar

Segons el nostre coneixement, aquest és el primer estudi en que s'utilitza la SAF
cutania com a marcador de la funcié pulmonar en una gran cohort de subjectes sense
una malaltia pulmonar coneguda i proporcionem evidencies que la deposicio d'AGEs a
la pell esta relacionada amb una disminucio dels valors espiromeétrics i un major
percentatge de patrons ventilatoris anormals. A més, aquesta associacid negativa
s'agreuja més entre els subjectes amb DM2.

La formacié d’AGEs augmenta amb I'edat i s'accelera amb la hiperglucémia cronica,
la inflamaci6 cronica i Pestrés oxidatiu 2*°. La SAF també esta associada a diverses
variables cliniques (per exemple, 1’edat, el IMC, I’HbAlc i I’aclariment de creatinina),
el nostre estil de vida (per exemple, la manera de cuinar els aliments, I’habit tabaquic i
el consum de café), i alguns polimorfismes genétics 2. Les nostres dades, a partir d'una
gran poblaci6 amb almenys un factor de risc vascular, coincideixen amb aquesta
informacid. D'altra banda, degut a que els AGEs estan relacionats de forma irreversible
amb les proteines d’un determinat teixit, la seva acumulacié serda major en aquells
organs i teixits que es caracteritzin per un baix recanvi tisular. Aixi, teixits amb un
turnover més lent (com ara el teixit subcutani, el cristal-1i o el cartilag) capturen I’efecte
de la hiperglucémia durant decades, mentre que teixits amb un turnover més rapid (com
ara el plasma, I'epidermis o les mucoses) acumulen AGEs amb menor mesura. En
aquests darrers teixits, els AGEs seran descompostos a peptids AGE o AGEs lliures, i
excretats a través del rony6 2% 2,

La prevalenca de malaltia pulmonar desconeguda que es descriu a la nostra poblacié
és similar a la descrita en altres estudis transversals com la National Health and
Nutrition Examination Survey (NHANES) ?*°. La idea que la funcié pulmonar
disminueix al llarg de la vida esta generalment acceptada 2%2. Tot i aixi, no hi ha estudis
que hagin avaluat l'associacié entre I'acumulacié d'AGEs i la funcié pulmonar en
poblacié general ni en els pacients amb DM2. La implicacié pulmonar subjacent en la
DM2 és una complicacié relativament freqlient, perd0 generalment poc reconeguda.
Encara que aquest impacte negatiu sembla estar mediat principalment per mecanismes
patologics associats a un patré pulmonar restrictiu, també s'’han implicat mecanismes
obstructius 2°* 2. El parénquima pulmonar és ric en proteines de teixit connectiu, en
especial amb col-lagen, pero també amb elastina i fibronectina, i també presenta una
vascularitzacio considerable, raons suficients per proposar que els mateixos trastorns
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fisiologics i histologics implicats en el desenvolupament de les complicacions tardanes
de la diabetis en altres sistemes d'drgans també poden afectar a la funcié pulmonar ***
2% ‘1gual que altres estudis transversals, el nostre també mostra com els pacients amb
DM2 presenten una disminucié del valor teoric d’un 13% del VEMS i un 14% de la
CVF en comparacio amb els subjectes sense diabetis. En aquest sentit, s'ha suggerit que
la glicosilacié no enzimatica de les proteines del parénquima pulmonar i dels cartilags
de paret toracica podria afavorir el desenvolupament d'un parénquima pulmonar menys
elastic i limitar la mobilitat de la caixa toracica, caracteristiques subjacent al patrd
respiratori restrictiu anteriorment descrit en pacients amb DM2 2**2%_ En un petit estudi
que va avaluar a 23 pacients amb diabetis dependents d'insulina, la limitacié de la
mobilitat articular es va associar de forma significativa amb la disminucié de la
capacitat pulmonar total (CVF i VEMS), el que es va interpretar com una manifestacio
més d'un trastorn generalitzat en el metabolisme del col-lagen #’. Els nostres resultats,
on la SAF esdevé com a factor de risc independent per a valors espirometrics com la
CVF i el VEMS, proporcionen proves addicionals que donen suport a I'impacte negatiu
dels AGEs sobre la funcié pulmonar. Cal esmentar que en el present estudi també vam
trobar que la prediabetes té un impacte negatiu en la CVF en comparacio amb els
subjectes amb un metabolisme normal de la glucosa, tot i que els valors de SAF no van
arribar a ser diferents entre tots dos grups. Aquesta troballa suggereix que altres
mecanismes, com ara la resistencia a la insulina, poden jugar també un paper
fonamental en el inici de la disfuncio pulmonar present en la DM2.

