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Resumen

Resumen

Castellano

La diabetes mellitus tipo 2 (DMT2) es una enfermedad con elevada morbilidad y una importante
causa de mortalidad prematura, la cual, en gran medida, se podria prevenir. La identificacién de
nuevas vias metabolicas y/o biomarcadores implicados en su fisiopatologia puede ayudar en la
deteccion precoz de la enfermedad, y proporcionar nuevos enfoques terapéuticos. Estos tultimos
afios, diferentes grupos de investigacion han mostrado especial interés por el sTWEAK, una
citocina multifuncional implicada en la respuesta pro-/anti-inflamatoria, su receptor scavenger
CD163 y la osteocalcina (OC), un componente de la matriz dsea; los cuales han sido relacionados

con el metabolismo de la glucosa.

Esta tesis ha sido realizada en el contexto del estudio PREDIMED, un ensayo de campo
nutricional en paralelo, multicéntrico y aleatorizado que evalia el efecto de la dieta
Mediterranea en la prevencién primaria de la enfermedad cardiovascular. El objetivo de la
presente tesis fue analizar las asociaciones entre los niveles séricos de sSTWEAK, sCD163 y
ambas formas de OC [carboxilada (OCc) y no carboxilada (OCnc)] y la incidencia de DMT2 en
una poblacidn adulta con alto riesgo cardiovascular y sin diabetes al inicio del estudio. Ademas

se ha analizado la relacién entre los niveles periféricos de STWEAK y sindrome metabélico (SM).

Se realiz6 un estudio de disefio casos-control anidado y prospectivo incluyendo 153 casos con
nuevo diagnéstico de diabetes y 306 controles que no desarrollaron diabetes tras 5 afios de
seguimiento. Los resultados del presente trabajo demuestran que niveles bajos de STWEAK y
ambas, OCc y OCnc al inicio del estudio, se asociaron con un mayor riesgo de diabetes.
Asimismo, niveles bajos de sSTWEAK se asociaron con una mayor prevalencia de SM, obesidad
abdominal, hipertrigliceridemia e hiperglucemia. No se encontré relacién entre los niveles

séricos de sCD163 e incidencia de diabetes.

Los resultados de la presente tesis sugieren que los niveles circulantes de STWEAK y OC podrian

ser utiles como nuevos potenciales biomarcadores predictores de DMT2.
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Resumen

English

Type 2 diabetes mellitus (T2DM) is a disease with high morbidity and a major cause of
premature mortality, which, in a large extent could be prevented. The identification of new
pathways and/or biomarkers implicated in its pathophysiology can help in the early detection of
the disease, and could provide new therapeutic approaches. Recently, various research groups
have shown special interest in sSTWEAK, a multifunctional cytokine involved in the pro/anti-
inflammatory response, its scavenger receptor CD163 and in osteocalcin (OC), a component of

the bone matrix; all them related with glucose metabolism.

This thesis has been conducted in the framework of the PREDIMED Study, a parallel-group,
multicenter randomized trial evaluating the efficacy of a Mediterranean diet on the primary
prevention of cardiovascular disease. We aimed to assess the associations between baseline
serum concentrations of sSTWEAK, sCD163 and both forms of OC [carboxylated (cOC) and
undercarboxylated osteocalcin (ucOC)] and the future development of T2DM in an elderly
population at high cardiovascular risk and free of T2DM at the beginning of the study.
Additionally, we also aimed at exploring the relationship between sTWEAK and metabolic

syndrome (MS) prevalence.

A prospective, nested case-control study was performed including 153 cases of newly diagnosed
diabetic subjects and 306 individually matched controls free of diabetes during 5-years of the
follow-up. The results of the present work demonstrated that low levels of sSTWEAK and both
cOC and ucOC at baseline are prospectively associated with an increased diabetes risk. We also
found that low levels STWEAK were associated with a higher prevalence of MS, abdominal
obesity, hypertriglyceridemia and hyperglycemia. No relationship between serum levels sCD163

and diabetes incidence was found.

The results of the present thesis suggest that circulating levels of sSTWEAK and OC, may be

useful as potential biomarkers for predicting T2DM.



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI
MARCADORES BIOQUIMICOS EMERGENTES RELACIONADOS CON DIABETES MELLITUS TIPO 2

Andrés Diaz Loépez

Resumen

Catala

La diabetis mellitus tipus 2 (DMT2) és una malaltia amb elevada morbiditat i una important
causa de mortalitat prematura, la qual, en gran mesura es podria prevenir. La identificaci6 de
noves vies metaboliques i/o biomarcadors implicats en la seva fisiopatologia podrien ajudar en
la deteccié precog de la malaltia, i proporcionar nous enfocaments terapeutics. Aquests ultims
anys, diferents grups d'investigaci6 han mostrat especial interés pel sTWEAK, una citocina
multifuncional implicada en la resposta pro-/anti-inflamatoria, el seu receptor scavenger CD163
i 'osteocalcina (OC), un component de la matriu 0ssia; els quals han estat relacionats amb el

metabolisme de la glucosa.

Aquesta tesi ha estat realitzada en el context de 1'estudi PREDIMED, un assaig clinic en paral-le],
multicéntric i aleatoritzat que avalua l'efecte de la dieta Mediterrania en la prevencié primaria
de la malaltia cardiovascular. L'objectiu va ser analitzar les associacions entre els nivells sérics
de sTWEAK, sCD163 i dues formes de OC [carboxilada (OCc) i no carboxilada (OCnc)] i la
incidéncia de DMT2 en una poblaci6 adulta amb alt risc cardiovascular i sense diabetis a I'inici
de I'estudi. Aixi mateix, s'ha volgut explorar la relacié entre els nivells periférics de sSTWEAK i la

prevalenca de sindrome metabolica (SM).

Es va realitzar un estudi de disseny cas-control aniuat, prospectiu, incloent 153 casos amb nou
diagnostic de diabetis i 306 controls que no ho van desenvolupar durant els 5 anys de
seguiment. Els resultats d'aquest treball van demostrar que nivells serics baixos de sSTWEAK i
ambdues formes d’osteocalcina, OCc i OCnc a l'inici de I'estudi, s’associen amb un major risc de
desenvolupar diabetis tipus 2. Aixi mateix, nivells periferics baixos de sSTWEAK es van associar
amb una major prevalenca de SM, obesitat abdominal, hipertrigliceridemia i hiperglucéemia. No
es va observar una relacié significativa entre els nivells serics de sCD163 i la incidéncia de

diabetis.

Els resultats de la present tesi suggereixen que els nivells circulants de sSTWEAK i OC, podrien

ser utils com a nous potencials biomarcadors per a predir la DMT?2.
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ABREVIATURAS

Abreviaturas

DM, diabetes mellitus.

DMT1, diabetes mellitus tipo 1.

DMT?2, diabetes mellitus tipo 2.

ADA, Asociacion Americana de Diabetes.

OMS, Organizacién Mundial para la Salud.

GPA, glucosa plasmatica en ayunas.

PTOG, prueba de tolerancia oral a la glucosa.
GBA, glucemia basal alterada.

TAG, tolerancia alterada a la glucosa.

IDF, International Diabetes Federation.

HbA1c, hemoglobina A1C.

NGSP, National Glycohemoglobin Standaritzation Program.
DCCT, Diabetes Control and Complications Trial.
R], resistencia a la insulina.

AGL, &cidos grasos libres.

SM, sindrome metabdlico.

HOMA-IR, homeostasis model assessment of insulin resistance.

QUICKI, quantitative insulin check index.

IR, receptor de insulina.

IRS, sustratos del IR.

PI3-K, cinasa de fosfoinositol trifosfato.
MAPK, cinasa activada por mitégeno.

JNK, cinasa c-Jun NHz-terminal.

ERK, cinasa activada por sefiales extracelulares.
NF-kB, factor nuclear kappa B.

IkB, inhibidor I kappa B.

PTP1, proteina fosfatasa de tirosina 1.
PTEN, homdlogo de fosfatasa y tensina.
mTOR, mammalian target of rapamycin.
PKC, proteina cinasa C.

IKK, cinasa del inhibidor de NF-kB.

TNF-q, factor de necrosis tumoral a.

IL-6, interleucina 6.

GKRP, proteina reguladora de la glucocinasa.

IGF-1, factor de crecimiento insulinico tipo 1.
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Abreviaturas

FTO, fat mass and obesity-associated protein.

KLF14, kruppel-like factor 14.

PPARg, receptor gamma activado por el factor proliferador de peroxisomas.
PREDIMED, PREvencion con Dleta MEDiterranea.

DASH, dietary approaches to stop hypertension.

IMC, indice de masa corporal.

NHANES, The National Health and Nutrition Examination Survey.
NHEFS, The National Health and Nutrition Examination Survey I Epidemiologic Follow-up Study.
PAI-1, inhibidor del activador del plasminégeno.

RBP4, proteina transportadora de retinol tipo 4.

MCP-1, proteina quimioatrayente de monocitos 1.

PCR, proteina c reactiva.

AGT, angiotensindgeno.

TGF-f1, factor de crecimiento TGF-beta 1.

TWEAK, tumor necrosis factor-like weak inducer of apoptosis.
Fn14, fibroblast growth factor-inducible 14.

RNAm, 4cido ribonucleico mensajero.

PP2A, protein Phosphatase 2A.

SRCR, scavenger receptor cysteine-rich.

Hp-Hb, hemoglobina:haptoglobina.

ADAM, a disintegrin and metalloproteinase.

TLR, toll-like receptors.

LPS, lipopolisacarido.

PMA, forbol 12-miristato 13-acetato.

FcyR, receptores Fc-gamma.

IFN-y, interferoon-gamma.

0C, osteocalcina.

BGP, bone gla protein.

OCc, osteocalcina carboxilada.

0Cnc, osteocalcina no carboxilada.

ECG, electrocardiograma.

ECV, enfermedad cardiovascular.

CAP, centro de atencién primaria.

HDL, lipoproteina de alta densidad.

LDL, lipoproteina de baja densidad.

CKD-EP], Chronic Kidney Disease Epidemiology Collaboration.
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1. INTRODUCCION

1.1. DIABETES MELLITUS

La diabetes mellitus (DM) es considerada como uno de los principales problemas de salud
mundial mas desafiantes del siglo XXI, entre otras razones por su elevada prevalencia, su
repercusion socio-sanitaria y, el impacto de las complicaciones cronicas asociadas a ésta y el

nimero de muertes prematuras que provoca 1-3,

La carga global de DM en la poblacion adulta se estima en aproximadamente 387 millones de
personas en el afio 2014, y se proyecta que aumentara a 592 millones el 2035 4. Desde el punto
de vista clinico la DM se caracteriza por una hiperglucemia, como resultado de defectos en la
secrecion de la insulina, en la DM tipo 1 (DMT1), o una progresiva resistencia a la accion
periférica de la insulina con o sin déficit asociado en la secrecion, en la DM tipo 2 (DMT2).
Aunque la prevalencia de DMT1 y DMT2 en todo el mundo es cada vez mayor, la prevalencia de
DMT?2 esta aumentando mas rapidamente, representando entre el 85% y 95% del total de los

casos de diabetes.

