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RESUMEN

Es conocido que los parametros lipidicos convencionales son insuficientes para
categorizar debidamente el riesgo cardiovascular en determinados pacientes. Esta
limitacion es un problema méas evidente en sujetos con diabetes, en los que se ha
demostrado la presencia de cambios proaterogénicos perceptibles Unicamente a nivel
del perfil lipoproteico avanzado, caracterizado por alteraciones en el nimero y tamafo
de particulas lipoproteicas, asi como en su contenido en colesterol o triglicéridos. Se
dispone, no obstante, de escasa informacién acerca de los cambios producidos a nivel
de las lipoproteinas mediante el estudio de sujetos con diferentes alteraciones en el

metabolismo de la glucosa provenientes de una misma area geografica.

Por otro lado, existe evidencia cientifica de la presencia de una forma de miocardiopatia
especifica en poblacién con diabetes que puede aparecer en ausencia de hipertension
o cardiopatia isquémica, la miocardiopatia diabética. La etiopatogenia de esta entidad,
caracterizada por su caracter subclinico en sus primeros estadios, es compleja y
actualmente no esta completamente caracterizada, pero dentro de la misma podriamos
destacar el papel de la inflamacion sistémica y de los fenémenos de lipotoxicidad.
Existen pocos estudios que hayan estudiado la implicacion de estas vias en el colectivo
de poblacion con diabetes tipo 1, especialmente vulnerable a la aparicion de

insuficiencia cardiaca de etiologia no isquémica.

El primer estudio de esta tesis doctoral ha demostrado la presencia de alteraciones en
el perfil lipoproteico avanzado entre sujetos en situacion de normoglucemia en
comparacion con sujetos con diabetes tipo 2. Estas alteraciones observadas fueron
especialmente en lipoproteinas distintas a las LDL, como las VLDL, que también estan
asociadas con un mayor riesgo cardiovascular y que actualmente no son un objetivo de
intervencion terapéutica ni una herramienta para la prediccion del riesgo cardiovascular.

Por otro lado, en sujetos con normoglucemia, se ha observado un perfil avanzado mas
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favorable en mujeres. Por el contrario, los indices de adiposidad relacionados con la
resistencia insulinica estaban asociados positivamente con un perfil lipoproteico mas
proaterogénico. Nuestros hallazgos confirman la utilidad del analisis lipoproteico
avanzado para descubrir nuevas dianas terapéuticas y estrategias preventivas en la

enfermedad cardiovascular.

En el segundo estudio de esta tesis doctoral, estudiamos el papel del perfil lipoproteico
y glicoproteico avanzado como posibles vias implicadas con la aparicion de
miocardiopatia diabética. En dicho estudio, se ha demostrado una asociacion existente
entre las lipoproteinas ricas en triglicéridos (VLDL e IDL) y el biomarcador
proinflamatorio GlycA, con la presencia de disfuncién miocardica subclinica en una
poblacion sujetos con diabetes mellitus tipo 1 sin enfermedad cardiovascular, con una
capacidad predictiva mayor que otros factores de riesgo clasicos reconocidos de
insuficiencia cardiaca. De acuerdo con esto, proponemos un papel primordial de las
caracteristicas de las lipoproteinas ricas en triglicéridos y de la inflamacion sistémica
reflejada por el biomarcador GlycA en la disfuncién miocardica subclinica en pacientes

con diabetes tipo 1.
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SUMMARY

Conventional lipid parameters are known to be insufficient to properly categorize the
cardiovascular risk of certain patients. This is a more evident problem in subjects with
diabetes, in whom the presence of perceptible proatherogenic changes have been
demonstrated only at the advanced lipoprotein profile level, characterized by alterations
in the number and size of lipoprotein particles, as well as in their cholesterol or
triglyceride content. However, there are few data available on the changes produced at
the level of lipoproteins when studying subjects with different degrees of impaired

glucose metabolism in the same geographic area.

On the other hand, there is scientific evidence of the presence of a specific form of
cardiomyopathy in the diabetic population that can occur in the absence of hypertension
or ischemic heart disease: diabetic cardiomyopathy. The etiopathogenesis of this entity,
characterized by its subclinical course in its early stages, is complex and currently not
fully characterized, but within it, we could highlight the role of systemic inflammation and
lipotoxicity phenomena. There are few studies on the involvement of these pathways in
the population with type 1 diabetes, especially vulnerable to the development of non-

ischemic heart failure.

The first study of this doctoral thesis demonstrates the presence of alterations in the
advanced lipoprotein profile among patients with normoglycemia compared to patients
with type 2 diabetes. The observed alterations were especially seen in lipoproteins other
than LDL, such as VLDL, which are also associated with a higher cardiovascular risk and
are not currently a target of therapeutic intervention or a tool for cardiovascular risk
prediction. On the other hand, we observed a more favorable advanced profile in
women with normoglycemia. By contrast, adiposity indexes related to insulin resistance

were positively associated with a more proatherogenic lipoprotein profile. Our findings
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support the utility of the advanced lipoprotein analysis to uncover new therapeutic targets

and preventive strategies in cardiovascular disease.

The second study of this doctoral thesis investigates the role of advanced lipoprotein and
glycoprotein profiles as possible pathways involved in the development of diabetic
cardiomyopathy. In this study, we demonstrate an association between triglyceride-rich
lipoproteins (VLDL and IDL) and the proinflammatory biomarker GlycA, with the
presence of subclinical myocardial dysfunction in a population of subjects with type 1
diabetes without cardiovascular disease, with a greater predictive capacity compared
with other recognized classic risk factors for heart failure. Therefore, we propose a pivotal
role of triglyceride-rich lipoproteins characteristics and systemic inflammation reflected
by the GlycA biomarker in subclinical myocardial dysfunction in patients with type 1

diabetes.
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1. INTRODUCCION

1.1. ENFERMEDAD CARDIOVASCULAR, DIABETES Y PERFIL LIPIDICO.

1.1.1. El colesterol LDL como factor causal de arterioesclerosis.

Desde hace ya décadas, el colesterol se ha convertido en la medida estandarizada para
establecer los objetivos terapéuticos y la determinacién del riesgo de enfermedad
cardiovascular (ECV), siendo actualmente el colesterol transportado por las
lipoproteinas de baja densidad (c-LDL) el factor lipidico mas importante y cominmente
utilizado para diagnosticar la dislipemia y evaluar el riesgo cardiovascular de un

individuo (1).

El c-LDL es considerado un factor causal directo de arterioesclerosis, existiendo una
relacion lineal directa entre su concentracion sérica y el riesgo de ECV (1). En este
sentido, se ha descrito que, independientemente del farmaco utilizado, un descenso de
Immol/L (£39 mg/dl) de c-LDL se asocia con una reduccion de aproximadamente el
21% del riesgo relativo de sufrir un evento cardiovascular (2). Cabe destacar que, a
diferencia de otras variables biolégicas como la presién arterial o la glucemia, no existe
un limite inferior a partir del cual un descenso de c-LDL no aporte un beneficio en
términos de prevencion de eventos (3), de alli que incluso se haya llegado a promulgar
la hipdtesis del “c-LDL cero”, la cual defiende que concentraciones plasmaticas
extremadamente bajas de c-LDL debidas a un aumento en la actividad de su receptor
(LDLR) no deberian considerarse perjudiciales, sino mas bien como un marcador de
Optima eficiencia del sistema LDL/LDLR (4). Con los datos referidos queda demostrada
la influencia del c-LDL en el riesgo cardiovascular y que, cuanto mas intenso sea el

descenso logrado de este parametro, mayor sera el descenso de dicho riesgo.
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1.1.2. Concepto de riesgo lipidico residual.

En ocasiones los términos c¢-LDL y LDL se usan indistintamente y ello puede llevar a
confusién, dado que hay que tener en cuenta que en la practica clinica habitual el nivel
de LDL en plasma no se determina de forma directa, sino que suele realizarse una
estimacion indirecta a partir de la cantidad de colesterol contenido en las particulas LDL
(p-LDL) en plasma a través de las cifras de colesterol total, el colesterol transportado
por las lipoproteinas de alta densidad (c-HDL) y los triglicéridos (5). Este es el motivo
por el cual la gran mayoria de los estudios clinicos han basado como variable resultado
el c-LDL calculado en plasma, tanto para la estimacion del riesgo cardiovascular como

para demostrar el beneficio de las diferentes estrategias terapéuticas.

No obstante, en la practica clinica diaria es frecuente observar que, pese a lograr
alcanzar un buen control de los diferentes factores de riesgo cardiovascular, entre ellos
el c-LDL, un porcentaje no menospreciable de pacientes siguen presentando eventos
cardiovasculares, aspecto conocido como riesgo cardiovascular residual (6). Mas
concretamente, es frecuente encontrar pacientes en los cuales los parametros lipidicos
convencionales son insuficientes para poder categorizar debidamente su riesgo
cardiovascular, y en los que los eventos cardiovasculares siguen teniendo una gran
prevalencia en las personas con concentraciones séricas de c-LDL normal o incluso bajo
(7), fendbmeno conocido como riesgo lipidico residual (6). Por otro lado, se ha constatado
que mas del 50% de los individuos que han sufrido un primer evento cardiovascular con
una edad inferior a los 50 afios no cumplen criterios de elegibilidad para el uso de
estatinas al presentar concentraciones de c-LDL que podrian considerarse como
saludables (8), de alli la importancia de establecer pardmetros lipidicos que nos

permitan una mejor categorizacion del riesgo cardiovascular en estos individuos.

Existen otras magnitudes relacionadas con el metabolismo lipidico involucradas en la
aterogénesis, y que van mas alla de la concentracién plasmatica de c-LDL, por lo que

este riesgo lipidico residual podria explicarse por diferentes parametros lipidicos, dentro
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de las cuales podriamos destacar el descenso del c-HDL, el incremento de las
concentraciones de lipoproteina a (Lp(a)), y el aumento de las lipoproteinas ricas en
triglicéridos y del colesterol remanente, que englobaria las particulas de colesterol de
muy baja densidad (p-VLDL), las de densidad intermedia (p-IDL), y los quilomicrones

remanentes, que formarian parte del colesterol no-HDL (c-no-HDL) (9, 10).

Por otro lado, se ha demostrado que diferentes alteraciones cualitativas y cuantitativas
en las distintas subclases de particulas lipoproteicas, Unicamente perceptibles mediante
la determinacion de un perfil lipoproteico avanzado, también podrian justificar en parte
el riesgo lipidico residual, de alli la importancia de estudiar la distribucién de las
lipoproteinas que transportan el colesterol, ya que este factor juega un papel
fundamental en el riesgo individual de ECV (7). Los test avanzados de lipoproteinas
pueden mostrar patrones de distribucién de las particulas lipoproteicas, su contenido en
colesterol y triglicéridos, su nimero y tamafio, y aportarnos valores independientes para
calcular y reclasificar el riesgo cardiovascular individual, en contraposicion a la
concentracion de colesterol total o c-LDL, que son parametros lipidicos considerados

como clasicos o tradicionales.

1.1.3. Papel de las lipoproteinas ricas en triglicéridos.

Las lipoproteinas ricas en triglicéridos, del inglés triglyceride rich lipoproteins (TRL), son
particulas lipoproteicas generadas mayoritariamente a nivel hepético, y caracterizadas
por su alto contenido en triglicéridos. Los ésteres de colesterol y los triglicéridos son los
dos lipidos circulantes mas importantes. Debido a su naturaleza hidrof6bica, se
combinan con lipoproteinas que les permiten ser transportados en el plasma. El
colesterol es transportado por todas las lipoproteinas, y se concentra especialmente en
las particulas de colesterol de alta densidad (p-HDL) y en las p-LDL. En general, los
triglicéridos se transportan en el plasma en las VLDL, las IDL, los quilomicrones, y en

sus remanentes. Las TRL estan compuestas por un nucleo de triglicéridos y ésteres de
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colesterol y una monocapa superficial que comprende fosfolipidos, colesterol libre y
apolipoproteinas, siendo éstas ultimas un elemento importante en la regulacion del

transporte y metabolismo de estas lipoproteinas.

Aungue se ha centrado principalmente en las LDL como factor de riesgo para la ECV,
se ha demostrado que las TRL también atraviesan la pared endotelial y, por dicho
motivo, son consideradas también cdémo lipoproteinas proaterogénicas y estan
implicadas en la etiopatogenia de la arteriosclerosis (11, 12). Es importante tener en
cuenta que, a diferencia de las LDL, que deben oxidarse para unirse a los macrofagos,
los remanentes ricos en triglicéridos pueden ser captados directamente sin sufrir
modificacion oxidativa previa, lo que conduce a la formacion de células espumosas, y
posteriormente al desarrollo de la placa aterosclerética (13). Contamos con evidencia
cientifica que respalda la aterogenicidad de las TRL y del colesterol remanente (12, 14),
aspecto también descrito de forma especifica en poblacion con diabetes (15) y en
sujetos con sobrepeso u obesidad (16). Por otro lado, se ha demostrado que tanto el c-
no-HDL como las concentraciones de apolipoproteina B (apoB) presentan una
correlacion positiva superior al c-LDL con el riesgo residual de mortalidad por cualquier
causa y de infarto agudo de miocardio (IAM) en pacientes que reciben tratamiento con

estatinas (17).

Ademas, la presencia de concentraciones altas de TRL se ha visto asociada con otros
reconocidos factores de riesgo cardiovascular, tales como la obesidad, la diabetes
mellitus tipo 2 (DM2), la enfermedad renal crénica (ERC) y la resistencia insulinica. Por
todos estos motivos, las ultimas guias de prevencién cardiovascular han introducido el
c-no-HDL, en contraposicion del colesterol total, en las herramientas de estratificacion

del riesgo cardiovascular SCORE2 (18).
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1.1.4. Efectos de la diabetes en los parametros lipidicos.

En los sujetos con diabetes, se han observado diversas alteraciones en el perfil
lipoproteico avanzado, incluyendo un aumento en el nimero de las p-LDL y p-VLDL, asi
como una disminucién de las p-HDL (19). La dislipemia aterogénica, propia de sujetos
con diabetes, se caracteriza por un incremento de los niveles de triglicéridos totales, asi
como por un descenso del c-HDL. Ademas, es frecuente ver asociado un incremento de
las VLDL e IDL ricas en triglicéridos, asi como un aumento, habitualmente moderado,
de las concentraciones de LDL, con un claro predominio de LDL pequefias y densas.
En resumen, este tipo de dislipemia se caracteriza, por tanto, por un aumento de las

particulas proaterogénicas y una disminucién de las particulas antiaterogénicas.

La insulinoresistencia caracteristica de la diabetes favorece un aumento de la liberacion
de &cidos grasos libres no esterificados (del inglés, non-esterified fatty acids, NEFA)
desde los adipocitos, lo que a su vez induce la sintesis hepética de triglicéridos y un
aumento en la produccion de ApoB, resultando en la sobreproduccion de VLDL ricas en
triglicéridos (20-22). Tras la accion de la lipoproteina lipasa (LPL) sobre estas particulas,
enzima que se expresa principalmente en tejido adiposo y musculoesquelético, se
producen IDL con mayor contenido en triglicéridos y con menor contenido en colesterol
que son a su vez metabolizadas por la lipasa hepética (HL), la cual se encuentra
caracteristicamente més activa en pacientes con DM2, favoreciendo asi la produccién
de LDL méas densas y de menor tamafio (23). Ademds, al estar la LPL
caracteristicamente menos activa en la diabetes, las TRL se mantienen mas tiempo en
circulacion, e intercambian mas triglicéridos con las LDL circulantes a través de la
enzima CETP (proteina de transferencia de ésteres de colesterol), produciendo un
enriquecimiento del contenido en triglicéridos de las LDL para, posteriormente y por
accion de la HL (mas activa), dar lugar nuevamente a LDL de menor tamafio, todo ello
caracteristico de la dislipemia aterogénica (23). Estas lipoproteinas LDL de menor

tamafio presentan menor afinidad por el receptor LDL (24) y una mayor tendencia a la
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transmigracion endotelial y al acimulo subendotelial (23). Por otro lado, al estar mas
tiempo en circulacion, son méas proclives a sufrir modificaciones producidas por la propia

hiperglucemia, el estrés oxidativo, asi como a su carbamilacion (25-27).