El paper dels AGEs en la genesi i la progressio de les complicacions tardanes, tant
micro com macrovasculars, de la DM2 ha estat préviament sugerida 2. Aixi, la mesura
de la SAF és un predictor independent d’esdeveniments cardiovasculars i mort en
pacients amb DM2 % %30 E|s AGEs també s'acumulen a la microcirculacié del
ronyd, on promouen increments de la filtracié glomerular i la proteindria 2’® 3 3% De
la mateixa manera, els nivells intravitris d'/AGEs estan augmentats precedint el
desenvolupament de retinopatia diabetica proliferativa i I'edema macular, al temps que
els valors de la SAF augmenten de forma paral-lela a la severitat de la retinopatia
diabética 3** **. Finalment, la SAF també sha associat amb la neuropatia i el peu
diabétic *°°

El nostre estudi avalua subjectes, amb i sense DM2, tots ells sense patologia
respiratoria, i els resultats indiquen un impacte negatiu de I'acumulaci6 dels AGEs en la
funcié pulmonar. La participacié dels AGEs en pacients amb malaltia pulmonar
obstructiva cronica si havia estat avaluada préviament. Per una banda, Hoonhorst et al.
van demostrar que els valors de la SAF eren significativament majors en un grup de 202
pacients amb malaltia pulmonar obstructiva cronica en comparacio a 193 controls sans
307 Resultats similars es van observar en dos estudis més, amb un grup menor de
pacients, on la SAF es descriu com un determinant negatiu del VEMS (% del predit)
fins i tot després d'ajustar-se per edat, sexe i la xifra de paquet de tabac/any =1, E|
nostre estudi demostra que aquesta correlacié negativa entre la SAF i la funcid
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pulmonar no esta restringida a subjectes amb malaltia pulmonar obstructiva cronica, i
que sembla ser més intensa entre els pacients amb DM2 que en pacients sense diabetis.

Les concentracions seriques d'alguns AGEs com la pentosidina, el CML i CEL han
estat mesurats en el context de la malaltia pulmonar " 3. pero els resultats sén més
consistents quan s'investiga la preséncia d'AGEs i RAGE en el parenquima pulmonar i
les vies respiratories de petit tamany. En el teixit pulmonar provinent de lobectomies
per carcinoma bronquial, la inmunotincié d’AGEs va ser major en les vies respiratories
I paret alveolar de pacients amb malaltia pulmonar obstructiva cronica que en el grup de
control, mentre que la intensitat de tinci6 per RAGE també es va incrementar
significativament a la paret alveolar 3. El punt més destacable és que la intensitat de la
tincié d'AGEs en els alveols i les vies respiratories es va correlacionar amb el VEMS (%
del predit) previ a la cirurgia *.

S'ha suggerit que els efectes biologics pels quals els AGEs acceleren el
desenvolupament i la progressio de les complicacions de la DM2 son desencadenats per
la uni6 al seu receptor **2. En aquest context, la descripci6 de I'expressié del ARNm de
RAGE per cél-lules epitelials alveolars del tipus Il mereix atencié **°. La interacci6
AGEs-RAGE en el pulmé pot provocar cascades fisiopatologiques que condueixen al
deteriorament de la funcié pulmonar a través de la disfuncié de la cel-lula endotelial
pulmonar, els efectes proinflamatoris i I’apoptosis cel-lular ***!°. En aquest sentit, en
un model animal de ratolins, s’ha mostrat que els RAGE contribueixen a la patogenia de
I'asma, independentment de la identitat dels al-lergens implicats .

D’aquest tercer estudi també es poden ressaltar limitacions, algunes d’elles comunes
amb els estudis previs. En primer lloc, hauria estat interessant comparar dades de la
SAF amb concentracions plasmatiques d'’AGEs. Tanmateix, la deposicio AGEs sembla
una mesura més fiable de I'impacte negatiu d'aquests compostos en la salut humana, ja
que la SAF roman estable durant molt de temps a causa del lent turnover dels AGEs a
nivell subcutani. En segon lloc, la SAF proporciona informacid, principalment, sobre els
AGEs lligats a proteines fluorescents, el que no ens permet establir el paper d'altres
compostos no fluorescents. En tercer lloc, la naturalesa de I'estudi (transversal) no ens
permet establir la causalitat dels AGEs com un dels mecanismes etiopatogenics
implicats en el impacte negatiu de la DM2 sobre la funcié pulmonar.