La DMT2 es una enfermedad crénica de curso silente, sin un inicio brusco, donde se
desencadenan un grupo heterogéneo de procesos metabolicos. La identificaciéon de nuevas vias
o biomarcadores indicativos de alteraciones metabdlicas, implicados en sus mecanismos
etiopatogénicos puede proporcionar nuevos enfoques terapéuticos, y ser eficaces en la

deteccion precoz antes de la manifestacion de la enfermedad 5e.

1.1.1. Definicidn y clasificaciéon

Bajo el término de DM se incluyen un grupo de enfermedades metabdlicas cuya caracteristica
comun es la hiperglucemia como consecuencia de un defecto en la secrecién o accién de insulina
o por la combinacién de ambos. Esta situacién de hiperglucemia mantenida, se asocia a efectos

nocivos que consisten en dafios, disfuncién y fallo a largo plazo de diferentes érganos como
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rifiones, o0jos, sistemas nervioso, cardiaco y circulatorio, ocasionando complicaciones cronicas
de tipo microvascular (retinopatia, nefropatia y neuropatia) y macrovascular (cardiopatia

isquémica y enfermedades cerebrovasculares) 7.
De acuerdo con la Asociacién Americana de Diabetes (ADA), la DM se clasifica en 4 categorias:

a) La DMT1, representa del 3 al 5% de todos los casos de diabetes * y se produce por una falta
de secrecion de insulina por destrucciéon autoinmune de la célula § pancreatica. Las personas a

riesgo de padecer DMT1 pueden ser identificadas por marcadores serolégicos y genéticos 7.

b) La DMT?2, es la forma mas frecuente de diabetes, resultante de un defecto progresivo de la
secrecion de insulina en el contexto de una resistencia gradual periférica a la acciéon de la
insulina 78. Es frecuente que este tipo de diabetes pase desapercibida y que pueda permanecer
sin diagnosticar durante afios, debido a que la hiperglucemia se desarrolla gradualmente y no es
suficientemente severa para presentar sintomatologia, pero si como para causar cambios
fisiopatolégicos y funcionales en diferentes tejidos, incrementando el riesgo de desarrollar
complicaciones vasculares de la enfermedad. La mayoria de personas afectadas por la DMT2
presentan sobrepeso u obesidad cuando desarrollan la enfermedad y suele presentarse con mas
frecuencia en personas de mediana edad o/y ancianas. Sin embargo, la DMT2 esta
presentandose cada vez en edades madas tempranas, en nifios y jévenes con sobrepeso. A
diferencia de la DMT1, en la DMT2 no se requiere por lo general, dosis diarias de insulina,
pudiéndose controlar la enfermedad en la mayoria de los casos mediante la adopcién de una
dieta saludable y actividad fisica, el mantenimiento del peso corporal dentro de los limites de

normalidad, y antidiabéticos orales.

c) Otros tipos mas especificos de DM ocasionados por distintas causas: por ejemplo defectos
genéticos en la funcion de las células 8 o en la accidn de la insulina, enfermedades exocrinas del

pancreas tal como la fibrosis quistica, la diabetes inducida por drogas o quimicos, etc.

d) Diabetes gestacional, es la diabetes que se diagnostica por primera vez en el curso del

embarazo.
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1.1.2. Criterios diagnésticos de diabetes mellitus tipo 2

En 1979 el Nacional Diabetes Data Group® de EE.UU., estableci6 los primeros criterios
diagnésticos unificados de diabetes. Posteriormente estos criterios fueron adoptados y
modificados por la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) y la ADA en diferentes informes10-12,
Basicamente, el diagnéstico de DM se basaba en la hiperglucemia determinada mediante las
concentraciones de glucosa plasmatica en ayunas (GPA) o mediante la glucemia a las 2 horas

tras la prueba de tolerancia oral a la glucosa (PTOG) con 75 g de glucosa.

En 1995 la ADA, uno de los drganos mas representativos a nivel mundial en la diabetologia,
promovié la creacién de un Comité Internacional de Expertos con el objetivo de revisar la
literatura cientifica posterior a 1979 y valorar la necesidad de introducir nuevas modificaciones
en los criterios de clasificacién y diagndsticos de DM. El informe del Comité Internacional de
Expertos fue publicado en 1997 13. A partir de este consenso, se identifican dos grupos de
poblacion en los que los niveles de glucemia no alcanzan el umbral diagnoéstico de DMT2, pero
tampoco pueden ser considerados normales. Se trata de individuos con glucemia basal alterada
(GBA), es decir un valor de GPA entre 100 y 125 mg/dl, o con tolerancia alterada a la glucosa
(TAG), un valor de GPA alas 2 horas tras la PTOG entre 140 mg/dl y 199 mg/dl. Estos individuos
con GBA y/o TAG fueron considerados como “prediabéticos”, lo que indica un riesgo
relativamente alto para el futuro desarrollo de DMT2. Cabe sefialar que la OMS y otras

organizaciones definieron 110 mg/dl como punto de corte para GBA.

En el afio 2009, el Comité de Expertos formado por representantes de la ADA, la European
Association for the Study of Diabetes, y la International Diabetes Federation (IDF), aprobaron la

determinaci6on de la hemoglobina glucosilada (HbA1c) como criterio diagnéstico de diabetes 14.

Inmediatamente después, en el afio 2010 la ADA incorpordé la HbAlc por primera vez como test
diagnostico de diabetes y defini6 tres puntos de corte para la HbAlc: < 5,6%, nivel no diabético;
entre 5,7% y 6,4%, nivel prediabético; y, = 6,5%, compatible con el diagndstico de diabetes

(punto de corte que se asocia con el aumento de la prevalencia de retinopatia) 5. Los criterios
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diagnosticos de DMT2 establecidos por la ADA en el dltimo informe publicado 2014 se muestran

enlatablal7:

Tabla 1. Criterios diagnésticos de DMT2 establecidos por la ADA en el afio 2014.

1. Hemoglobina glucosilada 26,5%. La prueba debe realizarse en un laboratorio utilizando
un método certificado por NGSP y estandarizado por DCCT*; o

2. Glucemia plasmatica en ayunas 2126 mg/dl (7,0 mmol/L). El ayuno se define como la no
ingesta calérica durante al menos 8 horas*; o

3. Glucemia plasmatica a las 2 horas después de la PTOG (con 75 g de glucosa) 2200
mg/dl (11,1 mmol/L)*; o

4. Glucemia plasmatica al azar 2200 mg/dl (11,1 mmol/L) en pacientes con sintomas
clasicos de hiperglucemia (poliuria, polidipsia, polifagia y pérdida de peso) o crisis de
hiperglucemia.

NGSP, National Glycohemoglobin Standaritzation Program; DCCT, Diabetes Control and Complications Trial;

PTOG, prueba de tolerancia oral a lo glucosa. *En ausencia de hiperglucemia inequivoca, los criterios 1-3 deben
ser confirmados por pruebas repetidas.

1.1.3. Epidemiologia de la diabetes mellitus tipo 2

En la actualidad, la DMT2 es una de las enfermedades no transmisibles mas frecuentes en todo
el mundo, que representa entre el 85 y el 95% del total de casos de diabetes. Su prevalencia
continua aumentando rapidamente asociada a una combinaciéon de factores demograficos,
hereditarios y ambientales que afectan al estilo de vida, dieta, falta de ejercicio y aumento de
obesidad *. La DMT2 se encuentra entre las diez primeras causas de mortalidad 1-3. En el 2010,
el numero total de muertes atribuibles a la diabetes en todo el mundo se estimaba en 3,96
millones dentro del grupo de edad de 20 a 79 afios, representando el 6,8% de la mortalidad

global 3. En 2013, la diabetes causé 5,1 millones de muertes (8,4% de la mortalidad por todas las
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causas) y un coste de 548.000 millones de dolares en gastos de salud (11% del gasto total en
todo el mundo), superando en 5,5% las estimaciones del afio 2011 416, Ademas, no debemos
pasar por alto que cerca de la mitad de todas las personas con DM no estan diagnosticadas o no

son conscientes de ello.

Prevalencia de diabetes mellitus tipo 2

Las proyecciones sobre la evolucién de la diabetes auguran un espectacular y constante
crecimiento de la enfermedad en las préoximas décadas. Este aumento sera principalmente a
expensas de los paises en vias de desarrollo. Segun las ultimas cifras publicadas por la IDF, se
estima que el nimero de personas con diabetes entre la poblacion mundial de 20 a 79 afio era
de 387 millones en 2014. Cerca del 77% del nimero total de afectados viven en regiones poco
desarrolladas. Sin una accién concertada para prevenir la diabetes, y siguiendo los patrones
demograficos actuales, en menos de 25 afios se estima que mas de 592 millones de personas
tendran diabetes (ver figura 1). Casi el 50% de todos los adultos con diabetes tienen entre 40 y
59 afios de edad, siendo este grupo de edad el que seguird incluyendo el mayor niimero de
personas con diabetes en los préximos afios. En general, la prevalencia de diabetes es
ligeramente superior en hombres que en mujeres (198 millones de hombres frente a 184

millones de mujeres en 2013).
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Figura 1. Estimacién del nimero de personas con DMT2 por poblacidn (20-79 afios) por region de la IDF, 2014 y
2035. Adaptado de: International Diabetes Federation. IDF Diabetes Atlas, 6th ed. Brussels, Belgium:

International Diabetes Federation, Actualizacién de 2014.
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En Europa, la prevalencia de diabetes en adultos se estima en 52 millones, el 7,9% de la
poblacién adulta. Turquia tiene la mayor prevalencia (14,8%), en cambio, Azerbaiyan tiene una
prevalencia estimada de diabetes de sélo el 2,4%. Después de Turquia, los paises con mayor
prevalencia son Portugal (13,1%), Montenegro, Serbia y Bosnia Herzegovina (12%), Alemania
(11,5%), Macedonia (11,4%), Malta (10,7%) y Espafa (10,6%). Los paises con el mayor niimero
de personas con diabetes estan en su mayor parte en Europa Occidental, como Alemania,

Espafia, Italia, Francia y el Reino Unido.

En Espafia, se han llevado a cabo varios estudios que describen una aproximaciéon de la
prevalencia de DMT2 mediante el uso de encuestas, registros médicos o estimaciones basadas
en consumo de farmacos. Datos disponibles en Espafia con base poblacional sobre prevalencia
de DMT?2 total (conocida/no conocida) y TAG sitdan la prevalencia entre el 5,6% y el 15,9% 17-29,
pudiendo variar en funciéon del tipo de estudio, poblacién y métodos utilizados para su

diagnéstico.