El resultado de todas estas modificaciones es la generacién de compuestos lipidicos
que tienen mayor actividad inflamatoria, apoptética y proliferativa y, por tanto, una mayor
tendencia a la formacion de la lesion ateromatosa. Por otra parte, estas modificaciones
fragmentan la apoB e incrementan su carga nhegativa, favoreciendo la agregacion y
union a los proteoglicanos de la pared arterial, con el consecuente acumulo de las LDL

y la formacién de células espumosas (27, 28).

La figura 1 representa varias de las alteraciones tipicas en el metabolismo de las

lipoproteinas proaterogénicas en sujetos con diabetes.

tsintesis de

1 Lipasa 1 VLDL
Insulinoresistencia | lp | sensiblea |Hp| {NEFAs | Bp TG ‘;ﬁng 2@ | ricasen
hormonas hepético TGy ApoB

VLDL en
situacion
“Normal”

en
“diabetes”

Figura 1. Representacion gréfica de las alteraciones del metabolismo alterado de las
lipoproteinas propio de la dislipemia aterogénica en sujetos con diabetes. ApoB:
apolipoproteina B. CETP: proteina de transferencia de ésteres de colesterol. HL: Lipasa

hepética. IDL: lipoproteinas de densidad intermedia. LDL: lipoproteinas de baja
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densidad. LPL: Lipoproteina lipasa. NEFAs: acidos grasos no esterificados. TG:

triglicéridos. VLDL.: lipoproteinas de muy baja densidad.

Por otro lado, se ha observado una disminucion del colesterol HDL (c-HDL) y de las p-
HDL en los sujetos con diabetes. Esta disminucién de las p-HDL se debe, en parte, a
que las TRL compiten con las HDL por la enzima CETP. La CETP es una glicoproteina
producida por el higado que, de forma similar a lo que ocurre con las LDL, promueve
también el intercambio de triglicéridos desde las VLDL e IDL a las HDL, asi como de
colesterol desde las HDL a las lipoproteinas ricas en apoB (VLDL e IDL). Esto explica
que, en la diabetes, especialmente en presencia de hipertrigliceridemia, se produzca un
enriguecimiento en el contenido de triglicéridos de las HDL, lo que va a terminar
afectando a su catabolismo (23). Estas HDL ricas en triglicéridos son sustrato para la
LPL endotelial y para la HL, que hidrolizan sus triglicéridos, resultando en HDL de menor
tamafio y con escaso contenido en colesterol. Ademas, la hidrolisis de los triglicéridos
contenidos en las HDL induce la disociacion de la apolipoproteina Al (apoAl), principal
proteina de estas lipoproteinas, favoreciendo su catabolismo renal (29). Estos dos
efectos explican las concentraciones bajas de c-HDL y p-HDL en los sujetos con DM2.
A esto, hay que afadir que estas HDL presentan una menor capacidad de captaciéon
periférica de colesterol y, por tanto, son consideradas mas disfuncionales en su papel

antianterogénico dentro del transporte reverso de colesterol (30).

En conclusién, las alteraciones en el perfil lipoproteico avanzado, incluyendo el aumento
de las TRL (p-VLDL y p-IDL), el aumento de p-LDL pequefias y densas, asi como el
descenso de las p-HDL, representan los componentes aterogénicos mas importantes
de la dislipemia diabética. Estas anomalias lipidicas, que caracterizan la dislipemia
aterogénica en el paciente con diabetes, estan estrechamente relacionadas entre si
desde el punto de vista metabdlico. Por todo ello, su evaluaciéon puede ser Util para
identificar a aquellos pacientes con diabetes con un mayor riesgo cardiovascular y que,

por lo tanto, puedan beneficiarse de un tratamiento hipolipemiante mas intensivo.
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1.1.5. Papel del perfil lipoproteico avanzado: evidencias de la utilidad de
conocer el numero de particulas de las lipoproteinas en la
caracterizacion del riesgo cardiovascular.

Durante afios, la resonancia magnética nuclear (RMN) ha sido utilizada para medir la

concentracion, tamafo, y composicion de las diferentes particulas lipoproteicas

presentes en suero o plasma.

Como ya se ha comentado, las caracteristicas de las particulas lipoproteicas (nUmero,
tamafio y contenido en colesterol y triglicéridos) van a definir su potencial aterogénico
(31). La pared arterial intacta puede ser atravesada libremente por las p-LDL, asi como
por otras lipoproteinas asociadas con la apoB (VLDL e IDL), cuyo diametro sea inferior
a 70-80 nm. De tal forma que, tanto la concentracion como el tamafio de las particulas
circulantes, asi como la permeabilidad de la pared arterial, van a ser factores claves que
condicionaran el influjo trans-endotelial de estas lipoproteinas (32). Debido a este hecho,
situaciones en las que encontremos una elevada concentracién de particulas y/o un
didmetro reducido de éstas favoreceran su paso hacia la intima arterial, aumentando asi
su potencial aterogénico. Como ya se ha comentado, las LDL pequefias y densas,
frecuentes en la dislipemia diabética, son, ademas, mas susceptibles a los procesos de
glicosilacion no enzimatica y de oxidacién. La modificacion oxidativa de las
lipoproteinas, y concretamente de las LDL, que son mas sensibles al ataque oxidativo,
produce una lipoperoxidacion que les confiere una mayor actividad lipotéxica. La
glicosilacion no enzimética de las LDL induce ademas la formacion de radicales libres
de oxigeno con la consecuente estimulacién de procesos oxidativos, fendbmeno que se
conoce como glicoxidacion, contribuyendo ésta también a un mayor potencial

proaterogénico (27).

Estos son varios de los motivos por los que, a pesar de que dos individuos puedan tener
unas mismas concentraciones de c-LDL, pueden presentar un riesgo cardiovascular

muy dispar al presentar concentraciones de p-LDL diferentes (figura 2).
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DOS INDIVIDUOS CON IGUAL CONCENTRACION DE c-LDL

Menor cantidad p-LDL Mayor cantidad p-LDL
MENOR RIESGO MAYOR RIESGO

c-LDL 110 mg/dl oK c-LDL 110 mg/dl  OK
p-LDL 750 nmol/L  OK p-LDL 1250 nmol/L 4

Figura 2: Patrones de distribucién de p-LDL para una misma concentracion de c-LDL.
Segun el tamafio de las p-LDL existe una asociacibn a un diferente riesgo

cardiovascular. Adaptado de: Mora S. Circulation. 2009 May 5;119(17):2396-404 (33).

En lamisma linea, tal y cobmo se muestra en la figura 3, en el seguimiento de la poblaciéon
incluida en el estudio MESA (Multi-Ethnic Study of Atherosclerosis), una poblacion
formada por mas de 6.500 individuos de diversas etnias, sin enfermedad cardiovascular
conocida, y en la que se evalu6 la aparicion de ECV tras un seguimiento superior a 12
afios, se observé una mayor tasa de eventos cardiovasculares en aquellos pacientes
con un mayor cociente p-LDL/c-LDL (indicativo de una mayor cantidad de p-LDL con
respecto a c-LDL), demostrando asi que el nimero de p-LDL presenta una capacidad
superior de prediccidn de riesgo cardiovascular en comparacion con el c-LDL (34). Mas
recientemente, un mayor cociente p-LDL/c-LDL se ha visto asociado a la presencia de
enfermedad arteriosclerdtica preclinica en poblacion con diabetes tipo 1 (DM1) con alto
riesgo cardiovascular, resaltando asi el papel que tendria este cociente como marcador
subrogado del numero de particulas LDL pequefias y densas, responsables en gran
medida del riesgo lipidico residual de este colectivo (35). Este mismo estudio también

reveld6 una asociacién positiva del cociente particulas no-HDL/c-no-HDL con la
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presencia de arterioesclerosis preclinica en sujetos con DM1, resaltando nuevamente el

papel del resto de lipoproteinas proaterogénicas mas alla de las LDL (35).
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Figura 3: Incidencia de ECV a lo largo del tiempo segun la estratificacion de la poblaciéon
del estudio MESA con relaciébn a las concentraciones de c-LDL/p-LDL en tres
subpoblaciones diferentes: aquellos con p-LDL y c-LDL concordantes (indicado por la
linea negra); aquellos con p-LDL y c-LDL discordantes a favor de p-LDL (p-LDL > ¢c-LDL,
indicado por la linea roja); aquellos con p-LDL y c-LDL discordantes a favor de c-LDL
(p-LDL < ¢c-LDL, indicado por la linea azul). El nimero de p-LDL presenta una capacidad
superior de prediccion de riesgo con respecto al c-LDL. Adaptado de: Otvos JD, et al.

J Clin Lipidol. 2011 Mar-Apr;5(2):105-13 (34).

En lo que se refiere a las VLDL, en especial su subclase pequefia, se ha observado una
relacion con el riesgo cardiovascular residual en individuos en tratamiento activo con
estatinas y con valores de c-LDL< 130 mg/dl (36). Esta asociacion pareceria depender

en gran parte por el contenido en colesterol de estas particulas. En una linea similar, el
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contenido en colesterol de las VLDL se ha visto también asociado a un aumento de
mortalidad a un afio en pacientes con insuficiencia cardiaca aguda (37). Otros estudios
han observado una asociacion entre las subclases de VLDL de mayor tamafio con un
aumento del riesgo de reinfarto dentro del primer afio tras un sindrome coronario agudo

(38).

1.1.6. Fundamento técnico de la medicion directa de particulas
lipoproteicas mediante espectroscopia por resonancia magnética
(Liposcale®).

El test denominado Liposcale® es el resultado de un proyecto desarrollado a nivel

nacional que ofrece una nueva generacion tecnoldgica basada en el uso de la RMN para

el estudio de las lipoproteinas y sus diferentes subclases. Este test se basa en la
espectroscopia de RMN en 2 dimensiones, mediante la cual se analiza la atenuacion de
las sefiales de los picos lipidicos cuando estos son sometidos a un gradiente de campo
magnético conocido. La diferencia en la atenuacién de las sefiales se asocia a una
difusion diferencial de las particulas lipoproteicas segun el tamafio cuando se analizan
mediante espectroscopia de RMN (Diffusion Ordered Nuclear Magnetic Resonance

Spectroscopy [DOSY-NMR]). Con el estudio DOSY-RMN bidimensional, es posible

conocer las caracteristicas de las moléculas, como el coeficiente de difusién asociado a

cada subclase de lipoproteina. A partir de la medicién de sus coeficientes de difusion es

posible calcular los tamafios de las diferentes subclases de lipoproteinas utilizando la
ecuacion de Stokes-Einstein (39). El espectro generado por Liposcale® se traduce
finalmente en informacién acerca del nUmero y tamafio de las particulas lipoproteicas
distribuidas en tres fracciones principales (VLDL, LDL y HDL), y tres subfracciones de
cada una de ellas (grande, mediana y pequefia), dando asi lugar a un total de 9

subfracciones de lipoproteinas, asi como el contenido de colesterol y triglicéridos para
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cada tipo de lipoproteina (40). La figura 4 muestra un esquema elemental del

procedimiento utilizado por el test Liposcale®.

Muestra de Medicion Identificacion y Algoritmo
suero/plasma mediante RMN cuantificaciéon Liposcale®

Figura 4: Esquema del procedimiento utilizado por el test Liposcale® para la obtencion

e identificacion del perfil lipoproteico avanzado.

De forma mas pormenorizada, el estudio de las moléculas por resonancia magnética
nuclear se basa en la medicion de la frecuencia de rotacion de estas en funcion de la
intensidad del campo magnético aplicado. Esta medicién se expresa en términos de
porcentaje de cambio respecto a una frecuencia de referencia que conocemos
previamente, medida en partes por millén (ppm). Esto nos permite comparar los
resultados obtenidos con diferentes equipos, y analizar los mismos compuestos a partir

de muestras diferentes.

Primero, se coloca una muestra de suero o plasma, de la que generalmente se requiere
una cantidad de 200ul a la que se le afiade una disolucién buffer para minimizar los
cambios debidos al pH dentro del equipo de RMN, y se le aplica radiacion
electromagnética en forma de pulsos de radiofrecuencia, produciendo asi una excitacion
de los protones de las moléculas. Cuando los protones se encuentran en un campo
magnético externo, sufren un movimiento de precesion, vibran, y pueden entrar en
resonancia absorbiendo energia si se les excita con una onda electromagnética que

coincida con su frecuencia interna. Al relajarse y volver a su estado de equilibrio, se
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registra una sefal electromagnética oscilante que proporciona informacién sobre su
cambio de intensidad a lo largo del tiempo (41). Los diferentes protones en diferentes
partes de una misma molécula tienen un desplazamiento quimico diferente, y esto hace
que las moléculas den lugar a un patron especifico de picos, en términos tanto del
desplazamiento quimico como de las intensidades de esos picos (42). Lo que finalmente
obtendremos es un espectro de intensidad de sefial con respecto a la frecuencia de
referencia, expresada en ppm, mediante un proceso matematico conocido como
“deconvolucion”. De esta manera, se obtiene un registro de espectroscopia que contiene
informacién sobre los diferentes compuestos presentes en la muestra estudiada (42).
En el caso del estudio de las lipoproteinas, se analiza una franja especifica del espectro
comprendida entre 1.3 y 0.7 ppm. Como se detallard méas adelante, este proceso inicial
de obtencion del espectro permite no solo el estudio de las lipoproteinas, sino también
el de otros compuestos que se han relacionado con el proceso fisiopatolégico de la

enfermedad arterioesclerética, como es el caso de las glicoproteinas.

La clasificacion de las diferentes lipoproteinas y sus subfracciones en el espectro de
RMN se realiza tradicionalmente mediante el andlisis de las sefiales generadas por los
grupos metilo presentes en el colesterol esterificado y en los triglicéridos transportados
por las lipoproteinas. Estos grupos metilo resuenan a diferentes frecuencias bajo la
influencia de los pulsos de radiofrecuencia, y su resonancia sera diferente en funcién
del tamafio de la particula que los transporta. La deconvolucién matematica de estas
sefiales, basada en funciones analiticas asociadas a los lipidos presentes en cada
subfraccién, nos da una sefial que se compara con una biblioteca de espectros de las
subfracciones conocidas ya previamente, permitiendo asi obtener una medicién directa

de la concentracion de cada lipoproteina y de cada subfraccién lipoproteica (40, 43).

Aungue este método ha sido validado y testado en mudltiples estudios, presenta un
inconveniente, que es la superposicion de sefales, lo que dificulta la separacion entre

las diferentes lipoproteinas y sus subclases. Por este motivo, la diferenciacion de las
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lipoproteinas y sus subclases mediante espectroscopia de RMN ha evolucionado hacia
la aplicacion de un segundo gradiente magnético sobre la sefial inicial, técnica conocida
como DOSY. Con este método, se obtiene un primer espectro de sefial de metabolitos,
para luego aplicar un nuevo gradiente magnético que permite separar los picos de las
diferentes lipoproteinas dependiendo de la frecuencia del movimiento de precesién de
cada una, que variara en funcién de sus caracteristicas moleculares y de su tamafio. De
esta manera, las lipoproteinas méas grandes emiten sefiales a frecuencias mas altas que

las mas pequefias (40).

La figura 5 muestra un esquema de la obtencién del perfil lipoproteico basado en

espectroscopia por difusion bidimensional (DOSY).
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Conjunto de datos obtenido por espectroscopia por difusion
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Figura 5: Resumen esquematico de la obtencién del perfil lipoproteico basado en
espectroscopia por difusion bidimensional (Test Liposcale ®). A: Se muestran
diferentes gradientes obtenidos por espectroscopia RMN por difusién bidimensional
(DOSY). El primer gradiente, en color negro, muestra las regiones de RMN de los
espectros que se utilizan para calibrar y predecir las concentraciones de colesterol y
triglicéridos mediante el modelo de regresion de minimos cuadros. Se muestra, en color
rojo, la atenuacion de la sefial de los grupos metilo a lo largo del eje del gradiente para

mostrar la region utilizada para caracterizar las diferentes subclases de lipoproteinas.
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B: Proceso de ajuste de superficie para un sujeto determinado. La atenuacién
experimental de la sefial de los grupos metilo (izquierda), y las nueve funciones de RMN
utiizadas para ajustar la superficie experimental (derecha). C: Mediante esta
metodologia, se pueden obtener un total de nueve subclases de lipoproteinas.