En conclusid, proporcionem la primera evidéncia clinica en pacients sense malaltia
pulmonar coneguda de que els AGEs, mesurats via SAF, estan correlacionats amb una
disminucio dels valors espirometrics. Aquest resultat va ser més marcat entre els
pacients amb DM2, el que suggereix que l'acumulacié d'AGEs en el parénquima
pulmonar i la paret toracica podria afegir-se als mecanismes implicats en l'efecte
perjudicial de la DM2 en la funcié pulmonar. Es necessiten estudis addicionals amb un
nombre més elevat de pacients amb DM2 per avaluar si la SAF pot ser util per
identificar aquells pacients més vulnerables al desenvolupament d'anomalies
respiratories.
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5. Discussio del Quart Estudi: AGEs i obesitat morbida.

Aquest és el més petit dels quatre estudis que presentem, pero creiem que aporta
evidencies interessants. Hem mesurat el diposit subcutani dels AGEs en pacients amb
obesitat morbida, observant una concentracié incrementada en comparacié amb els
subjectes no obesos. També aporten dades que recolzen la idea dels AGEs com un
indicador de memoria metabolica, ja que la perdua ponderal i la millora metabolica
aconseguides al llarg de 5 anys no semblen suficients per disminuir els nivells d’AGEs
en els pacients amb obesitat morbida de base.

Estudis previs han comunicat, en subjectes amb menors graus d'obesitat,
I'existéncia d'una correlacid positiva entre els nivells de SAF i el IMC. Aixi per
exemple, en un recent estudi poblacional amb 9.009 individus provinents de I'estudi
Lifelines Cohort Study, el valor de la SAF es va associar de forma independent no
només amb l'edat i la xifra de HbAlc, siné també amb I''TMC 2% 2137 De manera
similar, la SAF es va associar de forma independent amb el IMC en una cohort de 973
subjectes amb DM2, juntament amb altres parametres com el temps d'evolucié de la
diabetis, I'edat, I'habit tabaquic i 'HbA1c % 38,

Al analitzar de forma conjunta tots els pacients inclosos en l'estudi, tant I'edat
com la preséncia de sindrome metabolica, especialment quan entre els seus components
es troba la DM2, condicionen de forma independent la concentracié subcutania dels
AGEs.

Per la seva banda, i confirmant els nostres resultats, també s'han trobat majors
concentracions sériques del SRAGE en subjectes amb obesitat morbida *'°. No obstant
aixo, el nostre estudi també posa de manifest que I'increment dels AGEs es a costa dels
subjectes en els que I'excés de pes condiciona l'aparicié de comorbiditats metaboliques.
Aixi, els valors de la SAF en els pacients amb obesitat morbida sense sindrome
metabolica van ser similars a la dels subjectes no obesos. De forma similar, I'estudi de
den Engelsen et al., la mitjana de la SAF va ser més gran en els 816 individus amb
obesitat central que en els 431 sense obesitat central; i major també en el subgrup de
subjectes amb obesitat central amb comorbiditats que en aquells sense repercussio
metabolica *%°. En aquest estudi, la SAF augmenta de forma progressiva i significativa
des del grup sense obesitat ni factors de risc (1,63+0,37 AU) fins al grup amb obesitat
central i comorbiditats (1,87+0,43 AU; p<0,001), passant pels subjectes amb obesitat
sense comorbiditat (1,74+0,44 AU) 3%,