La mayor prevalencia de diabetes se ha observado en Canarias en el estudio Guia 23,
estimandose en un 15,9%. Posteriormente, otro estudio en la misma region, estimé que la
prevalencia es del 13,2% 1°. En el afio 2009, segtn la Encuesta Europea de Salud realizada en
Espafia, las regiones con mayor prevalencia de DMT2 eran Ceuta (9,4%) y Melilla (10,5%),
seguidas de Murcia (8,6%), Extremadura (8,3%), Andalucia (7,2%) y Comunidad Valenciana
(7,3%). La region con menor prevalencia fue las Islas Baleares (3,3%), mostrando una tendencia

creciente en el grupo de poblaciéon de mas de 65 afios (19%) independientemente del sexo 30.

Los datos mas actuales publicados en 2012 son los obtenidos del estudio Di@bet.es 2°. Este es el
primer estudio realizado en Espafia examinando la prevalencia de DMT2, asi como otros
factores de riesgo cardio-metabdlicos en 5.419 personas mayores de 18 afios procedentes de
100 centros de salud distribuidos por toda Espafa. Los resultados obtenidos mostraron una
prevalencia de DMT2 en Espafa del 13,8%, de estos sujetos el 6% no eran conocidos como tal y,

la prevalencia aumentaba con la edad y era mayor en hombres que en mujeres.
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Incidencia de diabetes mellitus tipo 2

Los estudios de incidencia son importantes y muy utiles para el establecimiento de la
etiopatogenia de la DMT2. Estos son necesarios y se deben hacer, a fin de detectar diabetes
asintomatica, mediante pruebas especificas, glucemia y/o PTOG repetidas anualmente o tras un

lapso de tiempo en la poblacién general.

Son escasos los datos sobre tasas de incidencia en estudios Europeos basados en poblaciones.
Estudios realizados sobre poblaciéon adulta Europea han mostrado tasas de incidencia total de
DMT?2 (conocida/no conocida) que varian entre el 3,0 por cada 1.000 personas-afio en el caso de
Suecia, 3132y 19,1 en el sur de Espana basados en la PTOG 33 y, con tasas intermedias por cada
1.000 personas-afilo para otros paises europeos como Islandia (3,7 en hombres y 2,3 en

mujeres) 34, Inglaterra (7,3) 3%, Italia (7,6) 3¢, y Alemania (15,5) 37.

En linea con lo anterior, en el estudio InterAct-EPIC 38, incluyendo datos de ocho paises de
Europa (Dinamarca, Francia, Alemania, Italia, Paises Bajos, Espafia, Suecia y Reino Unido), se
estimé la tasa de incidencia global de DMT2 en 3,7 casos por 1.000 personas-afio, observandose
un aumento en las tasa de incidencia con la edad, siendo mayor en hombres que mujeres, lo que
refuerza lo observado en otros estudios 33373940, Sin embargo, no todos los estudios 3¢ han

descrito un mayor riesgo de DMT2 en varones que en mujeres.

Si comparamos las tasas de incidencia de DMT2 en Europa con los datos de estudios realizados
en territorio espafiol basados en PTOGs, las cifras son similares, pero muy dispares entre
estudios 4142, Datos procedentes de dos estudios prospectivos realizados en poblacién adulta del
norte de Espaiia, el estudio de Lejona (realizado en Vizcaya) 43 y el estudio Asturias (realizado
en el Principado de Asturias) 44, muestran una incidencia de 8,2 y 10,8 casos por 1.000
personas-afio respectivamente, incrementandose la incidencia partir de los 60 afios de edad. En
el estudio Asturiano se observaron diferencias en la incidencia de DMT2 segun el grado de
hiperglucemia que presentaban los sujetos al inicio del seguimiento. La incidencia expresada en

casos por 1.000 personas-afio fue de 5 en individuos con normoglucemia, de 21 en individuos

10
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con TAG, de 34,7 en individuos con una GBA, y de 95,2 en individuos que presentaban una
combinacion de GBA y TAG. Algo similar fue observado en otro estudio realizado en nuestro
entorno inmediato, Reus-Tarragona (Catalufia), el estudio TAG #5. En este estudio se estim6 que
la incidencia media anual de DMT2 fue del 9,2%, un 14,2% para el grupo de sujetos con TAG y
un 5,3% para el grupo de con tolerancia normal de la glucosa. En esta misma regién, un estudio
longitudinal retrospectivo ¢, realizado en un centro de Atencidon Primaria de Sant Adria del
Besos (Barcelona), estim6 una incidencia anual de 3,7 casos por 1.000 personas. Aunque
ligeramente mayor, estas cifras concuerdan con otros estudios realizados en la en la Comunidad
de Madrid 47 y en Malaga (estudio Pizarra) 33, que situan la incidencia anual de DMT2 entre el

9,4 y 19,1 nuevos casos por 1000 habitantes, respectivamente.

En general, y con todos los datos anteriormente reportados se puede afirmar que la DMT2 es un
importante problema de salud publica a nivel global, que ird incrementadndose en los préximos

afios si no se toman las medidas de prevencién y control oportunas.

1.1.4. Fisiopatologia de diabetes mellitus tipo 2

La fisiopatologia de la DMT2 es compleja, pero existe pleno consenso reconociendo que la
alteracion del metabolismo de la glucosa es consecuencia de una combinacion de resistencia a la
accion de la insulina e inadecuada secrecién de insulina como respuesta compensatoria por

parte de las células 3 pancreaticas 4849,

Concepto de resistencia a la insulina y principales funciones de la insulina

La resistencia a la insulina (RI) se define como la incapacidad genética o adquirida de los tejidos

diana de responder normalmente a la accién de la insulina circulante.

11
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La insulina es una hormona anabdlica secretada por las células 8 del pancreas en respuesta a
diversos estimulos, siendo la glucosa el mas relevante, cuya funcién principal es mantener la
homeostasis glucemia y de otros sustratos energéticos a través del equilibrio entre la accién y
secrecion de la insulina. En situacion post-prandial se produce un aumento de los niveles de
glucosa plasmaticos. Como respuesta y para intentar mantener una glucemia constante, el
pancreas responde mediante la secreciéon de insulina, cuyas principales funciones son: a)
estimular la captaciéon y almacenamiento de la glucosa en tejidos como el musculo, tejido
adiposo e higado mediante la estimulacion de la sintesis de glucégeno, y estimula la sintesis
proteica en el musculo e higado; b) inhibir la gluconeogénesis y protedlisis hepatica; y c) inhibir
los procesos de lipdlisis en el tejido adiposo, disminuyendo la circulacién de acidos grasos libres
(AGL), mientras que estimula la lipogénesis, favoreciendo la sintesis de triglicéridos y la

acumulacion de éstos en los adipocitos.

En un estado de RI o sensibilidad a la insulina disminuida, la accién de esta hormona a nivel
celular estd reducida, lo que hace que aumente la secrecion de insulina (hiperinsulinemia) para
compensar el defecto en la accion tisular, a fin de mantener la homeostasis glucemia. Esta RI
mantenida conduce a un fracaso de las células § del pancreas que en combinacién, provocan la
hiperglucemia debido a una disminucidn del transporte de glucosa al interior de la célula en los
tejidos diana y por un aumento de la producciéon hepatica de glucosa. Ademas de otras
alteraciones en la homeostasis de los acidos grasos, de los triglicéridos y de las lipoproteinas,

que van a favorecer la aparicién de DMT?2 48-51 ( ver Figura 2).
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Figura 2. Fisiopatologia de la hiperglucemia y aumento de acidos grasos circulantes en la DMT2. Adaptado de:

Stumvoll M, Goldstein BJ, van Haeften TW. 2005 52

Evaluacion de la resistencia insulinica

La RI puede ser determinada mediante varios métodos diagndsticos: 1) el clamp
hiperinsulinémico-euglucémico, que representa el estandar de oro para medir la sensibilidad
tisular a la insulina y la secrecién de insulina aunque, por su complejidad, no es de utilidad
clinica, 2) los indices de RI basados en mediciones de ayuno, HOMA-IR (Homeostasis Model
Assessmentof Insulin Resistance) y QUICKI (Quantitative Insulin Check Index), que por su
simplicidad y buena correlacién con el método clamp son los mas utilizado para evaluar Rl en la
clinica y, 3) el indice Matsuda-DeFronzo (ISI-Compuesto) calculado a partir de las mediciones de

glucosa e insulina obtenidas en una curva de la PTOG 33.
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Mecanismos moleculares de accion y sefializacién de la insulina

Una vez que la insulina entra en la circulacién sistémica, ésta inicia su accién uniéndose a su
receptor (IR, insulin receptor, en inglés), situado en la superficie de las células. Este pertenece a
la familia de receptores que poseen actividad intrinseca cinasa de tirosina. La unién insulina-IR,
estimula su autofosforilacion, asi como la de varios sustratos de seflalizacién intracelulares,
incluyendo los miembros de la familia de sustratos del IR (IRS) — IRS-1, IRS-2, IRS-3 y IRS-4 —
y las proteinas Cbl, Shc, y Gab1, que actiian como proteinas intracelulares de anclaje para otras
proteinas. Como consecuencia de todos estos eventos, se activa una serie de reacciones de
fosforilacion/desfosforilacion en cascada que desembocan en los importantes efectos

metabdlicos y mitégenos derivados de la insulina 50,54,

Las tres principales via de sefializacién que emanan de la activacidn del IRS son (ver Figura 3)
50,54 : a) La via de la cinasa de fosfoinositol trifosfato (P13-K), donde la PI3-K activada cataliza la
formacién de fosfoinositol-3-fosfatos, el cual se comporta como un segundo mensajero que
puede activar la PDK, y ésta a su vez fosforila y activa a la Akt (existen en tres isoformas: Aktl,
Akt2 Akt13) y la PKC. La fosforilacién de estas proteinas es necesaria para activar la
translocacion de las vesiculas intracelulares que contienen el transportador de glucosa de alta
afinidad GLUT4 hacia la membrana plasmatica, activar la glucogénesis, la lipogénesis y la

sintesis de proteinas.

b) Ademas de la via PI3-K, en tejidos sensibles a la insulina, el transporte de glucosa se estimula
también por otra via secundaria, la via CAP/Cbl/Tc10. Y finalmente, c) la via de sefializacién que
involucra a las cinasas activadas por mitégenos (MAPK, siglas en inglés), esencial en la
regulacién del crecimiento y proliferacién celular, asi como de la expresiéon génica 5054 La
activacion de ésta via es mediada por el complejo Grb2/SOS que activa a Ras (proteina GTP-
Ras). Las principales familias de MAPKs que pueden ser activadas via Ras son tres, cinasa c-Jun