Adaptado de: Mallol R et al. J Lipid Res. 2015 Mar;56(3):737-746 (40).

En resumen, Liposcale® es un test avanzado de lipoproteinas basado en RMN en 2D
que nos permite calcular directamente, ademas de la concentracion de colesterol y
triglicéridos que éstas transportan, el numero y el tamafio de las diferentes fracciones
de particulas lipoproteicas presentes en el suero, y ademas de una forma mas precisa
en comparacion con los métodos basados en RMN en 1D. De esta forma, tal y como se
muestra en la figura 6, gracias al test Liposcale® se pueden establecer nueve categorias
de lipoproteinas en funcion de sus tamafios (grandes, medianas y pequefas para cada

tipo de subclase: p-VLDL, p-LDL y p-HDL) (44).
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Figura 6: Esquema de las diferentes clases y subclases de lipoproteinas. Se expresan
sus didmetros en nandémetros (nm). Adaptado de: Pintd6 X, et al. Clin Investig

Arterioescler. 2020;32(5):219-229 (44).
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El test Liposcale® ha sido validado cientificamente, y se ha utilizado ya en numerosos
estudios previos, proporcionando un valor pronostico adicional a los factores de riesgo
cardiovascular clasicos tanto en el ambito de las enfermedades cardiovasculares
arterioscleréticas como en el sindrome metabdlico, la insuficiencia cardiaca, la diabetes
y sus complicaciones (35, 45-51). De hecho, recientemente se ha publicado un
consenso por parte de la Sociedad Espafola de Arterioesclerosis (SEA) en el que se

especifican las recomendaciones para el uso clinico de este test (44).

1.1.7. Analisis molecular de glicoproteinas plasmaticas asociadas a
inflamacion sistémica mediante espectroscopia por resonancia
magnética.

Tal y como se ha comentado previamente en esta tesis, uno de los beneficios de los

métodos de andlisis mediante espectroscopia de RMN es que, ademas de permitirnos

medir el perfil lipoproteico avanzado, se pueden obtener datos sobre otros metabolitos

0 moléculas a partir de una misma muestra. De entre estos metabolitos, se podria

destacar la caracterizacion de la concentracion de proteinas glicosiladas en el plasma,

una parte de las cuales generan una sefial denominada glicoproteina A (GlycA). En este
sentido, se ha descrito que la concentracién sérica de esta glicoproteina aumenta de

forma proporcional con el grado de inflamacion sistémica (52).

En el caso de las glicoproteinas, la region del espectro sobre la que resuenan es una
seflal compuesta con un pico prominente centrado en aproximadamente 2,03 ppm del
espectro de resonancia (2.15-1.90 ppm). La espectroscopia de RMN nos permite asi
detectar los picos de sefial derivados de los grupos N-acetilglucosamina y N-
acetilgalactosamina (pico de GlycA), que aparecen en la mayoria de las proteinas
inflamatorias séricas (ver figura 7). Es importante sefialar que, cuando su concentracion

es inferior a 20 umol/L no pueden distinguirse los diferentes tipos de proteinas
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glicosiladas durante las mediciones, y que por tanto un pequefio subconjunto de
glicoproteinas de fase aguda son las que influiran de forma més significativa en la sefial
de GlycA, al presentar una mayor concentracion y un mayor grado de glicosilacién. En
este sentido, las proteinas que méas contribuyen a la sefial GlycA son: la alfa-1-
glicoproteina &cida, la alfa-1-antitripsina, la alfa-1-antiquimotripsina, la haptoglobina y la
transferrina (53). Al detectar enlaces especificos de glicosilacion de estas proteinas, la
medicion de GlycA nos permite analizar diferentes vias inflamatorias en una Unica

medida y de forma conjunta (54).

5A 2 a PR 0 [, TR (PREPESSeTERRS [ty \eid e
'UUU" 55 5 45 4 35 3 25 2 15 1 05 [ppm]

Proteinas
glicosiladas Estimacion
en plasma del estado

inflamatorio

Condiciones Situacién

normales patolégica
Figura 7: Representacion grafica de la obtencion por RMN del pico de sefial de las
glicoproteinas en plasma que nos permite conocer el grado de inflamacién sistémica
gue producen determinadas patologias. Adaptado de: Fuertes-Martin R, et al. J Clin

Med. 2020 Jan 27;9(2):354 (54).

A parte de la sefal del area de GlycA, a partir del espectro obtenido por la

espectroscopia de 1H-RMN es posible calcular el cociente Height/Width (H/W) de GlycA,
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el cual nos proporciona informacion sobre la “forma” del pico de glicosilacion. Esta
funcion depende de su altura (Height), que esta relacionada con la concentracion, y su
ancho (Width), que esta relacionada con la flexibilidad y la agregacion de las moléculas
que generan la sefial. Se ha encontrado que picos de sefial més altos y estrechos (mas
“picudos”), y que serian indicativos de una mayor libertad entre los enlaces entre

azucares y proteinas, estan relacionados con algunas enfermedades inflamatorias (55).

Se sabe ademas que las concentraciones séricas de GIlycA estan directamente
asociadas con las de la proteina C reactiva (PCR) (52), que es otro biomarcador
diagnéstico bien establecido para valorar el estado inflamatorio sistémico. Cabe
destacar que la ventaja que ofrece GlycA sobre la PCR es que puede integrar multiples
vias inflamatorias de forma simultanea al capturar la sefial global de varias proteinas
inflamatorias y, por lo tanto, capturar mejor el grado de inflamacién sistémica (56).
Ademas, es capaz de hacerlo con una mayor fiabilidad y una menor variabilidad
intraindividual que la PCR al detectarse de manera similar en muestras de suero y
plasma, en estados de ayuno y posprandial e incluso después de largos periodos de

almacenamiento de la muestra (53, 57).

Existe evidencia sobre el valor pronéstico del estudio del estado inflamatorio mediante
el perfilado de la glicosilacion por espectroscopia de RMN en diferentes enfermedades
no cardiovasculares tales como distintas neoplasias, la obesidad, la diabetes mellitus (y
sus complicaciones), el sindrome metabdlico y otros procesos inflamatorios crénicos
sistémicos (52, 54, 57-59). En el campo de la ECV, se ha observado una relacién entre
la concentracion sérica de glicoproteinas y la enfermedad coronaria, la enfermedad
arterial periférica, los accidentes cerebrovasculares, asi como con la mortalidad por
cualquier causa en pacientes seleccionados, incluso después del ajuste por otros

marcadores inflamatorios (52, 60-61).
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1.2. INSUFICIENCIA CARDIACA Y DIABETES.

Diversos estudios epidemiolégicos han demostrado una asociacion entre la DM y la
insuficiencia cardiaca (IC), siendo la prevalencia de IC en individuos con DM dos veces
superior a la de la poblacion general (62-64). De hecho, la DM es muy prevalente entre
los sujetos con IC, especialmente en aquellos que presentan una fraccion de eyeccion
preservada (64). Dentro de la IC, podemos distinguir entre aquella disfuncién ventricular
que se presenta en forma de disfuncion sistélica, definida como una reduccion de la
fraccion de eyeccion del ventriculo izquierdo (VI) acompafada generalmente de una
dilatacion ventricular, o bien en forma de disfuncién diastélica, entendida como la
condicion en la cual, para mantener un gasto cardiaco normal, la presion de llenado se
encuentra aumentada, generalmente como consecuencia de una rigidez de la pared
ventricular (65). Es importante sefialar que ambas condiciones pueden coexistir en un

mismo paciente.

1.2.1. Miocardiopatia diabética: definicion y prevalencia.

Debe destacarse que, en estudios poblacionales, el riesgo de IC en sujetos con diabetes
(particularmente con DM2) esta incrementado significativamente después de ajustar por
otros factores de riesgo reconocidos de IC (66). La forma especifica resultante de

cardiomiopatia se denomina miocardiopatia diabética (MCD) (67).

Se define a la MCD como la presencia de disfuncion ventricular diastélica y/o sistélica
en sujetos con diabetes mellitus en ausencia de enfermedad coronaria o hipertension
arterial (HTA). El concepto de MCD se basa en el concepto de que la DM es en si misma
el factor clave que provoca diferentes cambios a nivel molecular y celular en el miocito,
lo que produce anomalias estructurales y funcionales en el corazén, con la progresiva

aparicion de disfuncién miocardica (67).

36



Si bien es cierto que, debido al caracter subclinico de esta entidad en sus estadios
iniciales, su verdadera prevalencia no se conoce con exactitud y es dificil de determinar,
se estima ésta se situaria en torno al 15-20% y que aumentaria con la edad y la duracién
de la diabetes (68). Por otro lado, aunque se trata de un concepto mas comunmente
relacionado con la DM2, también es evidente la presencia de una miocardiopatia
inducida metabodlicamente, independientemente de la presencia de HTA, nefropatia o

cardiopatia isquémica en individuos con DM1 (69, 70).

1.2.2. Manifestaciones clinicas de la miocardiopatia diabética.

La primera etapa de la miocardiopatia diabética es clinicamente asintomatica, y se
caracteriza por una sefializacion metabolica y una utilizacién de la energia cardiaca
alteradas, lo que conduce progresivamente a un aumento de la rigidez miocéardica (71,
72). Se desarrolla ademas una disminucion de la distensibilidad (compliance) del VI, un
deterioro del llenado diastdlico temprano, un aumento del llenado y agrandamiento
auricular, un deterioro de la relajacion ventricular isovolumétrica con una prolongacion

de ésta, y un aumento de la presion final diastélica del VI (73, 74).

Posteriormente, en una segunda etapa, se produce una remodelacion estructural del
miocardio en forma de hipertrofia y de fibrosis progresivas del VI. Con el paso del tiempo,
ird evolucionando a una tercera etapa caracterizada por un deterioro anatémico y
funcional progresivo hasta finalmente producir disfuncibn miocardica, que puede ser

tanto diastdlica, sistolica como mixta (73).

Por lo tanto, es importante hacer énfasis en el hecho de que, antes de que se presente
una insuficiencia cardiaca sintomatica, aparecerdn Unicamente cambios sutiles a nivel

del miocardio, lo que dificulta alin més el diagndstico de esta patologia.
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1.2.3. Fisiopatologia de la miocardiopatia diabética.

La etiopatogenia de la MCD es sumamente compleja y hoy en dia adn no se comprende
completamente. Se han descrito varios mecanismos fisiopatoldégicos que afectan
directamente la estructura y funcién del miocardio contribuyendo al desarrollo de la
MCD. Entre ellos, se podrian destacar las alteraciones en el metabolismo energético
miocardico, anomalias en la sefializacion intracelular, la disfuncion autonémica, la
activacion del sistema renina-angiotensina-aldosterona, el estrés oxidativo, la
inflamacién sistémica, la lipotoxicidad, el dafio microvascular y la fibrosis miocardica (71,

75-78).

La hiperglucemia, la hiperinsulinemia y la sefializacion alterada de la insulina
probablemente sean parte de los principales mecanismos iniciadores (73). La insulina
es una de las principales hormonas encargadas de la regulacion del metabolismo
intermedio de los carbohidratos y los lipidos en el organismo, orquestando la utilizacion
de sustratos para su almacenamiento en el interior de las células. En consecuencia, las
alteraciones en su sefalizacién tienen efectos deletéreos en numerosos tejidos,
incluyendo el sistema cardiovascular. Asimismo, otras alteraciones metabdlicas tales
como la deplecion del transportador de glucosa GLUT-4 y el aumento de los acidos
grasos libres también se han visto involucrados en las fases iniciales de esta patologia

(79, 80).

En la etiopatogenia de la MCD es especialmente importante sefialar el papel del
aumento sistémico del estrés oxidativo (72). Probablemente, una de las principales
causas es un aumento de la actividad mitocondrial producido como consecuencia de la
hiperglucemia mantenida, favoreciendo asi la produccion de especies reactivas del
oxigeno (del inglés, reactive oxygen species, ROS). Este estrés oxidativo tendria un
papel crucial a nivel del espacio subendotelial de las paredes arteriales y a nivel de los
cardiomiocitos, un microambiente rodeado de células metabdlicamente activas que

carece de las defensas antioxidantes tan abundantes en el plasma sanguineo (71). Este
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proceso termina dando lugar a la formaciéon de productos de glicacion avanzada (del
inglés, advanced glycation end-products, AGE). Los AGE son un grupo heterogéneo de
compuestos con propiedades inflamatorias y capacidad de induccion de apoptosis, que
pueden alterar de manera irreversible la funcién de ciertas proteinas extracelulares,
como el colageno y la elastina, alterando asi sus propiedades estructurales, y

favoreciendo el deterioro de la relajacion del masculo cardiaco (73, 74).

Por otro lado, debe destacarse también el papel que juega el dafio microvascular dentro
de la etiopatogenia de la MCD, aspecto especialmente llamativo en las etapas mas
tardias de dicha enfermedad (73, 81). En condiciones de resistencia insulinica se
produce una reduccion en la produccién de éxido nitrico, asi como un aumento de su
degradacion, resultando en una reduccién de sus niveles biodisponibles. El 6xido nitrico
es un elemento fundamental para la correcta relajacion vascular coronaria, por lo que
ésta seria una de las principales causas de microangiopatia observadas en la MCD (81).
Por otro lado, en la diabetes también se ha descrito un aumento de niveles endotelina-
1, un potente vasoconstrictor, que, junto con el descenso de Oxido nitrico, también
favoreceria una vasodilatacion defectuosa de los capilares, promoviendo asi la
microangiopatia diabética (81). Asimismo, el aumento en los niveles de calcio
intracelular en las células musculares lisas del epitelio vascular favoreceria también la
constriccion coronaria, y se ha descrito que el hiperinsulinismo tendria efectos en la
diferenciacion de las células endoteliales a un fenotipo similar al de los fibroblastos (82),
lo que contribuiria también a un aumento en la rigidez vascular. Ademas, dentro del
efecto deletéreo producido a través de los AGE, se ha descrito un descenso en los
niveles de factor inducible por hipoxia-1a (del inglés, hypoxia-inducible factor-1a, HIF-
la) que impediria una adecuada vasculogénesis compensatoria en respuesta a la

isquemia (83).

La lipotoxicidad, referida como el dafio celular causado por la acumulacion excesiva de

lipidos, ha sido también considerada como un factor importante en el desarrollo de la
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MCD (84). La elevacion de lipidos circulantes en el contexto metabodlico del
hiperinsulinismo aumenta la incorporacion de &cidos grasos libres a los cardiomiocitos,
los cuales se adaptan rapidamente para su utilizacibn como sustrato energético. Sin
embargo, si la entrega de acidos grasos supera la capacidad oxidativa de la célula, los
acidos grasos se acumularan intracelularmente, impidiendo el adecuado metabolismo
del miocito (74). La alta captacion y metabolismo de acidos grasos no solo estimula la
acumulacion de sus productos intermedios, sino que también aumentara la demanda de
oxigeno y reducira la produccidn de energia, provocara el desacoplamiento mitocondrial
y un aumento del estrés del reticulo endoplasmatico y de la produccion de ROS,
desencadenando finalmente la apoptosis de los cardiomiocitos (74, 80). En conjunto,

todos estos eventos participan de manera importante en la patogénesis de la MCD.

A continuacién, se incluye la figura 9 con el propésito de resumir los diferentes
mecanismos etiopatogénicos propuestos en la fisiopatologia de la MCD. Aunque se
representan como mecanismos separados, es importante sefialar que muchas de estas
vias interactian entre si de forma compleja.

Sefalizacion alterada de

la insulina

Disfuncion mitocondrial Estrés oxidativo

Lipotoxicidad Inflamacion sistémica

i Apoptosis/necrosis
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Figura 8: Mecanismos etiopatogénicos propuestos en la fisiopatologia de la
miocardiopatia diabética. AGE: Advanced Glycation End-products. AGs: Acidos Grasos.
miRNA:  MicroRNA. RAA: Renina-Angiotensina-Aldosterona. RE: Reticulo

Endoplasmético. Adaptado de: Bugger H, et al. Diabetologia 2014; 57(4):660-71 (66).