En aquest escenari, l'estudi dels AGEs a nivell subcutani mitjancant la SAF
podria ser considerat una eina util en I'estudi i identificacié dels subjectes obesos
"metabolicament sans". Si bé hi ha criteris clinics per al correcte diagnostic d'aquesta
situacid, distingir a aquesta poblacid requereix temps i exploracions complementaries
321-3%5 Es lavors quan disposar d'un instrument fiable, de mida petita i facil maneig, no
invasiu, i que proporciona un resultat en poc més d'un minut, pot esdevenir un valor
afegit en la presa de decisions cliniques i terapeutiques en el maneig de la obesitat.
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Unes de les qlestions que també ha volgut respondre aquest estudi es si
I’acumulacio dels AGEs i el seu potencial efecte advers pot ser revertit. | es que sabem
dels beneficis de la pérdua ponderal mitjancant canvis en I'estil de vida, i com perdre
entre un 5 1 un 10% del pes redueix fins a un 1,0% I'HbAlc i les necessitats
farmacologiques per a la DM2, aixi com la pressio arterial sistolica i diastolica, i I'Us de
tractament antihipertensiu. Més marcats son els beneficis aconseguits mitjancant la CB,
amb una reduccié de pes d’un 23% a ’any de la intervencié *2°. A més, l'efecte
beneficids que exerceix la CB sobre la comorbiditat metabolica és ampliament conegut,
amb resultats favorables en la DM2, factors de risc cardiovascular, cancer, sindrome
d'apnea hipoapnea del son, dolor articular, qualitat de vida i mortalitat per qualsevol
causa **’. No obstant aixd, desconeixem l'evolucié del diposit tissular dels AGEs
després de la CB, i el reportat sobre I'evolucié del sSRAGE és contradictori. D'una
banda, el treball de Lorenzi et al., en 69 pacients amb obesitat morbida sotmesos a un
bypass gastric, els canvis en la concentracio dels SRAGE als 12 mesos de la cirurgia
disminueixen de forma significativa **®. Si bé aquest resultat es pot interpretar com el
reflex en la millora metabolica condicionada per la reduccid ponderal, contrasta
frontalment amb I'observat per Brix et al. un parell d'anys abans, on la concentracio dels
SRAGE va augmentar, també de forma significativa, després de la CB **°.

El nostre treball és el primer a utilitzar el mesurament de la SAF per avaluar
I'evolucio del diposit de AGEs a nivell subcutani després de la CB, observant com la
seva concentracié sembla no disminuir després d'un seguiment de 5 anys després de la
intervencid. Aquest resultat suggereix que la velocitat amb que es produeix el recanvi
proteic és un factor determinant en el diposit tissular dels AGEs. EIl recanvi del
col-lagen de la pell pot arribar a necessitar 14,8 anys, pel que sembla logic pensar que 5
anys no és un periode de temps prou prolongat com per aconseguir un descens marcat
de la concentracié tissular dels AGEs **. Aquest decalatge entre la resolucié de la
sindrome metabolica i la normalitzacié de la SAF provoca que la determinacié dels
AGEs, un parametre util per avaluar el risc cardiovascular abans de la cirurgia, perdi la
seva validesa clinica els primers anys després d'aquesta ***. També sembra el dubte
sobre si la rapida millora metabolica descrita després de la CB, fins i tot abans
d'aconseguir una perdua ponderal significativa en el cas de la DM2, es tradueix també
en una millora biologica a nivell tissular en aquests primers anys **2. Podem insinuar,
mitjancant les nostres dades, que el dany tissular no es corregeix tan rapidament com els
valors analitics o la xifres de pressio arterial. Certament aquests resultats son els dUnics
que no han complert la hipotesi inicial. Pensar que hem d’esperar quasi 15 anys per
intentar resoldre aquest problema quan sabem que els AGEs tenen tants efectes adversos
com hem explicat anteriorment, es una mica descoratjador per les persones que tractem
I’obesitat 3.

El nostre estudi presenta limitacions que és convenient remarcar. Primer, es
tracta d'un estudi transversal, de manera que no és possible establir cap relacié causal
entre la presencia de sindrome metabolica i la concentracié dels AGEs estudiada
mitjancant la SAF. Segon, no hem avaluat als mateixos pacients abans i després de la
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CB, de manera que encara que assumim que la perdua ponderal aconseguida mitjancant
la cirurgia gastrointestinal no condiciona un descens en la SAF, falten estudis que
confirmin aquesta hipotesi mitjancant el seguiment de la mateixa cohort de pacients al
llarg del temps. Tercer, a l'incloure pacients amb pocs mesos de seguiment després de la
cirurgia, s'observa encara una prevalenca elevada de DM2, el que podria contribuir a
dificultar el descens dels AGEs en aquest grup. Quart, les caracteristiques del
mesurament de la SAF només permet l'avaluacio dels individus amb un to de pell clar,
ja que la variacio en la reflectancia de la pell dels subjectes de pell més fosca invalida la
seva lectura. Finalment i tot i que les poblacions estan equiparades per edat, no tenim
altres variables que cal tenir en consideracié a l'avaluar la futura modificacié dels
AGEs, com ara el filtrat glomerular, I'habit tabaquic o el consum de café > %,