NHz-terminal (JNK), cinasa activada por sefiales extracelulares (ERK) y cinasa p38.
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Para cada uno de los pasos que se activan por la acciéon de la insulina existen complejos y
sensibles mecanismos de control que limita la duracion y las sefiales. Unos de autorregulacion a
través del IR y sus IRS, y otros de desensibilizacion a través de vias alternativas. Las fosfatasas
encargadas de esta funciéon son la proteina fosfatasa de tirosina 1 (PTP1f(), homoélogo de

fosfatasa y tensina (PTEN) y SHIP-2.
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Figura 3. Vias de transduccion de sefiales tras la accién de la insulina. Fuente: Saltiel AR, Kahn CR. 2001 55

Mecanismos responsables del desarrollo de la resistencia a la insulina

Aunque siendo multiples los mecanismos que pueden conducir hacia la RI, estos pueden ser
clasificados fundamentalmente como alteraciones: a) a nivel receptor, en la unién insulina-IR,
y/o0, b) a nivel post-receptor, tras la unién insulina-IR, que involucran desensibilizacion en los
IRS o0 en proteinas que forman parte de la cascada de sefiales intracelulares desencadenadas por

la accion de la insulina.
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Las fosforilaciones en los residuos de serina/treonina a nivel del IR y de sus IRS llevadas a cabo
por cinasas de serina/treonina [como las proteinas mTOR (mammalian Target of Rapamycin),
PKC, IKK (cinasa del inhibidor de NFkB) o JNK], se consideran uno de los mecanismos claves
para el desarrollo de resistencia a la insulina. Estas cinasas, pueden inducir la disociacién de los
IRS del IR, bloquear sitios de fosforilacion en tirosinas en los IRS, separar a éstos del complejo

de proteinas acopladas o su degradacion 5657,

De hecho, se ha descrito una reduccién en la actividad tirosina cinasa del RI y sus IRS en
rabdomiocitos de pacientes obesos con RI o pacientes diabéticos, siendo en algunos casos
consecuencia de un aumento en la cantidad de serinas fosforiladas 585°. Sin embargo, se ha
propuesto que las alteraciones post-receptor son las mas frecuentes en condiciones patoldgicas
tal como la obesidad y/o DMT2, y posiblemente las que estdn mas directamente implicadas en el

desarrollo de la RI €9,

Como inductores de RI se han implicado a un gran ntimero de citocinas pro-inflamatorias como
el TNF-a y la IL-6 entre otras, ademas de los AGL que inhiben la fosforilaciéon de IRS-1; tal como

se ha comentado, dicha inhibicién y la disminucién de la unién IR-IRS1 condicionan la RI 50,61,

1.1.5. Factores de riesgo de diabetes mellitus tipo 2

La DMT2 es una patologia compleja de etiologia multifactorial, en la que factores genéticos y
ambientales interactian jugando un papel importante como favorecedores del desarrollo de la
enfermedad. A continuacién se realiza una breve descripciéon de los distintos factores que

intervienen directamente en la etiopatogénesis de la DMT2.
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1.1.5.1. Factores de riesgo no modificables
a) Factores familiares y/o genéticos

En lo que respecta a los antecedentes familiares de DMT2 y su relaciéon con el riesgo de
desarrollarla, son escasos los estudios que se han centrado en valorar tal efecto. Resultados
provenientes de estudios epidemiolégicos muestran que la existencia de progenitores con
DMT?2 se asocia a mayor riesgo de desarrollar la enfermedad por parte del descendiente. Ha sido
descrito que el riesgo de desarrollar DMT2 es del 40% para aquellos que tienen un padre
afectado (mayor si es la madre en lugar del padre), y del 70% si ambos padres son diabéticos 2.
También se ha descrito, que en gemelos monocigéticos (idénticos genéticamente), la tasa de
concordancia de la enfermedad se acerca al 100%, mucho mas alta que la observada en gemelos
no idénticos (dicigdticos) o entre hermanos ¢3. Ademas, la predisposicion genética en la DMT2 es
confirmada por las observaciones de que existen diferencias en las tasas de prevalencia de la
enfermedad entre diferentes poblaciones y etnias 4, incluso después de la migracién de grupos
étnicos enteros a otro pais. Estos hechos, muestra indicios de que los antecedentes familiares de

DM actian de forma independiente de las influencias ambientales 64-66,

Aunque todavia es poco conocido, el papel de la genética en la DMT2 est4 bien documentado. En
los ultimos afios han sido identificados un gran nimero de variantes genéticas. Sin embargo, la
implicacién de multiples genes que interactian entre si de una manera epistatica en la
patogénesis de la DMT2 puede explicar por qué, a pesar de los enormes esfuerzos realizados
hasta la fecha, los mecanismos funcionales por los que los genes asociados son responsables de

un aumento de la susceptibilidad a la DMT?2 sigue sin esclarecerse 67-6°,

La mayoria de los genes identificados estan involucrados en la masa y/o funcion de las células f3,
sugiriendo que la mayor parte del riesgo asociado con la DMT?2 se refiere a defectos genéticos en
las células B, mientras que la RI es el resultado principalmente del componente ambiental
(incremento de la ingesta caldrica, exceso de peso, y estilos de vida poco saludables que

incluyen el sedentarismo y la dieta, entre otros) 67.68,
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Algunos ejemplos de importantes variantes genéticas implicadas en la secrecidn de la insulina
incluyen: polimorfismos en gen que codifica para CAPN10 y IRS-1 70-72, Tal como, la variante
Gly972Arg de IRS-1 que determina un defecto en la union de la subunidad p85 de la PI3-K,
causando una disminucién en la secreciéon de insulina 73; polimorfismos en el gen ABCC8
(conocido como SUR1) y en el gen KCNJ11 que codifica para una proteina llamada Kir6.2. Los
dos genes estan implicados en la formacion de los canales de K* sensible a ATP, un factor clave
en el proceso de secrecion de la insulina en las célula  8; polimorfismos en el gen de TCF7L2
que codifica al factor transcripcional TCF4, siendo la variante rs7903146 la que mayor efecto

produce sobre el riesgo de DMT274.

Entre las variantes genéticas en genes implicados en la accion de la insulina, polimorfismos en el
gen HMGA1, un regulador clave de la expresion génica del IR, muestran las asociaciones mas
fuertes con el riesgo de DMT2, y su variante mas frecuente, rs146052672 es la que confiere un
mayor riesgo de diabetes 7576, Algunas otras variantes genéticas que predisponen al desarrollo
de RI han sido identificadas en los genes que codifican para GKRP (proteina reguladora de la
glucocinasa), y para IGF-1 77. También se han descrito 3 loci nuevos asociado con mayores
niveles de insulina en ayunas y una reduccién de la sensibilidad a la insulina, en los genes FTO,
KLF14 y PPARg 70. Otros gen implicado en la DMT2 es el GRB14, que codifica para la proteina
adaptadora Grb14 78,

b) Edad y sexo

Tener una edad avanzada confiere un riesgo mayor de desarrollar DMT2. Casi la mitad de todos
los adultos con DMT2 en el mundo tienen entre 40 y 59 afios de edad. Las personas que
actualmente tienen TAG tienen usualmente menos de 50 afios (153 millones de personas en
todo el mundo), y casi un tercio estan en el grupo de poblacién de 20 a 39 afios de edad. Estos, si

no son tratados, corren un alto riesgo de desarrollar DMT2 con el tiempo 4.
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El sexo es un factor cuyo papel en la progresion a DMT2 todavia es controvertido, con
evidencias tanto a favor 434447 como en contra de su posible implicacidn 3346, A nivel mundial, la
prevalencia de diabetes es similar en hombres y mujeres, siendo ésta ligeramente mas alta en
hombres sobre todo en edades mas avanzadas (198 millones de hombres frente a 184 millones
de mujeres) 4. Sin embargo, existen pruebas de que en algunos paises la tasa de prevalencia y la
de incidencia de DMT2 esta aumentando en nifios, adolescentes y jovenes adultos con

sobrepeso, siendo considerablemente estas cifras superiores en mujeres que en varones 7°.

c) Diabetes gestacional

La diabetes gestacional se desarrolla en un 6 a 8% de los embarazos y algunos estudios
describen que las mujeres con antecedentes de diabetes gestacional presentan un mayor riesgo
de desarrollar DMT2 con el tiempo. De acuerdo a lo observado por Lee y colaboradores 8, en
5470 gestantes con diabetes gestacional y 783 controles, después de 15 afios de seguimiento, el
riesgo de desarrollar DMT2 fue 9.6 veces mayor en gestantes que habian padecido diabetes

gestacional respecto a las gestantes que no cursaron con esta enfermedad durante el embarazo.

1.1.5.2. Factores de riesgo modificables
a) Estilos de vida

Existe evidencia suficiente demostrando que la DMT2 se puede prevenir con cambios de estilo
de vida. Una modificacion del estilo de vida promoviendo la pérdida de peso a través de dietas
hipocaléricas, junto con el aumento de la actividad fisica, se ha visto que puede reducir el riego
relativo de diabetes hasta un 50% 8182, valores que van incluso mas alld de los obtenidos

mediante tratamiento farmacolégico 83.
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Dieta

Existen numerosas evidencias cientificas basadas en estudios prospectivos de grandes cohortes
que justifican la recomendacién de seguir una dieta saludable para la prevencién y control de la

DMT?2 8485,

Uno de los principales patrones saludables conocido por sus efectos beneficiosos sobre la salud
es el que se conoce como "dieta Mediterranea". Este patrén de dieta se caracterizada por una
ingesta elevada de frutas, verduras, legumbres, cereales integrales, frutos secos y aceite de oliva
virgen extra; un consumo moderado de pescado y alcohol, y una ingesta baja de carnes, dulces y
alimentos procesados 8687. De hecho, varios estudios prospectivos han demostrado una
asociacion inversa entre el grado de adherencia a un patrén alimentario tipo Mediterraneo y la
incidencia de DMT2 88-94, Estos estudios aportan suficientes evidencias cientificas para asegurar

que una dieta como la dieta Mediterranea previene la apariciéon de DMT2.

El maximo grado de evidencia disponible a este respecto procede del ensayo de campo
PREDIMED 949, el ensayo de campo mas grande realizado en Espafia con personas de alto
riesgo cardiovascular. Tras una intervencion de mas de 4 afios de seguimiento, los participantes
aleatorizados a los grupos de intervencidn con dieta Mediterrdnea enriquecida con aceite de
oliva virgen (1L/semana) o con frutos secos (30 g/dia), presentaron una reduccién significativa
del riego de incidencia de DMT2 del 40% y una reduccién del riesgo no significativa de 18%
respectivamente, en comparacién con los participantes que seguian recomendaciones para
seguir una dieta baja en grasa. Estos cambios se observaron en ausencia de variaciones en el
peso corporal y sin cambios significativos en la actividad fisica 8. Estos mismos hallazgos se
observaron en un subestudio del ensayo PREDIMED publicado anteriormente en la cohorte de
Reus-Tarragona, donde ambas dietas Mediterraneas reducian en un 48% el riesgo de incidencia

de DMT2 determinado anualmente mediante PTOGs 8°.