1.2.4. Papel de GlycA y de las lipoproteinas ricas en triglicéridos en la
fisiopatologia de la insuficiencia cardiaca.

Tal y como se ha comentado previamente, GlycA es un reconocido biomarcador

compuesto de inflamacién sistémica cuya sefial por RMN representa tanto los niveles

como el grado de glicosilacion de diversas proteinas de fase aguda. Concretamente, se

ha sugerido que la inflamacién crénica en pacientes con diabetes puede contribuir al

desarrollo de la MCD (85, 86).

Diferentes estudios han descrito que las concentraciones elevadas de GlycA se asocian
con un mayor riesgo de IC en poblacién general, sobre todo en el subgrupo de sujetos
que presentan una fraccién de eyeccion preservada (87). Mas recientemente, se ha
observado su asociacion con la variable de resultado combinada de mortalidad por
cualquier causa y de reingreso por IC en una poblacién de sujetos con IC crénica de
causa no isquémica (88). Sin embargo, es importante tener en cuenta que estos
estudios son de tipo observacional y que, por tanto, no permiten establecer una relacion
directa de causalidad. Hasta la fecha, no existe evidencia del papel de GlycA en la
disfuncion cardiaca en su fase preclinica, menos aun si hablamos de aquella que

acontece de forma especifica en sujetos con DM1.

En relacién con las TRL, se sabe que el exceso de flujo de acidos grasos movilizados
hacia el higado promueve la sobreproduccion de éstas, asi como de sus remanentes,
situacion tipicamente presente en la diabetes. Concretamente, en modelos investigacion

experimental murina se ha observado que la sobreexpresion de receptores de VLDL
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(VLDLR) en un estado postprandial, con el consecuente aumento de la captacion de
TRL por parte de los cardiomiocitos, favoreceria la aparicion de disfuncion ventricular
(89). También se ha hipotetizado sobre el papel que tendrian en el remodelado cardiaco,
asi como en la vulnerabilidad a la aparicion de fibrilacién auricular (90). Sin embargo, la
contribucion de las TRL a la cardiomiopatia no isquémica aln esta pobremente

estudiada.
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2. JUSTIFICACION

El colesterol contenido en las lipoproteinas LDL se considera, en la actualidad, un factor
causal de arteriosclerosis. Sin embargo, es conocido que, ademas de las
concentraciones del c-LDL en sangre periférica, existen otros parametros lipidicos que
estarian involucrados en el proceso de arteriosclerosis y, por lo tanto, en el riesgo de
enfermedades de causa aterosclerética. Entre las descritas, estarian las alteraciones en
el fenotipo de las distintas lipoproteinas (tanto de tipo cualitativo, como cuantitativo).
Este hecho es especialmente prevalente en situaciones clinicas como la diabetes. En
este Ultimo caso, se ha descrito que la alteracion en el fenotipo de las lipoproteinas, mas
all4 de las concentraciones séricas de c-LDL, estaria implicada en el mayor riesgo de

ECV ateromatosa descrito en sujetos con DM.

Existen muy pocos datos en la literatura relacionados con el perfil lipoproteico en sujetos
gue presentan diferentes grados de alteracion del metabolismo de la glucosa
(prediabetes 0 DM2), y de sujetos con normoglucemia provenientes de una misma zona
geografica, menos aun en poblacién del area mediterranea. Esta es, por tanto, una
aproximacion prometedora que podria ser de utilidad para mejorar la prediccion del

riesgo cardiovascular de estos individuos.

Por otro lado, en el momento actual, existe escasa evidencia en la literatura sobre el
papel del perfil lipoproteico avanzado y el estado inflamatorio sistémico, medido a través
de la caracterizacion de la glicosilacion plasmatica, en la MCD. Este hecho es
especialmente destacado en sujetos con DM1. Desde un punto de vista fisiopatoldgico,
es importante disponer de datos relacionados con el perfil avanzado de las lipoproteinas
en estadios preclinicos de dicha entidad. De esta forma, la informacién obtenida podria
contribuir a clarificar su implicacion en la fase preclinica de la MCD, para asi poder
sentar las bases de futuros tratamientos que puedan ser utilizados en estadios precoces

de la enfermedad, permitiendo alterar su historia natural.
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Por dichos motivos, y teniendo en cuenta la alta prevalencia de todas estas patologias,
se propuso la realizacion de esta esta tesis doctoral con el fin de lograr una mayor
comprension de las diferencias que pueden observarse en el perfil lipoproteico
avanzado en funcion del estado glucémico de cada individuo, asi como de la relacion
entre el mismo y el perfil glicoproteico avanzado como mecanismos fisiopatologicos

implicados en la MCD.
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3. HIPOTESIS

Las hipotesis planteadas en esta tesis doctoral son las siguientes:

1. Existe una asociacion entre el grado de alteracion del metabolismo de la glucosa
con diferentes alteraciones cualitativas y cuantitativas del perfil lipoproteico

avanzado.
2. Existe una asociacion entre diferentes alteraciones en el perfil lipoproteico y

glicoproteico avanzado con la presencia de disfuncién miocardica subclinica en

sujetos con DML1.
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4. OBJETIVOS

Objetivo principal:

Describir el patron fenotipico del perfil lipoproteico avanzado, definido como las
diferentes subclases de lipoproteinas, asi como su contenido en colesterol y triglicéridos,
en sujetos con distintos grados de alteracion del metabolismo glucidico sin antecedentes
de ECV: normoglucemia, prediabetes, DM2 y DM1; en este ultimo grupo junto con la
caracterizacion de la glicosilacion plasmatica, definida como la concentracion sérica de

GlycA, y evaluar su relacién con la funcién miocardica.

Objetivos especificos:

1. Describir las diferencias en el perfil lipoproteico avanzado en sujetos con
distintos grados de alteracién del metabolismo glucidico, sin enfermedad
cardiovascular previa y sin tratamiento hipolipemiante, analizando su asociacion
con variables clinicas como la edad y el sexo, asi como con diferentes
parametros relacionados con la composicién corporal, la resistencia insulinica y
el higado graso no alcohdlico (HGNA).

2. Describir el patron fenotipico del perfil lipoproteico avanzado y de las
concentraciones séricas de GlycA en una cohorte bien caracterizada de sujetos
con DM1 sin enfermedad cardiovascular previa, estudiando su asociaciéon con la

presencia de disfuncion miocardica subclinica.
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5. COMPENDIO DE PUBLICACIONES

5.1. RESUMEN DE MATERIAL Y METODOS.

5.1.1. Material y métodos del primer articulo.

Poblacién a estudio:

Se incluyeron un total de 929 participantes (463 con normoglucemia, 250 con
prediabetes, y 216 con DM2) provenientes de diferentes cohortes de 4 centros
participantes pertenecientes a la misma institucion sanitaria del noreste de Espafia

(Catalufia).

Los criterios de inclusién para los 3 grupos fueron: ausencia de insuficiencia renal
cronica (definida como un filtrado glomerular (FG) < 60 ml/min/1,73 m2), y ausencia de
cardiopatia conocida (definida como cualquier tipo de enfermedad arterial periférica,
ictus, IC o enfermedad coronaria, incluidos el IAM previo y la angina, o los antecedentes
de revascularizacion coronaria percutdnea o mediante cirugia de derivacion). Los
criterios de exclusién fueron el tratamiento hipolipemiante activo (estatinas y/o fibratos),

0 un diagnéstico de diabetes diferente a la DM2.

Para catalogar la presencia de diabetes o prediabetes, se usaron los criterios

diagnésticos establecidos por la American Diabetes Association (ADA) (91).

Evaluacion y variables de interés:

Se registraron las caracteristicas de los participantes y los parametros antropométricos
y analiticos. Para evaluar la posible presencia de higado grado no alcohdlico, se calculé
también el indice Fatty Liver Index (FLI) de todos los participantes, considerando un FLI

> 60 como indicativo de la presencia de HGNA.
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A todos los sujetos se les practico un andlisis por espectroscopia por RMN del perfil
lipoproteico avanzado (Liposcale®). Se estudiaron las diferencias existentes entre los
tres grupos incluidos (DM2, prediabetes y normoglucemia) y, dentro del grupo de sujetos
con normoglucemia, en funcién del sexo (hombre o mujer) y del grupo de edad (de 18.0

a 44.3 afios, de 44.3 a 56.4 afios o de 56.4 a 83 afios).

Metodologia estadistica:

La estadistica descriptiva se resumié como mediana [intervalo intercuartilico] o media +
desviacion estandar para las variables continuas, y mediante frecuencia y porcentaje
para las variables cualitativas. Se utilizaron la prueba de la t de Student o la de la x? para
explorar las diferencias entre los diferentes grupos. Se calcularon los valores de p
correspondientes a las comparaciones de datos emparejados mediante pruebas
multiples con el método de Tukey. Se calcularon los coeficientes de correlacion de
Pearson entre los perfiles avanzados de lipoproteinas basados en RMN vy los

parametros clinicos y analiticos del grupo de control normoglucémico.

Por ultimo, para evaluar las diferencias ajustadas entre los grupos para cada subclase
de lipoproteina, se utilizaron modelos de regresion multivariante. Las covariables
incluidas en el andlisis ajustado fueron la edad, el sexo y el IMC. Ademas, se aplicé una
correccion mediante pruebas de comparaciones multiples con el método de Bonferroni

para introducir un control para una tasa de error agrupada prefijada de 0,05.
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5.1.2. Material y métodos del segundo articulo.

Poblacién a estudio:

Se estudiaron 304 sujetos procedentes de una cohorte de sujetos daneses con DM1

proveniente del estudio Thousand & 1 (92).

Del total de 304 sujetos, 154 presentaban disfuncién miocérdica sistélica y/o diastélica
objetivable por ecocardiograma (grupo con disfunciéon miocéardica), y los 150 restantes
no tenian disfuncion miocéardica y procedian de la misma cohorte original, y estaban
apareados por edad, sexo y HbAlc con el grupo de disfuncién, representando asi el
grupo de control. Ninguno de los sujetos incluidos en el estudio presentaba ECV previa

conocida (con los mismos criterios de definicion utilizados en el primer estudio).

Evaluacion y variables de interés:

A todos se les realiz6 un ecocardiograma transtoracico. La disfuncién miocardica
subclinica se definid como la presencia de disfuncion sistélica y/o diastélica observada
en el ecocardiograma en ausencia de sintomas de IC. La disfuncion sistélica se definié
como una fraccién eyeccion ventriculo izquierdo < 45%, mientras la disfuncion diastolica
como un cociente E/e' 2 12 (donde E corresponde a velocidad de influjo mitral temprano
y € el pico diastélico temprano), o un cociente E/e’ 8-12 + un volumen de la auricula

izquierda > 34 ml/m2.

Ademas, se realizd en todos los sujetos un andlisis por espectroscopia por RMN del
perfil lipoproteico avanzado y de la concentracion de proteinas glicosiladas determinada
a partir de los enlaces entre galactosamina y glucosamina unidos a diferentes proteinas

plasmaticas (GlycA) mediante el test de Liposcale®.
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Metodologia estadistica:

Para identificar un perfil metabdlico asociado con la presencia de disfuncién miocardica
subclinica se realiz6 un analisis estadistico univariante, y un modelo supervisado
multivariante de clasificacion basado en regresion de minimos cuadrados (del inglés,

partial least squares-discriminant analysis, PLS-DA).

El andlisis PLS-DA es un tipo de analisis multivariante utilizado para discriminar qué
variables ayudan a una mejor clasificacion entre dos grupos. En nuestro caso, el grado
de contribucion de cada variable a la presencia de disfuncién miocardica en nuestros

sujetos con DM1.

Por otro lado, mediante el uso de la regresion logistica, se evaludé la capacidad
discriminatoria para predecir la presencia de disfuncién por parte de los biomarcadores
obtenidos por RMN cuando éstos se afladian a un modelo que incluia Unicamente
variables clinicas tradicionales (edad, sexo, FG, NTproBNP, IMC, duracion de la

diabetes y presion arterial sistolica).
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5.2. PRIMER ARTICULO.

Titulo: Advanced lipoprotein profile in individuals with normal and impaired
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Autores: Carlos Puig-Jové, Esmeralda Castelblanco, Mireia Falguera, Marta
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The novel inflammatory biomarker s
GlycA and triglyceride-rich lipoproteins
are associated with the presence of subclinical
myocardial dysfunction in subjects with type

1 diabetes mellitus

Carlos Puig-Jové"?", Josep Julve®*", Esmeralda Castelblanco’, M Teresa Julian*®, Nuria Amigé®”®, Henrik U Andersen®,
Tarunveer S Ahluwalia®', Peter Rossing”'!, Didac Mauricio®' %%, Magnus T Jensen'# and Nuria Alonso®*¢*

Abstract

Background Subjects with Type 1 diabetes mellitus (T1DM) have an increased incidence of heart failure (HF).
Several pathophysiological mechanisms have been involved in its development. The aim of this study was to analyze
the potential contribution of the advanced lipoprotein profile and plasma glycosylation (GlycA) to the presence of
subclinical myocardial dysfunction in subjects with T1DM.

Methods We included subjects from a Danish cohort of T1DM subjects (Thousand & 1 study) with either diastolic
and/or systolic subclinical myocardial dysfunction, and a control group without myocardial dysfunction, matched by
age, sex and HbA1c. All underwent a transthoracic echocardiogram and an advanced lipoprotein profile obtained
by using the NMR-based Liposcale® test. GlycA NMR signal was also analyzed. Systolic dysfunction was defined as
left ventricular ejection fraction <45% and diastolic dysfunction was considered as E/e’>12 or E/e” 8-12+volume

of the left atrium >34 ml/m2. To identify a metabolic profile associated with the presence of subclinical myocardial
dysfunction, a multivariate supervised model of classification based on least squares regression (PLS-DA regression)
was performed.

Results One-hundred forty-six subjects had diastolic dysfunction and 18 systolic dysfunction. Compared to the
control group, patients with myocardial dysfunction had longer duration of diabetes (p=0.005), and higher BMI
(p=0.013), serum NTproBNP concentration (p=0.001), systolic blood pressure (p<0.001), albuminuria (p < 0.001),
and incidence of advanced retinopathy (p <0.001). The supervised classification model identified a specific pattern
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subclinical myocardial dysfunction in TIDM.

associated with myocardial dysfunction, with a capacity to discriminate patients with myocardial dysfunction from
controls. PLS-DA showed that triglyceride-rich lipoproteins (TGRLs), such as VLDL (total VLDL particles, large VLDL
subclass and VLDL-TG content) and IDL (IDL cholesterol content), as well as the plasma concentration of GlycA, were
associated with the presence of subclinical myocardial dysfunction.

Conclusion Proatherogenic TGRLs and the proinflammatory biomarker Glyc A are strongly associated to myocardial
dysfunction in TIDM. These findings suggest a pivotal role of TGRLs and systemic inflammation in the development of

\Keywords Myocardial dysfunction, Heart failure, Type 1 diabetes, Lipoproteins, GlycA

Background

Diabetes mellitus (DM) and heart failure (HF) are two
multifaceted entities that involve high morbidity and
mortality when both conditions coexist [1, 2]. The risk of
HF is increased both in subjects with type 2 DM (T2DM)
[3] and type 1 DM (T1DM) [4]. Indeed, DM is highly
prevalent amongst patients with HF [5, 6], especially
those with HF and preserved ejection fraction (HFpEF)
[7, 8].

In population-based studies, the risk of HF in patients
with diabetes (particularly T2DM) is significantly
increased following adjustment for well-established
HF risk factors [9]. The resulting specific form of car-
diomyopathy is known as “diabetic cardiomyopathy”
[10]. Although the concept of diabetic cardiomyopathy
is often considered in individuals affected by T2DM, a
metabolically-induced cardiomyopathy, independent of
hypertension, nephropathy or ischemic heart disease is
also evident in individuals with TIDM [11, 12].

Several pathophysiological mechanisms directly affect-
ing the structure and function of the myocardium have
been proposed to contribute to the development of dia-
betic cardiomyopathy. Among those described are hyper-
glycemia, hyperinsulinemia, inflammation and increased
levels of circulating fatty acids (FAs) and triglycerides
(TGs) [13-17]. Systemic inflammation plays a key role
in HF etiopathogenesis [18, 19]. In that sense, GlycA
has been described as a “composite biomarker of sys-
temic inflammation” since its signal on nuclear magnetic
resonance (NMR) spectra represents both the levels and
degree of glycosylation of various acute phase proteins.
GlycA NMR signal has been reported to be associated
with increased risk of CV events, peripheral arterial dis-
ease, and mortality even after adjusting for other inflam-
matory markers [20, 21].