En conclusio, el increment en la concentracio dels AGEs a nivell subcutani en la
poblaci6 amb obesitat morbida es produeix a costa d'aquells individus amb sindrome
metabolica, i especialment d’aquells amb DM2. Despres de la cirurgia, i malgrat la
pérdua ponderal i la resolucié de comorbiditats induida per la CB, les xifres de SAF es
mantenen elevades almenys durant els primers 5 anys. Per tant, si bé la determinacié de
la concentracié dels AGEs a nivell subcutani calculat mitjancant la SAF pot ajudar-nos
a discriminar de manera eficac als subjectes obesos que inicialment es presenten amb
major afectacié metabolica, després de la cirurgia aquesta mateixa técnica deixaria de
ser clinicament atil.
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Dilucidar la importancia fisiologica de la glicacié de proteines esta sent
actualment motiu d'intensa activitat cientifica. Aquestes reaccions de glicacié sén un
dels mecanismes fisiopatologics en qué les proteines de vida llarga i de baixa rotacio,
com el col-lagen, es veuen deteriorades amb el pas del temps, més encara en els
individus que presenten situacions patologiques paral-leles. Retornant a la teoria del
AGE’ing, la major acumulacio dels AGEs degut a la hiperglucémia caracteristica de la
DM2 donaria lloc a un envelliment accelerat en aquests pacients, amb major
predisposicid a ’aparicid i progressié de les complicacions tardanes. Aquest fet seria
més marcat en aquells pacients amb un mal control metabolic mantingut en el temps.
Aquesta hiperglucémia cronica, sumada a al estrés oxidatiu, dona Iloc un nou fenomen
conegut com a glicoxidacio, que de forma sinergica amb els AGEs estara implicat en
nombroses condicions patologiques associades amb I'envelliment prematur i la malaltia
cardiovascular.

De forma esquematitzada, els resultats que es deriven dels quatre estudis que
conformen aquesta Tesi Doctoral ens permeten concloure que:

1. Primer Estudi: AGEs i malaltia ateromatosa subclinica

1.1. En poblacié general amb baix-moderat risc cardiovascular, els valors mes
elevats de la SAF permeten identificar aquells pacients amb malaltia ateromatosa
subclinica, i

1.2. L’acumulacié d’AGEs s’associa a una major carrega ateromatosa, definida per
un major nombre de territoris afectats i una major area total de la placa.

2. Segon Estudi: AGEs i malaltia renal cronica

2.1. Els pacients amb malaltia renal cronica poc evolucionada (estadis lleu a
moderat), la disminucio del filtrat glomerular esta associat a un augment de la SAF,

2.2. També en aquest grup de pacients amb major risc vascular, I’aglomeracio
d’AGEs esta lligada a presencia de malaltia ateromatosa subclinica, i

2.3. L’envelliment vascular associat a la malaltia renal cronica pot ser quantificat, i
es tradueix en un decalatge de 12 anys entre edat cronologica i edat bioldgica.

3. Tercer Estudi: AGEs, DM2 i funcio pulmonar

3.1. En la poblacié general I’acumulacié d’AGEs es correlaciona amb una menor
funcié pulmonar, amb descens de parametres espiromeétrics com la CVF i el VEMS,
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3.2.  Aguest impacte negatiu es més marcat en els pacients amb DM2, i

3.3. El diposit d’AGEs en el teixit pulmonar i la paret toracica seria un nou
mecanisme fisiopatologic implicat en I’efecte negatiu que exerceix la DM2 sobre el
pulmo.

4, Quart Estudi: AGEs i obesitat morbida

4.1.  Els pacients amb obesitat morbida tenen una major acumulacié d’AGEs que la
poblacio control no obesa,

4.2.  Aquest increment esta estretament relacionat a una major afectacio metabolica,
especialment a la presencia de DM2, i

4.3. La millora ponderal i metabolica aconseguida amb la cirurgia bariatrica no
condueix a un descens en la concentraci6 d’AGEs, al menys durant un periode de
seguiment de 5 anys, pel que la seva determinacié deixaria de ser clinicament Gtil en
aquesta poblacio.