En linea con lo anterior, en un subestudio publicado en la cohorte de PREDIMED, tras 3 meses

de intervencion, se observo una mejora de los niveles plasmaticos de glucosa en ayunas, una
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menor Rl y una reduccién en los marcadores de inflamacion circulantes en los dos grupos de
intervencion aleatorizados a seguir la dieta Mediterranea en comparacion al grupo control % lo

que podria explicar esta proteccion en cuanto a padecer diabetes a largo plazo.

Ademas del patréon de dieta Mediterranea, numerosos estudios han observado que el patréon de
dieta tipo DASH (Dietary Approaches to Stop Hypertension), el cual se aconseja para tratar la
hipertension y las dietas veganas carentes de productos de origen animal se han asociado con

una reduccion en la incidencia de DMT?2 97-102,

Por el contrario, la adherencia a un patrén dietético "Occidentalizado” (caracterizado por
ingesta elevada de carne roja, carnes procesadas, patatas fritas, productos lacteos de alto
contenido en grasas, dulces y postres) se ha asociado con un mayor riesgo de padecer con el
tiempo DMT2, asi como con un peor control de la glucemia 193104, Por ejemplo, en un estudio
prospectivo realizado por Van Dam y colaboradores 195, tras 12 afios de seguimiento se observd
que aquellos que consumian un patrén dietético "Occidentalizado” presentaban un 59% mayor
riesgo de desarrollar DMT2. Este riesgo era incluso superior en los sujetos que al inicio

presentaban obesidad 105.

Actividad Fisica

El nivel de actividad fisica se ha reducido en las Ultimas décadas, siendo el sedentarismo un
importante factor de riesgo de hiperglucemia, hipertension, dislipemia y enfermedad
cardiovascular, tanto en individuos sanos como en aquellos que presentan una DMT2 106-109, Sin
embargo, a pesar de los conocidos beneficios que tiene para la salud la actividad fisica, las

personas con DMT2 suelen ser mas sedentarios y realizar menos actividad fisica 109110,

La mayoria de los beneficios de la practica de actividad fisica tanto para el control de la DMT2,
como para su prevencion pueden explicarse a través del control agudo y crénico de la accién de

la insulina 111-113, Varios estudios han demostrado de forma consistente que la progresién de
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prediabetes a DMT2 se reduce con la pérdida de peso y el aumento en la actividad fisica 114,
mientras que en sujetos con DMT2, las intervenciones promoviendo la actividad fisica favorece
no tan solo el control metabdlico de la enfermedad, sino también el riesgo a largo plazo de las

complicaciones relacionadas con ésta 115-117,

En el estudio de InterAct (incluyendo datos de 26 centros de ocho paises: Dinamarca, Francia,
Alemania, Italia, Espafa, Suecia, Reino Unido, los Paises Bajos), una diferencia en el nivel de
actividad fisica (por ejemplo, entre inactividad y actividad moderada) se asocié con una
reduccién del 13% y 7% en el riesgo de incidencia DMT2 en hombres y mujeres,

respectivamente 118,

Por otro lado, no solo es importante la practica de actividad fisica si no también la intensidad y
la frecuencia con la que se practica. Existen evidencias que demuestran que los individuos que
practican regularmente actividades fisicas de intensidad moderada tienen un 30% menos riesgo
de desarrollar DMT2 en comparacién con los individuos sedentarios 119 Ademads, la misma
disminucidén en el riesgo de DMT2 se ha visto en personas que practican caminatas regulares
con una frecuencia 22,5 h/semana a paso ligero, en comparacion con los personas que casi ni

caminan 119,

Hdbito tabdquico

El habito tabaquico activo es un factor de riesgo altamente documentado DMT2 120, Varios
estudios prospectivos de cohortes también han observado una mayor incidencia de DMT2 entre
los individuos fumadores pasivos 121, que seglin un estudio publicado en el 2011, son un 40% de

los nifios, un 33% de los varones, y un 35% de las mujeres en todo el mundo 122,
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b) Sobrepeso u obesidad

El sobrepeso y la obesidad constituyen un serio problema de salud publica a nivel mundial. El
principal condicionante son los cambios en los estilos de vida, los cuales han ido acompafiados
de una ganancia de peso como consecuencia de un disbalance energético - con un mayor ingesta
de calorias procedente principalmente de los alimentos con altos contenidos en azuicares y

grasas saturadas - y una reduccidn de la practica de actividad fisica.

La OMS define la obesidad como la acumulaciéon anormal o excesiva de grasa corporal total que
puede ser perjudicial para la salud; definiendo como sobrepeso aquellos individuos que
presentan un IMC (indice de Masa Corporal) igual o superior a 25 kg/m?y obesidad a aquellos

con IMC igual o superior a 30 kg/m2 123,

El exceso de peso corporal es uno de los factores de riesgos modificables mas importantes para
la DMT?2. Las tasas de prevalencia e incidencia de DMT2 estadn aumentando exponencialmente
en forma paralela al incremento del sobrepeso y obesidad a nivel mundial 124, A pesar que no
todos los individuos diabéticos son obesos y que muchos sujetos obesos no tienen diabetes,
existen varios estudios que confirman que en general la mayoria de los sujetos con DMT2 tienen
sobrepeso. Asimismo, las personas obesas tienen un mayor riesgo de desarrollar DMT2 con el
tiempo 125. Por ejemplo, en el estudio NHANES (The National Health and Nutrition Examination
Survey) 1999-2004, realizado en EE.UU. en poblacioén a partir de 19 afios de edad, se observé
que el riesgo en la prevalencia de diabetes incrementaba linealmente con el IMC. El rango en el
riesgo fue de 2,4% para individuos con peso normal (IMC, 18,5-24,9 kg/m?) hasta 14,2% para
individuos con obesidad clase III (IMC = 40,0 kg/m?) 126, Mas recientemente, en un meta-analisis
de estudios de cohortes prospectivos procedentes de EE.UU. y Europa, se observ6 que tanto el
sobrepeso como la obesidad se asociaban a un incremento en el riesgo de diabetes. Los hombres
obesos tenfan 7 veces mas riesgo de desarrollar DMT2, mientras que las mujeres con obesidad
presentaban un riesgo de diabetes 12 veces mayor en comparacién con los individuos situados

en el rango de peso saludable 127,
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Mas que la que la cantidad grasa corporal total, la distribucién de la grasa y sobre todo a nivel
abdominal, se ha visto que es mas importante en la evaluacion de riesgo de la enfermedad 128. De
hecho, varios estudios prospectivos indican que el perimetro de la cintura o el ratio
cintura/cadera podrian ser mejores indicadores de riesgo de DMT2 que el propio IMC 127.129-133,
Sin embargo, en una revision sistematica y meta-analisis de 17 estudios prospectivos (de entre 3
y 15 anos de seguimiento) y 35 estudios transversales realizado sobre adultos de 18 a 74 afios
de edad, tanto el IMC como el perimetro de la cintura fueron predictores y se asociaron de forma

independiente con la DMT2 134,

Cercano a nuestra region, en la cohorte espafiola del estudio EPIC (European Prospective
Investigation into Cancer and Nutrition) realizado sobre 37.733 participantes durante 12 afios
de seguimiento se analiz6 el riesgo de incidencia de DMT2 segin distintas medidas
antropométricas. En éste estudio se observo que tanto la obesidad general como obesidad
abdominal se asociaban de forma independiente con el riesgo de desarrollar DMT2; el mejor
indicador de riesgo fue el IMC en hombres, y los indicadores de obesidad abdominal como el
perimetro de la cintura, e indices cintura-cadera y cintura-altura en mujeres 135. Asimismo, en
un subestudio realizado por nuestro grupo en una poblacién de elevado riesgo cardiovascular
del estudio PREDIMED, se encontré que el indice cintura-altura y perimetro de la cintura fueron

mejores predictores del riesgo de prevalencia de DMT2 que el IMC o el peso corporal 136,

A todo lo anterior, se le suman los resultados de estudios prospectivos que han valorado a largo
plazo la relacion entre los cambios de peso y la incidencia de diabetes 137-143, Por ejemplo, en la
cohorte NHEFS (The National Health and Nutrition Examination Survey I Epidemiologic Follow-
up Study) valorando 1.929 adultos no diabéticos con sobrepeso se observé que por cada
kilogramo de peso ganado al afio (durante un promedio de 10 afios) aumenté en un 49% el
riesgo de desarrollar DMT2 en los siguientes 10 afios en comparacién con los individuos que
mantenian un peso estable. A la inversa, por cada kg/afio de peso perdido se asocié con un 33%
menos riesgo de DMT2 137, Este hallazgo se replicé en la cohorte de los profesionales Sanitarios
(Health Professionals Follow-up Study) 139 con 22.171 sujetos. En éste estudio se observéd que

por cada kg de peso ganado entre los afios 1986 y 1996, el riesgo en la incidencia de DMT?2
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aumentaba en un 7,3% en los siguientes 4 afios. Asimismo, un aumento de la grasa abdominal se
asociaba positivamente con el riesgo de DMT2 independientemente de los cambios ocurridos en

el peso durante el seguimiento 139,

Por lo tanto, y dado el efecto que tiene el exceso de peso sobre el desarrollo de la DMT2, todas
las estrategias enfocadas a la pérdida peso y basadas principalmente en cambios en los estilos
de vida contribuyen directamente en reducir el riesgo de DMT2, y ademas, controlar la diabetes

una vez establecida 83114.144-146,

1.1.6. Obesidad, inflamacién y resistencia a la insulina

La obesidad, y principalmente la obesidad de predominio abdominal, ha sido asociada a un
estado de inflamacién crdénica de bajo grado caracterizado por la produccién anormal de
citocinas pro- y anti-inflamatorias, con un aumento de las primeras y una disminucién de las
segundas, secretadas por los adipocitos hipertrofiados. Asimismo, la obesidad induce la
acumulaciéon de macroéfagos en tejido adiposo que contribuyen a la producciéon de muchas de las
moléculas inflamatorias secretadas por éste. Dichas moléculas activan, regulan o son
mediadores de vias de sefializacién pro-inflamatorias 147-154 implicadas en el desarrollo de
aterosclerosis y Rl inducida por la obesidad 147, la cual favorece el desarrollo de SM y de la

DMT?2 155-158,

Entre la variedad de moléculas segregadas por el tejido adiposo, se ha observado que los
individuos obesos poseen concentraciones séricas incrementadas de citocinas de accién pro-
inflamatorias como TNF-q, IL-6, IL-1, IL-8, leptina, visfatina, resistina, PAI-1 (inhibidor del
activador del plasmindgeno), RBP4 (proteina transportadora de retinol tipo 4) y MCP-1
(proteina quimio atrayente de monocitos-1). Todas estas citocinas pro-inflamatorias se
encuentran involucradas en el desarrollo de la R], ya sea directamente por que afectan a la via
de sefalizacién de la insulina o indirectamente a través estimulacion de las vias inflamatorias.