Lipotoxicity and cardiac lipid accumulation are other
factors that have been related to the etiopathogenesis of
diabetic cardiomyopathy [22]. In this line, myocardial
metabolism studies have shown a reduced myocardial
glucose uptake and an increased uptake of FAs in subjects
with TIDM [23]. In T1DM, insulin deficiency promotes
the mobilization of FAs from fat pads which results in an
increased availability of excess FAs in different tissues,
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including the myocardium. When the capacity for stor-
age and oxidation of mobilized FAs is exceeded, they
can be transformed in other reactive species that further
potentiates myocardial lipotoxicity. This cause of non-
ischemic and non-hypertensive cardiomyopathy is often
referred to as diabetic or “lipotoxic” cardiomyopathy.

Diabetic dyslipidaemia may also contribute to the dia-
betic myocardial dysfunction. Particularly, the excess flux
of mobilized FAs to the liver promotes overproduction of
TG-rich lipoproteins (TGRLs) and their remnants. Eleva-
tions in circulating TGRLs are frequently associated with
increased concentrations of remnant cholesterol and
with reduced high-density lipoproteins (HDL) choles-
terol, and all contribute to the development of ischemic
heart disease [24]. However, their contribution, if any, on
non-ischemic cardiomyopathy remains poorly explored.

To the best of our knowledge, no previous studies in
T1DM patients have studied the relationship between
metabolic advanced profile with subclinical HF, defined
as presence of impaired cardiac diastolic and/or systolic
function without previous clinical manifestation of HF.
Thus, the present study aims to analyze the contribution
of inflammation (GlycA) and an advanced lipoprotein
profile to the presence of subclinical myocardial dysfunc-
tion in a well-defined cohort of TIDM patients.

Methods

Study population

Our study population was selected from the Thousand
& 1 study cohort study. This study was carried out at
the Steno Diabetes Center in Copenhagen (SDCC) with
cardiology examinations conducted at the Department
of Cardiology, Copenhagen University Hospital Herlev-
Gentofte. It was conducted between April 1st, 2010,
and April 1st, 2012, and was based on a large cohort of
1.093 patients with TIDM without known heart disease.
Patients were included if they were 18 years of age or
older, attending the outpatient clinic at the SDCC, diag-
nosed with TIDM, without known heart disease (defined
as any known HF, coronary artery disease [including
previous myocardial infarction, stable angina, previ-
ous percutaneous coronary intervention, or coronary
artery bypass surgery], atrial fibrillation or atrial flutter,
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left bundle branch block, congenital heart disease, pace-
maker or implantable cardioverter defibrillator implan-
tation), and if willing to participate in the study. The
study population has been described in detail elsewhere
[25]. Briefly, from the total study population included in
the study, 15.5% (n=169) of the participants had grossly
abnormal systolic or diastolic function.

From the original cohort of Thousand & 1 study, we
finally included a subgroup of 304 patients with T1IDM,
comprising 154 patients with myocardial dysfunction
(the myocardial dysfunction group) and 150 controls.
For the myocardial dysfunction group, we selected all
T1DM patients who had either diastolic and/or systolic
myocardial dysfunction and enough serum sample for
conducting the NMR spectroscopy analysis. Addition-
ally, we included 150 patients from the same cohort who
had no echocardiographic alterations (the control group)
matched by age, glycated hemoglobin (HbAlc) and
gender.

Ethical consideration

The original study was performed in accordance with the
second Helsinki declaration and approved by the regional
ethics committee (H-3-2009-139) and the Danish Data
Protection Agency (00934-Geh-2010-003). All subjects
gave written informed consent.

Study visit

Prior to the echocardiographic examination, all patients
received study information, signed the consent form and
filled out a questionnaire with information about lifestyle
factors, including smoking, exercise, alcohol consump-
tion and cardiorespiratory symptoms. The use of cardio-
vascular treatments, such as lipid lowering medication
(statins) and antihypertensive medication (beta blockers,
calcium antagonists, diuretics, angiotensin-converting
enzyme inhibitors or angiotensin II receptor antago-
nists), was also recorded. Blood pressure was measured
in the supine position.

Echocardiogram

Echocardiography was performed with a General Elec-
tric, Vivid 7 Dimension imaging system device (GE Ving-
med Ultrasound AS, Horten, Norway) with a 3.5-MHz
transducer in accordance with the recommendations
from the European Association of Echocardiography/
American Society of Echocardiography [26]. Echocar-
diographic examinations were read and analysed using
the General Electric EchoPAC software (BT11), record-
ing three consecutive heart cycles. Left ventricle ejection
fraction (LVEF) was determined by Simpson’s biplane
method. Left atrial volume (LAV) was determined by the
recommended biplane area-length method and indexed
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for body surface area. LV mass was determined by the
linear method and indexed for body surface area.

Subclinical myocardial dysfunction was defined when
patients had systolic and/or diastolic myocardial dysfunc-
tion on the echocardiogram in the absence of HF symp-
toms. Systolic dysfunction was defined as LVEF<45%
determined by Simpson’s biplane method and diastolic
dysfunction was considered if there was evidence of long-
standing LV filling pressure defined as E/e’ >12 (where E
is diastolic mitral early inflow velocity and e’ is pulsed-
wave early diastolic tissue doppler velocity) or E/e’ 8-12
and LAV >34 ml/m?2.

Biochemistry

Information about biochemistry such as HbAlc, p-cre-
atinine and albuminuric status was collected from elec-
tronic patient files at the SDCC from the ambulatory
visit closest to study inclusion, which was maximally+4
months from inclusion. This information was collected
after analyzing the echocardiography.

The urinary albumin excretion rate (UAER) was mea-
sured in 24-h sterile urine collections by enzyme immu-
noassay. Patients were categorized as normoalbuminuric
if the UAER, in two out of three consecutive measure-
ments, was <30 mg/24 h, microalbuminuric if the UAER
was between 30 and 300 mg/24 h, and macroalbumin-
uric if the UAER >300 mg/24 h. HbAlc was measured by
high-performance liquid chromatography (normal range:
21-46 mmol/mol [4.1-6.4%]; Variant; Bio-Rad Laborato-
ries, Munich, Germany), and serum creatinine concen-
tration was measured by an enzymatic method (Hitachi
912; Roche Diagnostics, Mannheim, Germany). The esti-
mated glomerular filtration rate (eGFR) was calculated by
the MDRD method.

Lipoprotein and glycoprotein analysis by NMR
spectroscopy (advanced profile)

Serum samples were shipped on dry ice from the SDCC
to the Biosfer Teslab facilities (Reus, Spain) for Liposcale®
lipoprotein and glycoprotein analysis. Samples were kept
at —80°C until the NMR analysis. 200 pl of serum was
diluted with 50 pl deuterated water and 300 pl of 50 mM
phosphate buffer solution at pH 7.4. 1H-NMR spectra
were recorded at 306 K on a Bruker Avance III 600 spec-
trometer operating at a proton frequency of 600.20 MHz
(14.1T).

Lipoprotein analysis

Lipoprotein profiling was obtained by using the Lipo-
scale® test (IVD-CE), a previously reported method
based on a two-dimensional '"H-NMR diffusion-ordered
spectroscopy (DOSY) approach for lipoprotein profile
characterization including lipid content (cholesterol and
triglyceride concentration), size and particle number of
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the main lipoprotein classes [27]. The methyl signal was
deconvoluted by using 9 lorentzian functions to deter-
mine the lipid concentration of the large, medium and
small subclasses of the main lipoprotein classes: very
low-density lipoproteins (VLDL), low-density lipopro-
teins (LDL) and HDL, and their size associated diffusion
coefficients. Then, the lipid concentration was combined
with their associated particle volume in order to quantify
the number of particles required to transport the mea-
sured lipid concentration of each lipoprotein subclass.
Weighted average VLDL, LDL and HDL particle sizes
were calculated from various subclass concentrations by
summing the known diameter of each subclass multi-
plied by its relative percentage of subclass particle num-
ber. The variation coefficients for the particle numbers
were between 2% and 4%, and for the particle sizes they
were lower than 0.3%.

Glycoprotein analysis

The region of the 1H-NMR spectrum where the glyco-
proteins resonate (2.15-1.90 ppm) was deconvoluted
using several analytical functions associated with spe-
cific plasmatic sugar-protein bonds according to a pre-
viously published procedure [28]. For each function,
the total area (proportional to concentration), height,
position and bandwidth were determined. The area of
the specific glycoprotein signal defined as the GlycA
NMR signal arose from the acetyl groups of N-acetyl-
glucosamine and N-acetylgalactosamine bonded to
plasmatic proteins [29]. Consistent with that, a larger
GlycA area reflects a higher level of plasmatic gly-
cosylation. The height-to-width (H/W) ratio of the
GlycA signal, associated with its molecular aggrega-
tion state, was also reported. The H/W parameter,
increased during inflammatory processes, reflects the
sugar-protein bond flexibility, indicating glycosylation
in accessible regions of the proteins. Height is defined
as the difference from baseline to the maximum of the
corresponding NMR peaks and the width value corre-
sponds to the peak width at half height.

Statistical analysis

We used widely described chemometric methods [30]
in order to identify a specific lipoprotein/glycopro-
tein profile associated with myocardial dysfunction.
Briefly, multivariate statistical analyses were com-
puted in MATLAB, Ver. 7.10.0 using PLS-Toolbox,
Ver. 5.2.2 (Eigenvector Research Inc., Manson, WA,
United States) after application of a genetic algorithm
(GA) for variable selection to optimize the predictive
ability of the model. Partial least squares discrimi-
nant analysis (PLS-DA) models were used as a super-
vised classification method between the study groups.
This is a well established and widely used method in
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chemometrics- and metabolomics-based analyses
when a large number of variables are used to classify
two-stage conditions. PLS-DA relates the X matrix
(input data including NMR derived parameters, clini-
cal and anthropometric variables), and the Y matrix
(presence or absence of myocardial disfunction) to
find the maximum discrimination between classes
(study groups). The PLS-DA method reduces the
dimensionality of the initial dataset (X matrix), creat-
ing a new multidimensional dataset for each individ-
ual maximizing the total variance of data using just a
few components (the latent scores), obtained from the
specific contribution of each variable (loadings) to the
new multidimensional axis [31].

On the other hand, to avoid overfitting and correct the
multiple testing effects, we auto scaled and cross-vali-
dated by the permutation Venetian Blinds cross valida-
tion method by using 10 splits of the input data. The area
under the curve (AUC) was used to evaluate the capacity
of the NMR and clinical variables to distinguish between
the two groups (with and without subclinical myocardial
dysfunction).

The following subset of 19 clinical and biochemi-
cal variables was selected after a GA approach: diabetes
duration, body mass index (BMI), hemoglobin, inter-
mediate-density lipoproteins (IDL) cholesterol content
(IDL-C), LDL cholesterol content (LDL-C), VLDL TG
content (VLDL-TG), total VLDL particles (VLDL Par-
ticles), Large VLDL, total LDL particles (LDL Particles),
total HDL particles (HDL Particles); Large HDL, Medium
HDL, LDL size (LDL-Z), HDL size (HDL-Z), GlycA area,
H/W GlycA ratio (H/W GlycA), HDL-TG/HDL-C ratio
(HDL ratio), Small VLDL/total VLDL particles ratio (%
Small VLDL) and Small LDL/total LDL particles ratio (%
Small LDL).

Finally, we assessed the discrimination capacity of
NMR biomarkers to predict the presence of myocar-
dial dysfunction when these variables were added to the
model including only traditional clinical variables (age,
sex, eGFR, NTproBNP, BMI, diabetes duration and sys-
tolic blood pressure) by using logistic regression.

Results

Clinical characteristics of our study population

Our study population comprised a total of 304 TIDM
subjects (53.6% women, 50.7% subjects with myocar-
dial dysfunction) with a median [min;max] age of 62.1
[22.5;87.0] years at inclusion, median diabetes duration
of 33 years and a median HbAlc value of 8.0%. Clinical
characteristics by group are shown in Table 1. Briefly,
there were no differences regarding gender, age, HbAlc
value, smoking habit, total cholesterol, LDL cholesterol
and TGs values between the groups. From a total of 154
subjects with myocardial dysfunction, 146 (94.8%) and
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Table 1 Descriptive analysis of clinical variables by group

Variable Myocardial Control p
Dysfunction (n 150) value
(n154)

Sex (men) 72 (46.8%) 69 (46.0%) 0.987

Age (years) 61.0(11.7) 60.6(11.1) 0.756

Diabetes duration (years) 35.1(14.9) 30.1(15.5) 0.005

EF (%) 55.8 (7.58) 586 (5.24) <0.001

E/e” Cocient <0.001

E/e’ <8 8 (5.19%) 92 (61.3%)

E/e’8-12 67 (43.5%) 58 (38.7%)

E/e >12 79 (51.3%) 0 (0.00%)

LAV (ml/m2) 34.1 (7.67) 289(5.52) <0.001

Diastolic HF <0.001

No 8(5.19%) 150 (1009%)

Yes 146 (94.8%) 0 (0.00%)

Systolic HF <0.001

No 136 (88.3%) 150 (1009%)

Yes 18 (11.7%) 0 (0.00%)

Height (m) 1.71 (0.09) 1.73(0.10) 0.037

Weight(Kg) 764 (15.1) 75.1(13.7) 0422

BMI (Kg/m2) 26.1 (3.93) 25.0 (3.66) 0.013

Diastolic BP (mmHg) 735(11.2) 714 (9.53) 0.073

Systolic BP (mmHg) 143(17.7) 136 (17.9) 0.002

Statin use 0.039

No 52 (33.8%) 69 (46.0%)

Yes 102 (66.2%) 81 (54.0%)

Antihypertensive use <0.001

No 29 (19.8%) 59 (39.3%)

Yes 125 (81.2%) 91 (60.7%)

Smoking habit 0.140

Never smoker 51(33.1%) 61 (40.7%)

Current smoker 25 (16.2%) 30 (20.0%)

Ex-smoker 78 (50.6%) 59 (39.3%)

NTproBNP (pg/mL) 352[163;591] 249 [116;449] <0.001

MRproANP (pmol/L) 100 [69.2;144] 823[564;112] <0.001

HbA1c value (%) 8.19(1.11) 8.01(1.20) 0.178

Total cholesterol (mmol/L) 4.77 (0.99) 4.72(0.93) 0.620

LDL cholesterol (mmol/L) 244 (0.70) 44 (0.80) 0.997

Triglycerides (mmol/L) 1.12 (0.78) 1.07 (0.60) 0.595

24 h albumin in urine (mg/24 h) 309 (1587) 18.0 (26.0) 0.026

eGFR value (mL/min/1.73m2) 754 (26.2) 83.7(21.0) 0.003

Albuminuria status <0.001

Normoalbuminuria 73 (47.4%) 110 (73.3%)

Microalbuminuria 42 (27.3%) 35 (23.3%)

Macroalbuminuria 39 (25.3%) 5(3.33%)

Retinopathy status global (worst eye) <0.001

Normal 37 (24.2%) 55 (36.7%)

Simplex retinopathy 63 (41.2%) 79 (52.7%)

Proliferative retinopathy 53 (34.6%) 16 (10.7%)

Results are expressed in mean (SD) for continuous variables, frequency and percentage for categorical variables and median [25th;75th] for variables not normally
distributed. EF: ejection fraction, E/e" estimated left ventricular filling pressure, LAV: left atrial volume, HF: heart failure. BMI: body mass index, BP: blood pressure,
NTproBNP: N-terminal fragment of pro-B-type natriuretic peptide, MRproANP: Mid-regional pro atrial natriuretic peptide, HbA1c: glycated hemoglobin, LDL: low-
density lipoproteins, eGFR: estimated glomerular filtration rate
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Table 2 Lipoprotein and glycoprotein NMR advanced profile in
cases and controls