Creiem que aquesta Tesi Doctoral proporciona una informacié abundant i
rellevant sobre el paper dels AGEs en les fases inicials de la malaltia ateromatosa i
de la malaltia renal. A més a més, afegeix informacio a la encara poc coneguda
relacio entre DM2 i funci6 pulmonar. | per Gltim, esclareix alguns dels mecanismes
pels que els pacients amb obesitat morbida tenen un major risc cardiovascular. Tot
junt, posiciona a la mesura dels AGEs mitjancant la SAF com una mesura clinica
que pot tenir forca repercussio en el maneig de la salut de la poblacié general, pel
que suggerim la seva inclusio dintre de les avaluacions de salut habituals.
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Tenint en compte els resultats obtinguts en els estudis que acabem d’exposar, la
linea de recerca iniciada amb aquesta Tesi Doctoral tindra continuitat. Aixi, exposem a
continuacid, i de forma molt esquematitzada, dos dels treballs que ja estem duent a
terme:

a) Analitzar I'impacte de l'estil de vida sobre la concentracio tissular dels
AGEs.

Per aquest objectiu hem utilitzat de nou les dades provinents del Bus de la Salut, on
els pacients responen qiiestionaris sobre el seu grau d’adheréncia a la dieta
mediterrania i els nivells d’activitat fisica realitzada. Els qiiestionaris utilitzats son
I’enquesta d'adheréncia de la dieta mediterrania adaptada de I'estudi PREDIMED
i el gilestionari internacional d'activitat fisica (IPAQ) **°. A la Figura 19 podem
observar dades preliminars de 2.646 subjectes, i com la sinérgia d’una dieta molt
saludable i major activitat fisica aconsegueix la menor SAF de totes les
combinacions possibles. A més, I’analisi de regressié multivariant pas a pas mostra
que la dieta mediterrania i l'activitat fisica s’afegeixen a l'edat i I'nabit tabaquic per
predir de forma independent els valors de la SAF (R?=0,122, p<0,001).

Figura 19. Autofluorescencia de la pell (eix y) en funcié de I'adherencia a la dieta
(eix z) i de I’activiat fisica (eix x).
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Resultats parcials d’aquest treball ja han estat difosos en reunions cientifiques en
forma de comunicacio oral (Premi a la millor comunicacié oral en I"area clinica)
i poster, respectivament:

Sanchez E, Betriu A, Purroy F, Fernandez E, Barbé F, Gutiérrez-Carrasquilla L,
Dominguez C, Lopez-Cano C, Lecube A. Adherencia a la dieta mediterrania i
productes finals de glicacié avangada; un cami per descobrir, en el 20é Congrés
Societat Catalana d'Endocrinologia i Nutricio, Barcelona 2017

Lopez-Cano C, Sanchez E, Betriu A, Barbé F, Purroy F, Miquel E, Pamplona R,
Lecube A. Adheréncia a la dieta mediterranea, productos finales de glicacion
avanzada y enfermedad ateromatosa, en el XIV Congreso SEEDO Sociedad
Espafola para el estudio de la Obesidad, Lleida 2018

b) Analitzar la relacio entre els AGEs i la circulacié intracranial

Fins ara em avaluat la relacié dels AGEs amb la malaltia ateromatosa subclinica en
els territoris carotidi i femoral. Pero disposem tambeé de les dades provinents dels
subjectes avaluats en el Bus de la Salut mitjangant una ecografia doppler
transcraneal. Podem aixi passar del risc coronari o vascular periferic al risc de
malaltia vascular cerebral.

Aixi, utilitzarem els criteris de Baumgartner, et al per definir una estenosi
intracraneal greu (>50%): velocitat del pis sistolic >220 cm/s en 1’arteria cerebral
mitja, o >155 cm/s en D’arteria cerebral anterior, o >145 cm/s en I’arteria cerebral
posterior 3. Per la seva banda, I’estenosi lleu es determinara per velocitats de entre
155-220 cm/s, 120-155 cm/s, i 100-145 cm/s, respectivament.

Els objectius secundaris d’aquest estudi sera relacionar els AGEs amb altres
variables de 1’ecografia intracraneal com I’index de pulsabilitat, la velocitat maxima
de I’arteria, la velocitat diastolica i la velocitat mitja de 1’arteria.
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