Por el contrario, el tejido adiposo de sujetos delgados segrega moduladores inflamatorios como
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la adiponectina, vaspina e IL-10, con funcién insulino-sensibilizadora, mejorando la accién de la

insulina 156.159-161,

Un claro ejemplo y muy bien estudiado de citocina pro-inflamatoria, es el TNF-a, que fue la
primera molécula que relacion6 obesidad, inflamacién y RI. El TNF-a es una de las principales
citocinas pro-inflamatoria implicada en la respuesta inflamatoria en el adipocito y el musculo
esquelético. En humanos, los niveles circulantes de TNF-a estidn elevados en sujetos obesos y
sujetos con resistencia a la insulina, y éstos se asocian positivamente con el IMC. Asimismo, se
ha encontrado un incremento en los niveles plasmaticos de TNF-a asociado paralelamente con
el incremento del nimero de componentes del SM 162, Por el contario, se han observado unas
reducciones en los niveles circulantes y en de expresién del RNAm del TNF-a en tejido adiposo

de sujetos obesos tras la pérdida de peso corporal 163164,

Ademas, se ha descrito que en células de tejido adiposo in vitro, la exposiciéon durante 24 horas a
TNF-a produce una disminucién en la expresion de genes que codifican para los
transportadores de glucosa GLUT4 y de varias proteinas de sefalizacion de la insulina,
incluyendo el IR, el IRS-1, y la AKT 165, También se ha observado que un incremento de la
expresion de RNAm de TNF-a en tejido adiposo de sujetos obesos se correlaciona positivamente
con la RI 16, El TNF-a disminuye la sefializacién intracelular del IR en adipocitos y en células de
musculo esquelético humano. Debido a su capacidad para fosforilar la serina del SRI-1 mediante
un mecanismo dependiente de JNK1/2, disminuyendo asi la actividad tirosina cinasa del
receptor de insulina y por tanto disminuyendo la amplificacién intracelular de la sefal de éste,
generando un estado de resistencia a la insulina 163167, Por lo tanto, estos hallazgos junto con
otros muchos, sugieren que el TNF-a es una molécula que juega un papel importante en la

regulacidn de la acciéon de la insulina y la homeostasis de la glucosa en la obesidad 1¢¢.

Junto con el TNF-a, otra de las citocinas inflamatorias mejor estudiadas en relacién con la
obesidad y la resistencia a la insulina, es la IL-6. Respecto al metabolismo de la glucosa, se ha
publicado que la expresiéon de RNAm de IL-6 en tejido adiposo estd incrementada en estados de

obesidad y resistencia a la insulina 168, Asimismo, los niveles séricos de IL-6 se han encontrado
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elevados en sujetos obesos 161169 y éstos se han asociado inversamente con medidas de
sensibilidad a la insulina en individuos aparentemente sanos 17°. De hecho, algunos autores

proponen que niveles séricos elevados de IL-6 pueden predecir el desarrollo de DMT2 171,

Los mecanismos moleculares mediante los que la [L-6 causa resistencia o sensibilidad a insulina
no se conocen con exactitud. Sin embargo se ha propuesto, que de manera similar a la accién del
TNF-qa, la IL-6 disminuye la activacién del IRS-1 y de la PI3-K, condiciéon que contribuye a la

resistencia a la insulina en musculo.

Por otra parte, la IL-6 es un potente inductor de proteinas hepaticas de respuesta de fase aguda,
como son la proteina C reactiva (PCR), el fibrin6geno, la haptoglobina y la proteina sérica del

amiloide A, con las implicaciones que todas ellas tienen en los procesos inflamatorios 172173,

Finalmente, otra importante molécula secretada por el tejido adiposo, en este caso, con acciones
anti-inflamatorias que sugieren un papel protector en el desarrollo de RI es la adiponectina 174
La deficiencia de adiponectina o la de sus receptores en modelos animales, da lugar a un estado
de RI; y, reciprocamente, la administracién de adiponectina o la sobreexpresiéon de los

receptores de adiponectina mejoran la accién de la insulina y la diabetes 173.

Varios estudios han demostrado que tanto en humanos como en modelos animales la expresion
de adiponectina se encuentra disminuida en todos los procesos relacionados con estados de
inflamacion y RI, como en la obesidad y la DMT?2, asi como en la enfermedad cardiovascular 174-
176, En un estudio realizado por Hotta y colaboradores., 176 encontraron que los niveles de
adiponectina fueron mas bajos en pacientes con DMT2 que en los pacientes no diabéticos, y que
éstos fueron especialmente mas bajos en sujetos con enfermedad coronaria. En este estudio, las
concentraciones de adiponectina se correlacionaron negativamente con la glucosa plasmatica,
los niveles de insulina y triglicéridos e IMC, pero positivamente con los niveles séricos de HDL-
colesterol 176, Asimismo, varios estudios prospectivos han sugerido que niveles séricos elevados

de adiponectina juegan un papel protector en el desarrollo de DMT2 177-179,
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La accién “antidiabética” y de mejora de la sensibilidad a la insulina de la adiponectina se
explica, en parte, por sus efectos sobre el metabolismo hepatico y muscular. La adiponectina
inhibe la gluconeogénesis hepatica, y aumenta la captacién y utilizacién de la glucosa por el
musculo esquelético. Ademas, ésta favorece la reduccion del contenido en triglicéridos en
higado y musculo, ya que estimula la oxidacién de acidos grasos y suprime la lipogénesis,
procesos relacionados con la patogénesis de la RI. Todos estos efectos de la adiponectina en
células hepaticas y musculares estan mediados por mecanismo que involucra la activacion de las

MAPKy del PPARa 173180,

Por otro lado, esta el papel protector de la adiponectina frente a la inflamacién, que parece
deberse a sus efectos inhibitorios sobre la secrecién y sefializaciéon del TNF-a, y mediante la
inhibicién indirecta de otras moléculas pro-inflamtorias como IL-6 y la PCR asi como moléculas
de adhesién endotelial como ICAM-1 (molécula de adhesidn intercelular-1) y VCAM-1(molécula

de citoadhesion vascular-1), ya que la produccién de todas ellas esta inducida por TNF-a 174,

Esto pone de manifiesto que el tejido adiposo no actia solo como un simple reservorio de
energia, sino también como un tejido muy activo que secreta importantes moléculas, que
ejercen sus funciones biolégicas de manera autocrina, paracrina, o sistémica, e influyen en
varios procesos fisiolégicos relacionados con el metabolismo energético, el metabolismo de la

glucosa, y la inmunidad imnata 160,181,

1.1.7. Biomarcadores del estado inflamatorio y diabetes mellitus tipo 2

Existen numerosos estudios sugiriendo que individuos con nuevo diagndstico de DMT2 ya
presentaban evidencia de una inflamacién sistémica en el momento del diagnéstico, y que la
enfermedad (o la hipertrigliceridemia 182) ha estado presente ya, desde hace afios hasta
desarrollar la condicién que predispone a la enfermedad (por ejemplo, el sobrepeso; ver figura
5) 677.171,183-185 Estos hallazgos junto a que es sabido que mas de un tercio de las personas con

DMT?2 no estan diagnosticadas, indican la necesidad de establecer predictores mas sensibles y
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especificos de riesgo temprano. En este sentido, datos recientes de estudios transversales y
prospectivos, han demostrado que las concentraciones circulantes de IL-6 y PCR, estan
asociadas con la DMT2 186, sugiriéndose como posibles biomarcadores candidatos para la

deteccion temprana del riesgo de DMT2.

T AGL TPCR TTG
TResistina TFibrinégeno Hipertension
T TNF-a 1IL-6 T Col-LDL
lAdiponectina TIL-18 1 Col-HDL
ITG
PREVENCION

. Sindrome
Sobrepeso mp| Obesidad P Metabélico P
|
Resistenciaalains

v

Enfermedad cardiovascular

Figura 4. Relacién entre marcadores inflamatorios y factores especificos de la enfermedad como una etapa

patolégica continua, pasando desde el sobrepeso ala DMT2 y a la ECV. Adaptado de: Badawi A, y col., 2010 185

Ademas, son varias las evidencias de estudios prospectivos que también han demostrado de
forma convincente una asociacion entre las concentraciones circulantes de diversos marcadores
de inflamacién secretados por el tejido adiposo como PAI-1, 171, IL-6, IL8, angiotensinégeno
(AGT), factor de crecimiento TGF-beta 1 (TGF-B1), y la adiponectina 177.179.187  |eptina 188189 y |a
resistina entre otros, con indicadores de aumento de grasa corporal, resistencia a la insulina,

enfermedad cardiovascular y la prediccién del riesgo de DMT2 6190191,
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Por otro lado, también cabe destacar, que junto con moléculas derivadas del tejido adiposo,
otros marcadores procedentes de diferentes indoles en este contexto de obesidad e inflamacion,
también estdn adquiriendo gran interés, ya que han sido relacionados con procesos
inflamatorios asociados al desarrollo de RI, factores de riesgo cardiovascular e incidencia de
DMT2 6192, Estos incluyen a) moléculas de adhesién endotelial: ICAM-1, VCAM-1, MCP-1
(proteina quimioatrayente de monocitos-1) 193, selectina-E 194, fibrindgeno, PAI-1 195 y, RBP4 19;
b) proteinas de origen hepatico: PCR 171, ALT (alanina aminotransferasa), GGT (gamma glutamil
transferasa) 197.19; y, c) proteinas implicadas en el metabolismo del hierro como la ferritina y el

receptor de transferrina 199-202,

La mayoria de los estudios han investigado los biomarcadores de forma individual o en
combinacién con algunos otros biomarcadores de interés. Sin embargo, la evidencia hasta el
momento es limitada sobre si la determinacién de multiples biomarcadores circulantes en
sangre relacionados con las diferentes vias asociadas con el desarrollo de la DMT2 (por ejemplo,
inflamacion, disfuncién endotelial), afiaden un valor en la prediccién de la DMT2 por encima de

los predictores derivadas de los modelos de riesgo tradicionales sin incluir los biomarcadores.

Ademas, todavia queda por dilucidar el papel de muchos de ellos en la patogénesis de la Rl, asi
como los factores implicados en su regulaciéon. Ya que en algunos casos se postula que estos

marcadores pueden ser causa y en otros casos consecuencia de los procesos implicados.