Variable Myocardial Control p
Dysfunction (n 150) value
(n 154)
VLDL-P (nmol/L) 413 (265) 4(303) 0343
Large VLDL-P 1.11 (0.65) 1.17 (0.65) 0.406
Medium VLDL-P 66(231)  4.08(3.53) 0215
Small VLDL-P 36.5(245) 39.1 (27.0) 0377
LDL-P (nmol/L) 1217 (231) 1230(235) 0.608
Large LDL-P 172 (32.7) 173(30.7) 0.757
Medium LDL-P 353(115) 363(109) 0457
Small LDL-P 691 (134) 694 (138) 0.845
HDL-P (nmol/L) 326 (6.59) 324 (6.38) 0.708
Large HDL-P 0.29 (0.05) 0.29 (0.04) 0.891
Medium HDL-P 11.2 (2.55) 110(2.26) 0451
Small HDL-P 21.1 (4.58) 21.1 (461) 0.895
Total-P/HDL-P 40.1 (115) 413(14.2) 0442
LDL-P/HDL-P 38.8(109) 398(13.3) 0465
VLDL-C (mg/dL) 15.2(1080) 138(9.35) 0.198
IDL-C (mg/dL) 11.6(4.98) 10.1 (3.96) 0.004
LDL-C (mg/dL) 120 (22.80) 119 (23 40) 0813
HDL-C (mg/dL) 65.1 (1640) 7(17.80) 0401
VLDL-TG (mg/dL) 578(3930) 539(33.100 0353
IDL-TG (mg/dL) 11.9 (3.90) 107 (3.25) 0.003
LDL-TG (mg/dL) 16.5 (4.46) 155(4.15) 0.048
HDL-TG (mg/dL) 18.2 (4.83) 172 (4.98) 0.073
VLDL-Z (nm, diameter) 41.9 (0.44) 420(045) 0.921
LDL-Z (nm, diameter) 21.0(0.31) 210(0.34) 0.687
HDL-Z (hm, diameter) 8.28 (0.07) 8.28 (0.08) 0633
Cholesterol total (mg/dL) 212(31.2) 210(3060)  0.582
TG total (mg/dL) 104 (47.1)  972(3940) 0.155
HDL-C (mg/dL) 65.1 (164) 7(17.80) 0401
Ratio VLDL (VLDL-TG/VLDL-C)  4.19(1.34) 441(141) 0.160
Ratio LDL (LDL-TG/ LDL-C) 0.14 (0.03) 0.13 (0.03) 0.012
Ratio IDL (IDL-TG/IDL-C) 1.08 (0.18) 1.12(0.23) 0.123
Ratio HDL (HDL-TG/ HDL-C) 0.29 (0.10) 0.27 (0.10) 0.061
% VLDL (Small/total VLDL-P) 0.88 (0.04) 0.88 (0.04) 0916
% LDL (Small/total LDL-P) 0.57 (0.06) 0.57 (0.06) 0491
% HDL (Small/total HDL-P) 0.65 (0.04) 0.65 (0.05) 0.596
GlycA area (1,39%10%umol/L) 4.93 (0.94) 66 (0.85) 0.009
H/W GlycA 16.9 (3.09) 158 (2.80) 0.001

Results are expressed in mean (SD). VLDL: very-low-density lipoproteins, P:
particles, LDL: low-density lipoproteins, HDL: high-density lipoproteins, C:
cholesterol, IDL: intermediate-density lipoproteins, TG: triglycerides, Z: size,
H/W: height-to-width ratio

18 (11.7%) had diastolic and systolic dysfunction, respec-
tively. Subjects with myocardial dysfunction showed,
in comparison with controls, a longer diabetes dura-
tion (35.1%£14.9 years vs. 30.1+15.5 years; p=0.005),
a higher BMI (26.1+3.9 kg/m? vs. 25.0%+3.7 kg/m>%
p=0.013), a higher systolic blood pressure (143 mmHg
vs. 136 mmHg; p<0.001) and a lower eGFR (75.4%26.2
mL/min/1.73m*>  vs.  83.7%21.0 mL/min/1.73m>%
p=0.003). Differences in echocardiographic parameters
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and serum cardiac biomarkers of HF were also observed
between the two groups. In summary, subjects with myo-
cardial dysfunction had lower mean (SD) ejection frac-
tion (55.8+7.5% vs. 58.6+5.2%, p<0.001), higher LAV
(34.1£7.6 ml/m? vs. 28.9+55 ml/m? p<0.001) and
higher median [25th;75th] concentrations of N-terminal
fragment of pro-B-type natriuretic peptide (N TproBNP)
(352 [163;591] pg/mL vs. 249 [116;449] pg/mL,
p=0.001), and mid-regional pro atrial natriuretic peptide
(MRproANP) (100 [69.2;144] pmol/L vs. 82.3 [56.4;112]
pmol/L, p<0.001). Also, the percentage of subjects with
E/e’ >8 on echocardiography was higher in subjects
with myocardial dysfunction compared with those with-
out myocardial dysfunction (94.8% vs. 38.7%, p<0.001).
Additionally, the use of statin and antihypertensive thera-
pies was more frequent in subjects with myocardial dys-
function than in those without (p=0.039 and p<0.001
respectively). Finally, subjects with myocardial dysfunc-
tion were more likely to have advanced stages of retinop-
athy and albuminuria (p<0.001 for both comparisons)
than those without.

Lipoprotein and glycoprotein NMR advanced profile in
subjects with myocardial dysfunction and controls

Results from the lipoprotein and glycoprotein profile are
shown in Table 2. Most remarkably, compared with con-
trols, subjects with myocardial dysfunction presented a
more proatherogenic and pro-inflammatory profile, asso-
ciated with increased IDL cholesterol and TG content
(p=0.004 and 0.003 respectively) and a greater GlycA
area (p<0.001). The LDL lipid composition, defined as
LDL-TG / LDL-C, was also increased in the myocardial
dysfunction group, reflecting increased remnant levels
and neutral lipid heteroexchange (TGs and cholesteryl
esters) from TG-rich particles to LDL particles, and vice
versa, by the cholesteryl ester transfer protein.

Lipoprotein and glycoprotein signature associated with
the presence of myocardial dysfunction
We used a multivariant classification approach based on
PLS-DA in order to identify a specific lipoprotein and
glycoprotein profile associated with myocardial dysfunc-
tion in subjects with TIDM. Figure 1 shows the good
performance of the classification method by usinga ROC
curve analysis, and the contribution of each variable to
the model, summarized in the loadings plot of the princi-
pal two latent multidimensional variables (LV1 and LV2).
This supervised classification model succeeded in iden-
tifying a specific pattern associated with myocardial dys-
function, with a capacity to discriminate diabetic patients
with myocardial dysfunction from the rest of the indi-
viduals without CVD, in a modest but significant way in
relation to fortuitously obtaining the correct classifica-
tion (area under the ROC curve 0.63, p<1.1801e-012).
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Fig. 1 A Estimated and cross-validated ROC curve of the PLS-DA classification model. B: Contribution of each variable to the multidimensional latent
variables LV1 and LV2. PLS-DA relates the X matrix (input data including NMR derived parameters, clinical and anthropometric variables) and the Y matrix
(presence or absence of myocardial disfunction) to find the maximum discrimination between both groups. AUROC: area under the ROC curve, PLS-DA:
partial least squares discriminant analysis, LV: latent variable, NMR: nuclear magnetic resonance

In that sense, we used the PLS-DA classification
approach to investigate which variables discriminated
best between subjects with myocardial dysfunction
and controls (non-myocardial dysfunction subjects).
LV1 showed that the variables with the most significant
contribution to explain the presence of myocardial
dysfunction in T1IDM subjects beyond well-established
risk factors included: NMR-determined GlycA area
and H/W GlycA ratio as well as TGRLs, such as VLDL
(total VLDL particles, large VLDL subclass and VLDL-
TG content) and IDL (IDL cholesterol content). In the
second latent variable (i.e. after the first discriminating
analysis based on inflammatory parameters and VLDL
and IDL related parameters was accomplished), other
clinical variables including diabetes duration and LDL
related characteristics (LDL-Z) became discriminative,
whereas VLDL related variables were no longer dis-
criminant. Furthermore, we compared the predicted
probability of the presence of myocardial dysfunc-
tion when NMR variables were added together with
traditional risk factors by using logistic regressions.
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Supplementary Fig. 1 shows the predicted probabil-
ity of myocardial dysfunction in a model (model 1)
including only classical risk variables (age, sex, eGFR,
NTproBNP, BMI, diabetes duration and systolic blood
pressure>140mmHg). We built a second model
(model 2) including both classical variables and the
NMR-assessed biomarkers. The inclusion of the NMR
variables in this second model significantly increased
the area under the ROC curve from 0.62 [0.56-0.68]
to 0.67 [0.61-0.73], with a net reclassification analysis
improvement considering NMR-assessed parameters
of 21%.

Discussion

To our knowledge, this is the first study to date evaluat-
ing the association between a metabolic advanced pro-
file with subclinical myocardial dysfunction assessed
with echocardiography in subjects with TIDM. The
analysis has been performed in a well characterized
large cohort of TIDM patients without prior CVD.
Our data showed that the inflammation biomarker
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GlycA as well as VLDL-related variables (total VLDL
particles, large VLDL subclass and VLDL-TG content)
and IDL-related variables (IDL cholesterol content)
were associated with the presence of myocardial dys-
function in T1DM subjects.

Although the underlying mechanisms explaining the
myocardial dysfunction remain still obscure, accumulat-
ing evidence supports the role of chronic inflammation
in its manifestation and progress to HF [32-33]. In sup-
port of this, our data suggest that the circulating levels
of GlycA are related to myocardial dysfunction in TIDM
subjects. Our finding is consistent with the significance
of circulating GlycA, as it integrates in a single metrics
the plasma concentrations [34] and glycosylation states
[29, 35] of several abundant acute-phase inflammatory
proteins. Notably, GlycA exhibits lower intraindividual
variability and greater analytical precision than other
inflammatory markers [34], thereby suggesting a role as
a potential novel biomarker linked to systemic inflam-
mation and CVD assessment [36—38]. In line with this,
the serum levels of GlycA are directly associated with
those of C-reactive protein (CRP) [39], which is a well-
established diagnostic biomarker of inflammation used
in clinical practical clinical. Noteworthy, the advantage
offered by GlycA over CRP is that it may integrate mul-
tiple inflammatory pathways by capturing the global sig-
nal of several proteins and, therefore, better captures the
degree of systemic inflammation [40]. In addition, the
measurement of GlycA is associated with higher reli-
ability and lower intra-individual variability than CRP
because it is detected similarly in both serum and plasma
samples, in fasting and non-fasting states, after short or
long-term storage [34], and also after repeated intraindi-
vidual determinations over time [41].

A main finding of our study was that GlycA values
allowed identification of TIDM subjects with and with-
out subclinical myocardial dysfunction. Our data are in
line with other study that support the concept that GlycA
is associated with an increased risk of HF, particularly
HFpEF, which is independent of traditional CVD risk
factors and other inflammatory markers [42]. To our
knowledge, data about GlycA concentrations in subjects
with T1DM are lacking and for the first time our results
regarding GlycA further suggest a role for inflammatory
mechanisms in the pathogenesis of myocardial dysfunc-
tion in these patients.

Our data also showed that some characteristics of
VLDL-related particles, together with GlycA, could help
to better discriminate between T1DM subjects with and
without subclinical myocardial dysfunction. Regard-
ing TIDM, the advanced characteristics of VLDL has
been positively and independently associated with arte-
rial stiffness [43]. Likewise, similar associations have
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also been described in TIDM women with previous pre-
eclampsia with carotid atherosclerosis [44].

Additionally, the role of TGRLs in HF has been previ-
ously established. In two prospective studies of 113,554
individuals from the general population in Denmark, a
higher risk of HF for stepwise higher non-fasting TGs
(i.e., TGRLs, which also include the chylomicron rem-
nants) was found [45].

Although evidence supporting a relationship between
cholesterol remnants and non-ischemic causes of HF
is limited, the induction of VLDL receptor (VLDLR)
abundance and TGRL uptake by cardiomyocytes in an
experimental postprandial setting [46] suggest a role for
VLDLR in atrial cardiomyopathy and ventricular dys-
function [47, 48]. Indeed, an association of atrial fibrilla-
tion with abnormal VLDL-related lipid metabolism has
been suggested by some authors [48] and an increased
risk of developing atrial fibrillation among patients with
T1DM compared with the general population has been
reported [49].

According to previous studies, the circulating baseline
levels of GlycA exhibit significant positive associations
with incident CVD event rates and associated mortality
[37]. Remarkably, such correlations remain significant
even after adjusting for several other established CVD
risk factors. In our study, the discriminating capability
of our PLS-DA model was not improved when includ-
ing either the 24 h-urinary albumin excretion rate or
NTproBNP as input variables, maintaining GlycA as the
best discriminating variable for the presence of myocar-
dial disfunction in subjects with TIDM (data not shown).

The multivariant approach used in the present study
by using the PLS-DA methodology helped in identifying
concomitant lipoprotein characteristics (TGRLs) that,
together with the proinflammatory GlycA, could mainly
account for myocardial dysfunction in TIDM subjects
on top of the commonly used traditional and well-estab-
lished risk factors, including BMI, gender, HbAlc or
diabetes duration. Inflammation showed the higher dis-
criminant ability distinguishing myocardial dysfunction
among T1DM patients, with the GlycA area being the
highest contributor to the first multidimensional latent
variable (LV1). Of note, diabetes duration helped to dis-
criminate myocardial dysfunction from non-myocardial
dysfunction TIDM patients only once the inflammatory
signature was considered, as shown in the second latent
variable (LV2) of the multivariable classification analy-
sis. Furthermore, this second multidimensional latent
variable showed a loss of association between isolated
increased TG-rich parameters and myocardial dysfunc-
tion. Therefore, our data revealed an interaction between
GlycA and TGRLs in T1DM subjects with myocardial
dysfunction. This association was lost in those patients
without myocardial dysfunction.
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Our study had some limitations that should be taken
into account. We matched individuals with and without
subclinical myocardial dysfunction by age, sex and gly-
cemic control. This may have resulted in a biased com-
parison because, according to original Thousand & 1
study results, patients with myocardial dysfunction were
likely to be older and have longer diabetes duration than
subjects with normal function. Therefore, by selecting
subjects who were similar for these criteria, at least one
group may be unrepresentative of the population from
which it came, and the abnormalities observed in the
NMR profile may be different from a truly representa-
tive population. Furthermore, considering the condition
of hypertension as a risk factor for myocardial dysfunc-
tion, is important to emphasize that the use of antihyper-
tensive therapies was significantly more frequent in the
group of subjects with myocardial dysfunction. Never-
theless, due to the fact that these drugs can be used both
as an antihypertensive treatment as well as a nephro-
protective intervention, we consider this as a limitation
to assess the condition of hypertension associated with
myocardial dysfunction. Additionally, the small number
of subjects who presented systolic dysfunction within
subjects with myocardial dysfunction (n=18, 11.7%)
implies that the results obtained in the present study
should be primordially referred to diastolic dysfunction.
Finally, since this study is cross-sectional we cannot infer
causality between the metabolic profile and presence of
myocardial dysfunction. Possible strengths should also be
mentioned, since the current population is selected from
a large study of ambulatory TIDM patients without pre-
vious known heart disease. This cohort had the advan-
tage of a relatively low HbAlc and may therefore be at
a lower risk of HF than typical TIDM patients and that
may potentially have strengthened our findings.

Conclusion

The present study uncovered associations between sub-
clinical myocardial dysfunction and advanced NMR
metabolic characteristics in patients with TIDM that
were hidden in conventional analyses. The GlycA area
and the H/W GlycA ratio, as well as TGRLs (VLDL and
IDL) related variables, were revealed as strong contribu-
tors of subclinical myocardial dysfunction. According
to the aforementioned results, we propose a pivotal role
of TGRLs characteristics and systemic inflammation
reflected by the GlycA biomarker in subclinical myocar-
dial dysfunction in TIDM patients.

Estimation of the presence of subclinical myocardial
dysfunction among TIDM patients and its relation-
ship with lipoprotein and glycoprotein characteristics
revealed in this study still deserves more attention in
the future. Therefore, further studies will be required to

75

Page 9 of 11

clarify the potential clinical applications of these findings
as well as to investigate their biological basis.
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6. RESUMEN GLOBAL DE RESULTADOS

Los resultados principales de la presente tesis doctoral son:

- Andlisis del perfil lipoproteico avanzado en funcién del grado de alteracién en el
metabolismo glucidico (sujetos con normoglucemia, prediabetes y DM2):

1. Précticamente todas las subclases de VLDL fueron significativamente
superiores en los sujetos con DM2 en comparacion con los sujetos con
normoglucemia, con unas concentraciones séricas mas altas de p-VLDL
grandes y pequefas (p = 0,040 y p = 0,042, respectivamente).