Por lo tanto, son necesarias mas investigaciones para determinar un perfil de nuevos posibles
biomarcadores candidatos que cubran diversos aspectos de la compleja fisiopatologia de los
procesos vinculados a la DMT2 y poder asi determinar su aplicabilidad en la practica clinica en

la deteccién temprana del riesgo de DMT?2.

A continuacion se discuten tres nuevas proteinas relacionadas con el metabolismo de la glucosa
y que actualmente estan adquiriendo gran interés: el TWEAK, el receptor scavenger CD163 y la

osteocalcina.
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1.1.8. Tumor necrosis factor-like weak inducer of apoptosis (TWEAK)

El TWEAK, del inglés “Tumor necrosis factor-like weak inducer of apoptosis” es una citocina que
pertenece a la superfamilia TNF, que activa al receptor Fn14 (Fibroblast growth factor-inducible
14). En humanos, el TWEAK es inicialmente sintetizado como una glicoproteina transmembrana
de tipo II con 249 aminoacidos (aa), formada por un dominio C-terminal extracelular de 206 aa,
que media la autotrimerizacién y la unién al receptor, un sitio de N-glicosilacién, un dominio
transmembrana de 25 aa, y un dominio N-terminal intracelular de 18 aa expuesto a la

fosforilacién por la PKC 203,204,

Existen dos isoformas de TWEAK, una forma anclada a la membrana (mTWEAK) y otra forma
soluble biélogicamente activa (sSTWEAK) formada tras el procesamiento proteolitico por la
endoproteasa furina 204, dando como resultado una secuencia de 156 aa formada basicamente
por la region C-terminal, responsable de la trimerizacién del ligando y la unién al receptor. Las
células pueden co-expresar ambas isoformas del TWEAK, el de membrana y el soluble, pero el

mecanismo exacto que regula las concentraciones de ambos todavia se desconoce.

Ambas isoformas presentan homologia en el dominio C-terminal, son biol6gicamente activas y
pueden unirse al Uinico receptor funcionalmente conocido, el Fn14, y activar diversas cascadas
de senalizacién asociadas a él 204205 Entre las rutas de sefializacién que puede ser activadas por
el sSTWEAK se incluyen a la ruta canénica y no-canénica del NF-kB y las rutas de las MAPKs,
especialmente, ERK, p38 y JNK 206207 Por ejemplo, la activacién de las rutas de NF-«kB por el
sTWEAK, promueven multiples funciones biolégicas y a menudo aparentemente opuestas, como
puede ser la regulacion de proliferacion, diferenciacién, angiogénesis, migracion, supervivencia

y, la apoptosis celular, asf como la induccién de citocina pro-inflamatoria 208209 (ver figura 5).

Actualmente, todavia queda por dilucidar el mecanismo mediante el cual la union TWEAK-Fn14
puede producir efectos tan diferentes. Se ha propuesto que la accidn especifica del TWEAK en la
activacion diferencial de diversas rutas de sefializacion intracelular depende del contexto

celular y tipo de tejido, asi como de circunstancias fisiol6gicas o patolégicas concretas.
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Figura 5. Efectos biolégicos inducidos por el sistema TWEAK/Fnl4 a través de las vias de sefializacion

intracelulares de NF-kB y MAPK. Adaptado de: Burkly LC. 2011 210

Expresion de TWEAK

El TWEAK es una citocina que se expresa de manera abundante en numerosos tejidos y tipos
celulares, sobre todo en células relacionadas con el sistema inmunitario, incluyendo macréfagos,

leucocitos entre otras y en varias lineas celulares de origen tumoral y células endoteliales

203,204,211-213,

Han sido descritas diversas situaciones en las que se ha visto una sobre-expresion de TWEAK.
Esto ocurre por ejemplo, cuando se tratan monocitos primarios humanos con IFN-y o acetato de
forbol miristato 214 o las células monociticas THP-1 con lipopolisacarido (un potente inductor de
la inflamacién) 215. Ademas, una sobre-expresion de éste, también se ha detectado localmente en

varios tejidos inflamados en modelos animales experimentales y en tejidos humanos afectados
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por enfermedades, incluyendo esclerosis multiple 216, artritis reumatoide 217, lupus eritematoso

sistémico 210,218 y aterosclerosis 219-222

Receptor de TWEAK, Fn14

El TWEAK es una citocina multifuncional que ejerce todas sus funciones uniéndose a su
receptor. A pesar de que recientemente se ha demostrado que el receptor scanveger CD163
puede actuar como receptor para TWEAK en situaciones patoldgicas 223, su Unico receptor

funcionalmente conocido es el pertenece a la superfamilia de los TNFR, el Fn14 211,

Al igual que el TWEAK, el Fn14 también se expresa en una gran variedad de tejidos y tipos de
celulares 203211221224 y sy expresion esta inducida por factores de crecimiento. La expresion del
RNAm del Fn14, normalmente se encuentra reducida en los tejidos sanos. Sin embargo, se ha
visto una sobre-expresion de este en diferentes condiciones experimentales de estrés oxidativo
y/o ambiente inflamatorio 219, asi como en tejidos lesionados o afectados por diferentes
enfermedades tanto en modelos animales como humanos 215-217.219,222,225226_ Por tanto podemos
especular que la activacién de la via de TWEAK/Fn14 es altamente controlada por la expresion

inducida del receptor del TWEAK.

1.1.8.1. TWEAK y resistencia a la insulina en la obesidad

La obesidad, como ya se ha comentado, estd asociada a una inflamacién crénica de bajo grado

implicada en el desarrollo de aterosclerosis, resistencia a la insulina y la DMT2 147,

Recientemente se le ha dado especial interés al TWEAK, debido a su posible papel regulador del
equilibrio entre la respuesta pro-inflamatoria/anti-inflamatoria, la cual tiene lugar en un estado

de Rl asociado a la obesidad y complicaciones asociadas.
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En un contexto de obesidad, el TWEAK y el TNF-a coexisten en el tejido adiposo y aunque, en
principio, ambas citocinas tendrian potencial inflamatorio 227, el TNF-a parece ser una citocina
pro-inflamatoria con un efecto mas potente que el TWEAK 205, De hecho, en células de tejido
adiposo se ha descrito que el STWEAK inhibe los efectos pro-inflamatorios del TNF-a por
inhibicion de la secrecion de citocinas pro-inflamatorias inducidas por éste como son la IL-6 y la
IL-8 228, Estudios in vitro han mostrado que el STWEAK induce la RI en células hepaticas 297. No
obstante, recientemente, en tejido adiposo de humanos se ha visto que el STWEAK inhibe la RI
inducida por TNF-a a través de un mecanismo dependiente de PP2A, del inglés “Protein

Phosphatase 2A” 229,

Consistente con estos hallazgos, y al contrario de lo que ocurria con el TNF-q, se ha descrito que
los niveles circulantes de sTWEAK estan reducidos en pacientes con obesidad severa en
comparacién al grupo control. Asimismo, cuando estos pacientes fueron sometidos a una cirugia
bariatrica, los niveles de sTWEAK incrementaron tras la pérdida de peso corporal 228. En
pacientes con DMT1, los niveles del sSTWEAK se han relacionado inversamente con la presion
arterial sistélica e indices de obesidad central 239, asi como con parametros clinicos relacionados
con homeostasis de la glucosa tal como los niveles de la GPA, HbAlc y con la RI (evaluada por el
indice HOMA-IR) en pacientes con DMT2 y con enfermedad renal crénica 231. A su vez, las
concentraciones circulantes de sTWEAK también se encuentra reducidas en individuos
hipertensos 232, pacientes con DMT1 230, en mujeres con diabetes gestacional 233, asi como en

otras condiciones patolégicas de riesgo cardiovascular 234-239,

Hasta la fecha, no se conocen ni el significado ni el mecanismo mediante el cual los niveles de
sTWEAK estan reducidos en las patologias asociadas con un perfil pro-aterosclerético. De igual
manera que, aunque al STWEAK se le ha relacionado con el metabolismo de la glucosa, no
existen estudios implicando al STWEAK como un posible potencial marcador temprano del
desarrollo de DMT2, asi que en base a todo lo mencionado anteriormente seria interesante

estudiar esta relacion.
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1.1.9. Receptor scavenger CD163

El CD163 es una glicoproteina transmembrana que pertenece a la familia de receptores con
dominios scavenger ricos en cisteinas (SRCR, del inglés scavenger receptor cysteine-rich), y
consta de 9 dominios SRCR extracelulares seguidos de una secuencia de 23 aa que constituyen la

regién transmembrana, y por una cola intracitopldsmica de 49 aa 240.241,

El CD163 es un receptor asociado a un fenotipo fagocitico, cuya funcién mejor caracterizada es
mediar la endocitosis de complejos hemoglobina:haptoglobina (Hp-Hb), protegiendo asi a los

tejidos del dafio oxidativo y la inflamacién.

Estudios recientes han revelado que CD163 puede actuar como receptor "sefiuelo” para TWEAK
en situaciones patolégicaso servir como un receptor alternativo en células que carecen de Fn14
223 La interaccion de CD163 con TWEAK conduce a la neutralizacién de ambas moléculas, y
aunque aun se desconoce, se ha sugerido dicha interaccién como un posible mecanismo

regulador de procesos inflamatorios.

Ademas del CD163 de membrana, una forma soluble de CD163 (sCD163) esta presente en suero
y otros fluidos tisulares, tras la accién catalitica mediada por la metaloproteinasa ADAM17 (en
inglés, a disintegrin and metalloproteinase) 240 anclada en la superficie a la membrana
plasmatica, la cual puede ser inducida por la activacion de los receptores TLR (toll-like
receptors) por LPS o PMA (forbol 12-miristato 13-acetato), FcyR (receptores Fc-gamma) y el

estrés oxidativo 241,242,

Cabe destacar, que ADAM17 media también la liberacién de la forma activa del TNF-a mediante
estimulos pro-inflamatorios a través de la via del TLR, de ahi que ADAM17 también se conoce

como ADAM17/TACE (enzima convertidora de TNF-a) 243 (ver Figura 6).

Tanto en estudios in vitro como en in vivo, se ha mostrado que la liberacién del CD163 de la
membrana plasmatica, responde paralelamente con la liberacién del TNF-a a estimulos pro-

inflamatorios mediados por LPS. Dichos estimulos producen un fuerte aumento de los niveles
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circulantes de ambas moléculas. Sin embargo, la vida media del receptor sCD163 en la
circulaciéon es mucho mas larga en comparacién con la de TNF-a. Permaneciendo los niveles de

sCD163 elevados durante 1-2 dias.