2. No se observaron diferencias significativas en la distribucién de las LDL al
comparar los 3 grupos, pero se puso de manifiesto una reduccién
estadisticamente significativa del tamafo de las LDL (expresado por el Z-
score de las LDL, o LDL-Z) en los sujetos con DM2 en comparacién con los
sujetos con normoglucemia (p = 0,018).

3. Las concentraciones de p-HDL totales en los sujetos con DM2 fueron
menores que las del grupo normoglucémico (p = 0,017), asi como las p-HDL
medianas (p = 0,013). Al mismo tiempo, la mediana de contenido de
colesterol en las p-HDL fue inferior en los sujetos con DM2 en comparacion
con los sujetos con normoglucemia (p = 0,002).

4. No se observaron diferencias en el perfil lipoproteico avanzado al comparar
los sujetos con prediabetes con sujetos con normoglucemia.

5. En el grupo de sujetos con normoglucemia, se observé una correlacion
positiva entre variables relacionadas con la adiposidad y la resistencia
insulinica (IMC, FLI y perimetro de cintura) con un perfil lipoproteico

avanzado mas proaterogénico, caracterizado por una mayor cantidad de
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todas las subclases de VLDL y de su contenido en colesterol y triglicéridos,

una mayor cantidad de p-LDL pequefias y una menor cantidad de p-HDL.

- Andlisis del perfil lipoproteico avanzado en el grupo con normoglucemia en

funcién del sexo:

1. El perfil lipoproteico mostré marcadas diferencias en funcién del sexo de los

participantes. Los perfiles lipoproteicos de los sujetos con normoglucemia,
separados por sexo, estan recogidos en la tabla suplementaria del articulo
namero 1, disponible en el anexo de esta tesis doctoral.

Las mujeres, en comparacion con los varones, mostraron concentraciones
séricas de p-VLDL mas bajas, asi como concentraciones de p-HDL mas
elevadas (p< 0,001 para todas las comparaciones excepto la de las p-VLDL
medianas, con p= 0,010). Por otro lado, en comparacién con los varones, la
mediana de las concentraciones de p-LDL totales y de p-LDL pequefias fue
inferior en las mujeres (1.256 frente a 1.319 nmol/l; p = 0,014; 638 frente a
735 nmol/l; p < 0,001, respectivamente).

Las concentraciones séricas del total de particulas no-HDL, que incluyen
todas las lipoproteinas proaterogénicas, fueron significativamente inferiores

en las mujeres en comparacién con los varones (p = 0,001).

- Andlisis del perfil lipoproteico avanzado en el grupo de sujetos con

normoglucemia en funcion de la edad:

1.

Se observo un aumento significativo de varios parametros lipidicos conforme
aumentaba la edad, con p < 0,001 para el colesterol total, p < 0,01 para el c-
LDL y p < 0,001 para las LDL totales y todas sus subclases de tamafios

(grandes, medianas y pequefias). Las concentraciones de p-HDL
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aumentaron también con la edad: p = 0,03 para las HDL totales y p < 0,001
para las HDL medianas. El aumento en relacion con la edad fue mas
marcado entre los grupos de edad temprana (18.0-44.3 afios) y edad media

(44.3-56.4) que entre los de edad media y edad avanzada (56.4-83 afios).

- Parametros del perfil lipoproteico convencional y del perfil lipoproteico avanzado
en el grupo de sujetos con normoglucemia:

1. Del total de sujetos con normoglucemia, Unicamente 75 de los 462
participantes (16%) presentaban valores “anormales” tanto de cHDL (< 40
mg/dl los varones y < 50 mg/dl las mujeres) como de cLDL (> 130 mg/dl),
mientras que el resto de los participantes (84%) presentaban valores
considerados como “normales” para ambos parametros convencionales.

2. De entre los sujetos con normoglucemia que presentaban valores
considerados como “normales” para c-LDL y c-HDL, aproximadamente la
mitad (50,4%) mostraron concentraciones “anormales” de p-LDL totales, al

ser éstas superiores a las recomendadas (> 1300 nmol/L).

- Caracteristicas de los sujetos con DM1 y disfuncion miocardica subclinica:
1. De los 154 sujetos con disfuncion miocéardica subclinica incluidos, 146
(95,4%) presentaban disfuncién diastélica 'y 18 (11,6%) disfuncion sistélica.
2. En comparacion con los sujetos del grupo control, los sujetos con disfuncion
miocardica presentaban una mayor duracion de la diabetes (p = 0,005),
mayor IMC (p = 0,013), mayor concentracion sérica de NT-proBNP (p =
0,001), mayor presion arterial sistélica (p < 0,001), mayor albuminuria (p <

0,001), y mayor porcentaje de retinopatia avanzada (p < 0,001).
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- Parametros del perfil lipoproteico y glicoproteico avanzado relacionados con la
presencia de disfuncién miocéardica subclinica en sujetos con DM1:

1. Se identificé un patrén especifico asociado a la presencia de disfuncién
miocardica subclinica, con una capacidad para discriminar los pacientes
DML1 con disfuncién miocérdica del resto de sujetos sin disfuncion, de forma
modesta pero muy significativa en relacién con el azar (Area Under the ROC
Curve [AUROC] de 0.63, p < 1.1801e-012).

2. El analisis por PLS-DA mostré que, tanto las variables relacionadas con
GlycA (4rea de GlycA y el cociente H/W de GlycA), como aquellas
relacionadas con las TRL: VLDL (VLDL totales, su contenido en triglicéridos
y el subtipo de VLDL grandes) e IDL (su contenido en colesterol), contribuyen
de forma significativa a explicar la presencia de disfuncion miocéardica
subclinica en sujetos con DML1.

3. Se comparé la capacidad para predecir la presencia disfuncion miocéardica
subclinica cuando se suman las variables obtenidas por RMN a factores de
riesgo clasicos reconocidos de IC. La inclusion de las variables del perfil
metabolémico obtenidas por RMN aumentaba significativamente el AUROC

de 0,62 [0,56-0,68] a 0,67 [0,61—0,73] (véase la figura 9).
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Figura 9: Comparacion de la distribucion probabilidad que muestra el poder
discriminatorio de presencia de DMS entre dos modelos diferentes, siendo el eje
X las probabilidades predichas para ambas clases y el eje Y el recuento de
observaciones. A: El modelo 1 incluye variables de riesgo clasicas (edad, sexo,
filtrado glomerular, NTproBNP, indice de masa corporal, duracion de la diabetes
y presién arterial sistélica > 140 mmHg). B: El modelo 2 incluye variables de
riesgo clasicas sumadas a diferentes biomarcadores evaluados por RMN.
AUROC: area bajo la curva ROC; DMS: disfuncién miocardica subclinica; RMN:

resonancia magnética nuclear.
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7. RESUMEN DE LA DISCUSION DE LOS
RESULTADOS OBTENIDOS

Los trabajos incluidos en esta tesis tienen como objetivo genérico identificar las
diferencias en el perfil lipoproteico avanzado en diferentes sujetos con distintos grados
de alteracion del metabolismo glucidico y sin antecedentes de ECV. Por otra parte, esta
tesis pretende responder también a otras cuestiones poco estudiadas, como es la
relacién existente entre el perfil lipoproteico y glicoproteico avanzado con la presencia

de disfuncion miocérdica subclinica en sujetos con DML1.

Los resultados obtenidos en cada uno de los estudios se discutiran a continuacién por
separado, pero globalmente confirman la utilidad del estudio del perfil avanzado de
lipoproteinas para un abordaje mas detallado y profundo de las anomalias lipidicas v,
por consiguiente, es posible que en un futuro préximo ésta sea una herramienta util para
lograr una mejor caracterizacion del riesgo cardiovascular en poblaciones con mayor
riesgo lipidico residual, como es el caso de los sujetos con diabetes, en los que el c-LDL
en ocasiones no es un marcador lo suficientemente fiable como para orientar
completamente las estrategias terapéuticas y preventivas. Por otra parte, se ha
observado que el perfil lipoproteico avanzado presenta marcadas variaciones en funcién
del sexo y la edad de los sujetos con normoglucemia, siendo este mas desfavorable en
varones y en individuos de mayor edad. Ademas, nuestros resultados demuestran que
la caracterizacion avanzada de lipoproteinas puede aportar también un valor afiadido
en aquellos individuos que presentan un incremento en los depdsitos grasa corporal,
principalmente de localizacién ectépica, en los que los parametros lipidicos
convencionales pueden infraestimar el riesgo futuro de ECV, abriendo asi las puertas a

un abordaje mas individualizado.
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Por otro lado, los resultados obtenidos en la presente tesis sugieren un papel
fundamental de las lipoproteinas proaterogénicas ricas en triglicéridos (VLDL e IDL) y
de fenbmenos relacionados con la inflamacién sistémica (mediada por GlycA) en el

desarrollo de la disfuncién miocardica subclinica en sujetos con DM1.

A continuacion, se discuten los resultados mas relevantes.

7.1. COMPARACION DEL PERFIL LIPOPROTEICO AVANZADO SEGUN
EL GRADO DE ALTERACION DEL METABOLISMO GLUCEMICO.

Hasta la actualidad, el trabajo de investigacion de la presente tesis doctoral es el primero
en evaluar las diferencias en el perfil lipoproteico avanzado de grupos con diferentes
categorias del metabolismo glucémico en una poblacién procedente de la misma area
mediterranea. Los sujetos con DM2, en comparacién con el grupo con normoglucemia,
muestran un perfil avanzado con concentraciones inferiores de p-HDL totales y p-HDL
medianas y un aumento de las concentraciones de p-VLDL, debido principalmente a su
subclase de mayor tamafio. Los cambios en estas lipoproteinas, distintas a las LDL,
resaltan la necesidad de desarrollar nuevos instrumentos que nos permitan una mejor

caracterizacion del perfil lipidico de los individuos con diabetes en la practica clinica.

Concretamente, deben remarcarse las alteraciones observadas en las VLDL, puesto
que este tipo de lipoproteinas se han visto asociadas con un mayor riesgo de ECV (11),
aunque actualmente no son objeto de ningun tipo de intervencion terapéutica directa.
Més especificamente, de acuerdo con un estudio llevado a cabo por Balling et al en
sujetos sin ECV y sin tratamiento hipolipemiante, el contenido en colesterol de las VLDL
podria justificar hasta la mitad del riesgo derivado del total de lipoproteinas que
contienen apoB de sufrir un primer IAM (93). Por otro lado, Johansen et al demostraron
gue, en sujetos sin ECV previa, para un mismo nimero total de particulas con apoB, las

VLDL se asociaban a un riesgo superior de sufrir un IAM incluso al de las LDL e IDL de
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forma conjunta (94), remarcando asi la importancia de estudiar la presencia de
alteraciones del perfil lipidico relacionadas con este tipo de lipoproteinas. Por otro lado,
las alteraciones cualitativas observadas en el perfil lipoproteico relacionado con las HDL
también deben ser objeto de mencién, dado que se ha demostrado que cambios en su
tamafio y distribucidn, asi como en su contenido en colesterol y triglicéridos, se asocian

con un mayor riesgo de enfermedad arterial coronaria (95).

En el primer estudio de esta tesis, se ha observado que el perfil lipoproteico avanzado
se asocia al grado de alteracion del metabolismo glucidico. En este sentido, se ha
observado una tendencia a un empeoramiento en el perfil lipoproteico aterogénico
conforme empeora el grado de alteracién del metabolismo de la glucosa, siendo mayor
la diferencia observada entre sujetos con DM2 y con aquellos en situacion de
normoglucemia. En este sentido, es importante sefialar el hecho de que no hemos
logrado observar diferencias estadisticamente significativas al comparar el perfil
lipoproteico de sujetos con prediabetes con el grupo con normoglucemia. Este hecho
puede ser como consecuencia del menor grado de resistencia insulinica observado en
los participantes con prediabetes de nuestro estudio, lo cual se desprende de los valores
relativamente bajos de HOMA-IR que presentan estos sujetos. Este aspecto debe ser
tenido en cuenta, ya que en estudios previos si se han descrito distintas alteraciones en
las lipoproteinas en sujetos con prediabetes, siendo éstas diferentes en funcién de la
situacion que prevalece en la prediabetes, predominando un aumento en las
concentraciones de p-LDL en casos de intolerancia oral a la glucosa y de p-VLDL
grandes en casos de glucemia basal alterada (96). En dicho trabajo, los autores
planteaban la hip6tesis de que estas diferencias podrian ser consecuencia de distintos
mecanismos fisiopatologicos en los diferentes estados de tolerancia a la glucosa, y que
ello podria estar en relaciéon con el lugar donde predomina la resistencia insulinica: a

nivel hepatico o en el musculo esquelético.
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7.2.  ANALISIS DEL PERFIL LIPOPROTEICO AVANZADO EN EL GRUPO
DE SUJETOS CON NORMOGLUCEMIA Y DIFERENCIAS EN FUNCION
DEL SEXO Y DE LA EDAD.

En el primer estudio realizado en esta tesis, hemos demostrado la existencia de
diferencias en el perfil lipoproteico avanzado en funcién del sexo de cada individuo. En
este sentido, el sexo femenino muestra una intensa asociacion con un perfil lipoproteico
avanzado mas favorable en comparacion con los varones, con una concentracion
inferior de particulas proaterogénicas totales (p-VLDL y p-LDL), y un aumento de las
concentraciones totales de particulas antiaterogénicas (p-HDL). M&s concretamente, se
ha observado un aumento significativo de las LDL de menor tamafio en varones y de las
HDL de mayor tamafio en mujeres. Estos resultados serian similares a los hallados en
estudios previos llevados a cabo en poblaciones de otras areas geograficas: Freedman
et al también observaron un perfil mas favorable en mujeres en comparacion con
varones, caracterizado por LDL y HDL de mayor tamafio, siendo estas diferencias entre

sexos menos llamativas conforme aumentaba la edad de los sujetos (97).

Por otro lado, también se ha observado una tendencia a un incremento de varios
parametros relacionados con las LDL conforme aumenta la edad de los sujetos con
normoglucemia, con unos cambios mas pronunciados en el sexo femenino y de forma
mas llamativa entre el grupo de menor edad y el de edad intermedia. Estos resultados
también estarian en concordancia con estudios previos (97). El hecho de que los
cambios observados en sujetos de mayor edad sean mas marcados en el sexo femenino
también ha sido reportado en estudios previos. El Khoudary et al observaron una
correlacion negativa entre los niveles de estradiol y la concentracion de LDL de menor
tamafio y una correlacion positiva con el tamafio de las HDL (98), hecho que podria en
parte justificar la equiparacion del riesgo cardiovascular observada en el sexo femenino

con respecto al de los varones con la llegada de la menopausia.

88



7.3. VARIABLES ASOCIADAS CON EL PERFIL LIPOPROTEICO
PROATEROGENICO EN POBLACION CON NORMOGLUCEMIA.
Como previamente se ha sefalado, nuestros resultados muestran un perfil lipoproteico
mas desfavorable en los varones normoglucémicos en comparacion con las mujeres.
Ademas, los indices de adiposidad relacionados con resistencia insulinica, como el IMC,
el perimetro de cintura y el FLI, son factores importantes a tener en cuenta, puesto que
presentan también una asociacibn con un perfil avanzado mas proaterogénico,
consistente en una correlacion positiva con diferentes variables relacionas con las VLDL
y las LDL, en especial con las particulas de menor tamafio, que son reconocidamente
mas proaterogénicas (9). Este hecho estaria también en consonancia con los datos
observados en otro estudio llevado a cabo también en sujetos con normoglucemia en el
gue también se demostré una asociacion del IMC, incluso en situacién de normopeso,
con un perfil mas proaterogénico (99). Otros estudios previos también han demostrado
una relacion entre el exceso de adiposidad central con un perfil lipoproteico mas
desfavorable, hecho mas marcado en el sexo femenino (100). Por otro lado, en un
estudio llevado a cabo por Amor et al también se observé una relacion entre la presencia
de HGNA, definida segun el valor de FLI, con un perfil lipoproteico mas proaterogénico,

especialmente a expensas de alteraciones en las VLDL y las HDL (51).

7.4. ASOCIACION DEL BIOMARCADOR PROINFLAMATORIO GLYCA
CON LA PRESENCIA DE DISFUNCION CARDIACA EN SUJETOS CON
DIABETES TIPO 1.

El espectro de GlycA representa las sefiales producidas por varias proteinas
inflamatorias de fase aguda y captura un estado de inflamacion sistémico modulado a
nivel hepético (52). Entre las variables relacionadas con GlycA contamos con el area de
GlycAy el cociente H/W. El area de GlycA representa la concentracion de enlaces entre

proteina-azucar por lo que, a mayor area de GlycA, mayor grado de glicosilacién
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plasmatica. Por otro lado, el cociente H/W representa cémo es la “forma” del pico de
glicosilacion. En este sentido, un mayor cociente (t1H y |W) implica una mayor

flexibilidad o libertad de los enlaces de glicosilacion.

En el segundo estudio de esta tesis, hemos demostrado como ambas variables (area
de GlycA y cociente H/W de GlycA) forman parte de las que mejor discriminan la
presencia de disfuncién miocardica subclinica en una cohorte bien caracterizada de
sujetos con DM1. Concretamente, como se puede ver en la primera variable latente
(LV1) del andlisis PLS-DA, el area de GlycA resulta ser la variable con una capacidad
discriminatoria mayor a la hora de diferenciar aquellos sujetos con disfuncién miocardica
subclinica de aquellos sin disfuncion, por encima incluso de otros factores de riesgo
tradicionales bien establecidos como son el IMC, el sexo, la hemoglobina glicosilada o
la duracion de la diabetes. Ello estaria en consonancia con estudios previos en
poblacion general y que incluian sujetos con DM2, en los que también se ha descrito
una asociacion entre concentraciones elevadas de GlycA con un mayor riesgo de
desarrollar IC (87). Mas recientemente, este biomarcador también se ha relacionado con
la variable combinada de aumento de mortalidad por cualquier causay de reingreso por
IC en una poblacion de sujetos con IC crénica de causa no isquémica (88). Sin embargo,
hasta la fecha la presente tesis doctoral es la primera en evaluar el papel de GlycA en

la disfuncion miocardica subclinica en sujetos con DM1.

Es de interés subrayar el hecho que, de acuerdo con nuestros resultados, la capacidad
discriminatoria del modelo PLS-DA no mejora al incluir el NTproBNP, reconocido
biomarcador diagnéstico de IC, como variable de entrada, manteniéndose GlycA como
la mejor variable a la hora discriminar la presencia de disfuncion miocardica. En una
linea similar, GlycA también se mantiene como la variable que mejor discrimina la
presencia de disfuncion miocéardica en el caso de afadir en el modelo la tasa de
excrecion urinaria de albumina de 24 horas. Este es un aspecto importante y que

refuerza nuestros resultados, dado que, de acuerdo con los resultados del estudio
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original del que proviene nuestra cohorte de sujetos con DM1, existia una asociacion

entre la albuminuria y la presencia de disfuncion miocéardica subclinica (92).

Aungue los mecanismos subyacentes que explican la presencia disfuncion miocardica
aun no estan del todo aclarados, existe cada vez mas evidencia del papel de la
inflamacién sistémica dentro de la etiopatogenia de la MCD (72). Reforzando este
hecho, nuestros resultados sugieren que las concentraciones de GlycA estan
relacionadas de forma independiente con la disfuncién miocéardica subclinica en sujetos

con DM1.

7.5. PAPEL DE LAS LIPOPROTEINAS RICAS EN TRIGLICERIDOS CON
LA PRESENCIA DE DISFUNCION CARDIACA EN SUJETOS CON
DIABETES TIPO 1.

El enfoque multivariante utilizado en el segundo estudio, mediante la metodologia PLS-

DA, ha ayudado a identificar algunas de las variables relacionadas con las lipoproteinas

proaterogénicas ricas en triglicéridos (VLDL e IDL) que, junto con GlycA, discriminan

también la presencia de disfuncidon miocardica subclinica en sujetos con DM1. En la
misma linea, también en sujetos con DML, otros estudios han observado una asociacion
positiva entre las caracteristicas avanzadas de las VLDL con el grado de rigidez arterial

(46) o con la presencia de arterioesclerosis preclinica (35). Asimismo, también se ha

descrito su asociacion, en mujeres con DM1 e historia de preeclampsia previa, con la

presencia de aterosclerosis carotidea (101). En el campo de la IC, recientemente se ha
encontrado una asociacion entre el colesterol remanente y el riesgo a largo plazo de
desarrollar IC en individuos que habian sufrido previamente un sindrome coronario
agudo (102). Sin embargo, la contribuciébn de este tipo de lipoproteinas a la

cardiomiopatia de origen no isquémico se encuentra aun poco estudiada, y la presente
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tesis doctoral es la primera en relacionarlas con la presencia de disfuncion miocardica

subclinica en sujetos con DML1.

Cabe destacar que, de acuerdo con el andlisis PLS-DA, la duracion de la diabetes
contribuye a la hora de discriminar la presencia disfuncién miocardica solo una vez se
ha tenido también en cuenta el aspecto inflamatorio sistémico, como se muestra en la
segunda variable latente (LV2) del andlisis de clasificacién multivariable. Esta segunda
variable latente muestra también una pérdida de asociacién entre los parametros
asociados con las TRL con la presencia de disfuncion miocérdica. De este hecho se
desprende que el poder discriminatorio de estas variables relacionadas con las TRL se
diluye en ausencia de la inflamacion sistémica (mediada por GlycA), revelando asi una

posible interaccion entre GlycA y las TRL.

7.6. POTENCIALES LIMITACIONES DE LA TESIS.

Nuestros resultados deben interpretarse en el contexto de ciertas limitaciones, que se

resumen a continuacion:

En primer lugar, en el grupo de sujetos con prediabetes incluidos en el primer estudio,
no se puede diferenciar entre aquellos que presentan glucemia basal alterada de los
que presentan intolerancia oral a la glucosa dado que no se les realizé una prueba de
sobrecarga oral de glucosa. Otra limitacion que debe tenerse en cuenta es que los
sujetos con DM2 fueron reclutados principalmente en consultas ambulatorias, y es
posible que ello impliqgue un sesgo de seleccién al favorecer la inclusién de pacientes
con un mejor estado de salud y menos complicaciones que la poblacién general con

DM2.

Por otro lado, en el segundo estudio de esta tesis, se apare6 por edad, sexo y grado de
control metabdlico (Hbalc) a los sujetos con disfuncion miocéardica subclinica con

aquellos sin disfuncion. Este hecho puede resultar en un sesgo de comparacion, ya que,

92



segun los resultados originales del estudio original Thousand & 1, los pacientes con
disfuncion miocérdica presentaban una mayor edad y duracion de la diabetes que los
sujetos con una funcion normal (92). Por lo tanto, al seleccionar sujetos similares segun
estos criterios, al menos un grupo puede no ser del todo representativo con respecto a
la poblacion de la cual proviene. Por otro lado, el escaso nimero de sujetos con
disfuncion sistolica incluido conlleva que los resultados obtenidos deban extrapolarse
principalmente a la disfuncion diastolica, que es la forma mas frecuente en el grupo con

disfuncién miocéardica.
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8. CONCLUSIONES

A continuacion, se presentan las principales conclusiones de la presente tesis doctoral:
1. En los sujetos con normoglucemia, sin tratamiento hipolipemiante y sin ECV clinica:

- Existe un incremento en el conjunto de parametros lipidicos asociados a
aterogenicidad, analizados en el test avanzado de lipoproteinas, que se asocia
de forma directa con la edad. Este hecho es especialmente marcado cuando se

compara el grupo de sujetos jovenes con el de mediana edad.

- En el subgrupo de sujetos que presentan un perfil lipidico convencional que
podria considerarse dentro de la normalidad, el analisis del perfil lipoproteico
avanzado permite detectar a aquellos sujetos que presentan un perfil lipoproteico

alterado, el cual se ha descrito asociado a un mayor riesgo de ECV aterogénica.

- Los indices de adiposidad corporal (IMC) y de adiposidad visceral (perimetro

de cintura, FLI) se asocian con un perfil lipoproteico proaterogénico.

2. Existe un incremento gradual en los parametros lipoproteicos aterogénicos que ocurre

de forma paralela al grado de deterioro del metabolismo glucémico.

3. Los sujetos con DM2 presentan un incremento de las concentraciones séricas de
parametros lipoproteicos aterogénicos, mas alla de los parametros lipidicos
convencionales, que podrian contribuir a explicar en parte el riesgo incrementado de

ECV de estos sujetos.
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4. En sujetos con DM1 y sin enfermedad cardiovascular clinica conocida, la inflamacién
sistémica (mediada GlycA) y las TRL (VLDL e IDL) son los parametros mas fuertemente
asociados a la presencia de disfuncién miocardica subclinica. Los resultados obtenidos
orientan a un papel fundamental de este tipo de lipoproteinas y de la inflamacion

sistémica en la patogenia de la disfuncion miocardica subclinica en sujetos con DM1.
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9. LINEAS FUTURAS DE INVESTIGACION

Los resultados obtenidos en los trabajos que forman parte de esta tesis dan pie a un
amplio abanico de posibles trabajos de investigacion futuros. A continuacion, se

destacan algunas de estas futuras lineas:

1. Evaluar el efecto de diferentes tratamientos hipolipemiantes sobre el perfil lipoproteico
avanzado de los sujetos con diabetes, y conocer cémo ello podria traducirse en una

reduccion del nimero de eventos cardiovasculares.

2. Analizar coémo la reversién de la diabetes hacia la nhormoglucemia puede traducirse
también en cambios en el perfil lipoproteico avanzado, tornandose éste en un perfil

menos desfavorable tras la remision de la diabetes.

3. Reconsiderar los criterios de elegibilidad para el uso de tratamiento con estatinas en
funcién de la concentracion de particulas lipoproteicas, mas alla del perfil lipidico
convencional, evaluando si dicha estrategia puede conllevar a una reduccion de

eventos.

4. Evaluar si las concentraciones de GlycA pueden suponer un valor prondstico en la
MCD, valorando su relacion con diferentes resultados relevantes para la persona:
mortalidad cardiovascular, ingreso hospitalario por IC, y consultas a urgencias, entre

otros.

5. Por ultimo, si bien cada vez hay més evidencia cientifica del papel de la inflamacion
sistémica en la patogénesis de la IC en general, y mas concretamente de la MCD, se
necesitan mas estudios para determinar si alguna estrategia terapéutica que reduzca la
inflamacioén sistémica pueda tener un efecto beneficioso sobre la evolucién de estas

patologias.
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11. ANEXOS

11.1. MATERIAL SUPLEMENTARIO DEL PRIMER ARTICULO.

Disponible en el acceso web: http://dx.doi.org/10.1016/j.recesp.2021.02.013

Table 1 of the supplementary data. Reference values of lipid profile in normoglycemic

healthy control subjects separated by sex.

Men Women P value”
n 177 n 241
Median Mean = Median Mean =
standard standard
Variable [25th-75th] deviation [25th-75th] deviation
Total cholesterol, mg/dL 190 [170-217] 192 +36.4 187 [164-215] 190 + 33.8 .518
HDL-C, mg/dL 52.0 [44.9-61.0] | 54.5+14.9 63.0 [53.0-72.0] | 63.4+15.3 | <.001
LDL-C, mg/dL 118 [96.2-135] 118 £ 29.5 108 [88.0-129] 110 +28.2 .010
Triglycerides, mg/dL 89.5[68.8-131] | 114 +114 76.0 [56.0-98.0] | 82.5+37.4 | .001
VLDL particles, nmol/L 39.1[27.5-60.5] | 49.5+42.2 30.8[23.9-43.0] | 36.2+18.9 <.001
Large, nmol/L 1.00[0.75-1.44] | 1.21+£0.92 0.84[0.64-1.06] | 0.92+0.41 <.001
Medium, nmol/L 4.07 [2.70-5.95] | 5.26 + 7.65 3.22[2.39-4.80] | 3.73+1.98 .010
Small, nmol/L 33.7[23.5-52.9] | 43.0+34.6 26.6 [20.6-37.4] | 31.5+17.0 <.001
VLDL-Z, nm 42.1[42.0-42.3] | 42.1+0.23 42.2 [42.0-42.3] | 42.2+0.21 .143
Cholesterol content, mg/dL | 9.85[5.39-16.8] | 12.4+11.7 7.30[4.21-11.2] | 8.82+6.13 <.001
Triglyceride content, 57.0[40.0-84.6] | 71.8+68.5 4491[35.2-60.6] | 52.0+26.0 | <.001

mg/dL
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LDL particles, nmol/L 1319 [1140- 1340 £ 279 1256 [1078- 1264 + 259 .005
1504] 1441]

Large, nmol/L 181 [160-212] 185+ 37.2 189 [162-209] 188 + 33.7 466
Medium, nmol/L 391 [302-493] 411 + 144 411 [332-508] 423 +128 .393
Small, nmol/L 735 [634-828] 744 £ 141 638 [560-733] 653 + 128 <.001
LDL-Z, nm 20.9[20.8-21.1] | 20.9+0.28 21.1[21.0-21.3] 21.1+£0.22 <.001

Cholesterol content, mg/dL | 129 [111-149] 130 +28.2 124 [107-143] 126 + 26.0 .092

Triglyceride content, 15.5[11.8-19.0] | 15.9+5.09 15.7 [12.6-19.1] 16.1£4.75 .684

mg/dL

HDL particles, pmol/L 26.5[23.3-29.6] | 27.1 +5.50 30.8[27.0-34.5] | 31.2+6.19 | <.001
Large, umol/L 0.25[0.22-0.28] | 0.26 £ 0.05 0.28 [0.24-0.31] | 0.28+0.05 | <.001
Medium, pmol/L 8.16 [7.23-9.46] | 8.53+2.11 10.1 [8.90-11.5] 10.5+2.27 <.001
Small, pmol/L 18.1 [15.6-20.3] | 18.4+4.01 20.2 [17.5-23.3] 20.5+4.45 <.001
HDL-Z, nm 8.21[8.17-8.25] | 8.21 +0.06 8.23[8.20-8.28] | 8.24 +0.06 <.001

Cholesterol content, mg/dL | 51.0 [44.6-59.1] | 52.4+11.7 60.0 [52.6-69.7] | 61.6 £ 13.1 <.001

Triglyceride content, 11.2[9.31-13.4] | 12.0 +4.95 13.6 [11.4-16.5] | 14.4+4.72 | <.001

mg/dL

Non-HDL particles 1333 [1162- 1362 + 284 1260 [1077- 1268 + 265 .001

1537] 1443]
Total particles/HDL 51.5[43.4-60.6] | 52.7+13.4 41.2 [33.7-51.0] | 43.1+11.9 <.001

particles
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LDL particles/HDL

particles

49.3 [42.0-58.4]

50.8 +12.9

40.3 [32.9-49.9]

419+11.4

<.001

P value for mean
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11.2. MATERIAL SUPLEMENTARIO DEL SEGUNDO ARTICULO.

Disponible en el acceso web:

https://cardiab.biomedcentral.com/articles/10.1186/s12933-022-01652-z

Descarga directa con el enlace: https://ndownloader.figstatic.com/files/38343265
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Supplementary Fig. 1 Comparison of the distribution of the predicted probabilities
showing the classification performance of the presence of MCD between two different
models, being the x-axis the predicted probabilities for both classes and the y-axis the
count of observations. A: Model 1 includes classical risk variables (age, sex, eGFR,
NTproBNP, BMI, diabetes duration and systolic blood pressure >140mmHg). B: Model
2 includes classical risk variables and the NMR-assessed biomarkers. The inclusion of
NMR parameters significantly increased the AUROC from 0.62 [0.56 — 0.68] to 0.67 [0.61
— 0.73], with a NRI considering NMR-assessed parameters of 21%. MCD: myocardial
dysfunction, BMI: body mass index, NMR: nuclear magnetic resonance, AUROC: area

under the ROC curve, NRI: net reclassification improvement.
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