Es probable que el aumento de los niveles circulantes del sCD163 detectados en condiciones
inflamatorias sean el resultado de la liberacién concomitante de CD163 y TNF-a de los
macroéfagos por ADAM17/TACE. De ahi que, varios autores han sugerido que el receptor sCD163
pueda ser utilizado como un marcador de larga duracién en circulacién y facil de medir, en

sustitucion a los niveles circulantes del TNF-a 241,

sCD163
Inflammation el
(long half-life)
Immune- LPS /
complexes
TNFo
sheddin proinflammation
TNF 0( > \ 9 (short half-life)
Oxidative stress
Thrombin
(PMA) A

Pro-TNFa

Figura 6. Liberacion de CD163 y TNF-a en macréfagos por accion de ADAM17/TACE inducida por activacién de

TLR en inflamacién. Fuente: Mgller HJ. 2012 241

Expresion del receptor scavenger CD163

El CD163 se expresa casi exclusivamente en la superficie de los monocitos (donde su expresion

es baja) y altamente en los macroéfagos 244245, En estudio in vitro, se ha observado un aumento en
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la expresion de RNAm de CD163 por accion de los glucocorticoides, la IL-6 y la citocina anti-
inflamatoria IL-10. Por el contrario, mediadores pro-inflamatorios como LPS, IFN-y (interferén-
gamma) y TNF-a suprimen su expresion 244, Esta respuesta diferencial a los mediadores pro-y
anti-inflamatorios sugiere que el CD163 es mas altamente expresado por el fenotipo de
macrofagos M2 o “activados alternativamente”. Aunque el papel que juega el CD163 estd por
dilucidar, este patron de expresion en células M2 implica un papel funcional de CD163 en la

respuesta antiinflamatoria.

En este contexto, se ha visto que la expresiéon del RNAm del CD163, asi como los niveles
circulantes del sCD163 estdn elevados en muchas enfermedades inflamatorias vinculadas con la
activacion de los macréfagos 246, incluyendo aquellas condiciones que cursa con una inflamacion
de bajo grado asociada a la obesidad o DMT2 247-250, De hecho, se ha observado una sobre-
expresion de RNAm de CD163 en macréfagos infiltrados en el tejido adiposo, y que los niveles

de expresion de CD163, se asocian positivamente con los niveles circulantes de sCD163 247.251,252,

Por lo tanto, todos estos hallazgos han sugerido al CD163 como un marcador de inflamacién

derivado de macro6fagos que refleja la activacion de éstos 244.246.253,

1.1.9.1. CD163 y resistencia a la insulina en la obesidad

Recientemente varios autores ha descrito al sSCD163 como posible causante de la resistencia a la
insulina. Existen numerosos estudios transversales, que han encontrado un incremento de los
niveles circulantes del sCD163 en sujetos con sobrepeso y/u obesidad 247-249.254255 en pacientes
con DMT1 256 y DMT2 257.258, asi como en mujeres con diabetes gestacional 25%. Asimismo, en lo
que respecta a la RI, los niveles circulantes de sCD163 se han asociado positivamente con
parametros relacionados con el metabolismo de la glucosa que incluyen la glucemia plasmatica,
insulina y RI evaluada mediante el indice HOMA-IR 249255260261 y e] método clamp

hiperinsulinémico-euglucémico 247. Esta asociacién ha sido evidenciada tanto en individuos con
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normopeso como obesos sanos 247249255 asi como en individuos con tolerancia normal a la

glucosay con DMT2 260,

A pesar de la clara asociacién entre CD163 y la RI, los mecanismos que vinculan esta relacién
siguen estando sin determinar. Asimismo, tampoco se puede establecer una relacién causal, que

es una limitaciéon inherente de los estudios transversales.

Hasta la actualidad, solamente existe un estudio de cohortes prospectivo realizado en poblacién
general Danesa, el Copenhagen City Heart Study?5°, donde Mgller y colaboradores, encontraron
que un aumento de los niveles séricos de sCD163 al inicio del estudio, se asociaron con el riesgo
de incidencia de DMT2, sugiriendo al sCD163 como un marcador predictor de riesgo para el

desarrollo de esta enfermedad.

La limitacion mas importante de este estudio fue la falta de las determinaciones de las
concentraciones de glucosa en ayunas al inicio del estudio. Al ser la glucosa un fuerte predictor
de diabetes, podria enmascarar el efecto de asociacion observado entre el sSCD163 y el riesgo de
DMT?2. Otras limitaciones fueron, el diagnostico de los nuevos casos de diabetes, el cual fue
hecho a partir de informacién obtenida de registros nacionales Daneses, lo que podria falsear
los resultados, y la falta de andlisis estadisticos ajustando los modelos por potenciales factores

de confusién como circunferencia de la cintura, perfil lipidico, toma de medicacién entre otros.

Por lo tanto, es prematuro concluir que el sCD163, puede ser considerado un potencial
biomarcador de riesgo de diabetes, siendo necesarios mas estudios prospectivos teniendo en
cuenta lo anteriormente mencionado para poder concluir que hay un efecto causal del sCD163

en el desarrollo de DMT?2.
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1.1.10. Osteocalcina

La osteocalcina (OC), también conocida como proteina 6sea Gla o BGP (Bone Gla Protein) es la
molécula proteica no colagena mas abundante de la matriz 6sea, que se comporta también como

una hormona 262,

La OC es secretada por los osteoblastos durante la fase de mineralizacion de la osteogénesis. En
humanos, el gen de la OC se localiza en el cromosoma 1q.25-q31 de donde se produce la
proteina de 49 aa que es especifica de hueso y de dentina, la OC. La sintesis de la OC depende
tanto de la vitamina D como de la vitamina K. La vitamina D, 1,25-dihidroxi-vitamina D
(1,25(0H)2D) induce directamente su sintesis a través de una regulaciéon transcripcional
mediante el receptor nuclear de vitamina D. La vitamina K es un cofactor esencial para la enzima
glutamato carboxilasa que se requiere para la gamma carboxilacién post-traduccional de los tres
residuos de acido glutamico en las posiciones 17, 21 y 24. Esta gamma carboxilacién es esencial
para que la proteina tenga alta afinidad por los minerales y permita atraer iones de Ca?* e

incorporarlos a los cristales de hidroxiapatita que forman el 70% de los huesos.

Cuando la molécula de OC esta carboxilada se conoce como OC carboxilada (OCc), y es la forma
de OC que se encuentra en la matriz 6sea 263. Sin embargo, una fraccién de la OC sintetizada, no
se incorpora al hueso por presentar menos de 3 residuos carboxilados. A ésta se la conoce como
OC no carboxilada (OCnc). Aunque, las dos formas de OC se encuentran en el hueso y en la
circulacién, hay un alta proporcién de OCnc que se encuentra en la circulacién ejerciendo
efectos endocrino-metabdlicos sobre el metabolismo energético y de la glucosa, actuando

principalmente a nivel del tejido adiposo y las células § pancreaticas (ver figura 7) 264-266,

La carboxilacion o la ausencia de ésta, hace a la OC mas susceptible para su liberacion desde los
osteoblastos a la circulacién. Un importante regulador de los niveles de carboxilacién de la OC,
por mecanismos todavia no determinados, es la proteina tirosina fosfatasa osteotesticular OST-
PTP (proteina producto del gen Esp), que se expresa predominantemente en los osteoblastos y

en las células de Sertoli del testiculo.
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Se ha identificado que los ratones knockout para Esp (Esp-/-) tienen niveles elevados de OCnc
en suero, una mejor tolerancia a la glucosa y sensibilidad a la insulina, y secretan mas insulina
en respuesta a la glucosa 263. Ademas, estos animales estan protegidos de la obesidad inducida
por la dieta y la intolerancia a la glucosa 264, Curiosamente, se ha visto que el ratén (Esp-/-) y el
ratén tratado con OCnc muestran un fenotipo opuesto al modelo (OC-/-), mientras que, la sobre-

expresion de OST-PTP origina un fenotipo idéntico al ratén (OC-/-) 263,

-O0C—CH .
| Formacion
CH, de hueso

Hueso

Tejido adiposo
blanco

4

e m—————

T secrecion deadipanectina

Osteocalcina
carboxilada

C
/
T gasto energético (|:H . Osteoblasto
f

Osteocalcina
no carboxilada

Figura 7. Funcién endocrina de osteocalcina derivada de los osteoblastos. Fuente: Bonet M.L, Ribot ], Palou A.

2009 267,

1.1.10.1. Osteocalcina: un nexo de union entre hueso y metabolismo de la glucosa

La observacién de que un ratén knockout para OC (OC-/-), que presentaba un fenotipo con masa

0sea elevada y una cantidad anormal de grasa visceral, construy6 la primera evidencia de que el
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esqueleto podia regular el metabolismo energético 265268, Posteriormente, Lee y colaboradores
264 en diferentes estudios genéticos y moleculares realizados en ratones, observaron que el
ratén (OC-/-) presentaba niveles altos de glucosa y niveles bajos de insulina en comparacién con
el raton wild-type, y mostraba un descenso en la proliferacion de las células § y un aumento de
la masa grasa 264 Por el contrario, en ratones wild-type, estas alteraciones metabdlicas se

invirtieron mediante la administracion exégena de OCnc recombinante 269,270,

Los estudios experimentales in vitro realizados en islotes aislados y en adipocitos primarios, han
confirmado que la OC ejerce un papel de intermediario en la regulacién de la homeostasis de la
glucosa. Esta, aumenta la secrecién y la sensibilidad a la insulina, a través de un aumento de la
secrecidon de adiponectina en los adipocitos, estimula la proliferaciéon de las células 3 en el
pancreas, al mismo tiempo que incrementa el gasto energético y la reduccién de la masa grasa.
Estos hallazgos también han revelado que la forma de OCc es inactiva y que la OCnc es la forma
activa 264, Sin embargo, a pesar que estos resultados demuestran una relaciéon consistentemente
entre la OC y la homeostasis de la glucosa, hasta el momento los mecanismos no estan

claramente determinados.

Se ha sugerido que la regulacion del metabolismo de la glucosa y de la RI por la OC ocurre a
través de la interaccion de esta con el receptor GPRC6A, un receptor transmembrana acoplado a
proteina G, que se expresa en una variedad de tejidos incluyendo higado, muisculo esquelético,
cerebro, testiculos, hueso y células 8 pancreaticas 263. Asi, se ha demostrado que la OC estimula
la secrecién de insulina y promueve la proliferacion de células 3 directamente a través de la via
de sefializacion MAPK/ERK 264271-273 e indirectamente promoviendo la secreciéon de GLP-1 (en
inglés, Glucagon-Like Peptide -1) en el intestino, una incretina endégena que potencia la

secrecion de insulina dependiente de la glucosa en las células {3 pancreaticas 274,

Una pregunta critica al respecto, es si los hallazgos relacionando la OC con el metabolismo de la
glucosa observados en ratones son extensibles a otros animales y particularmente a los seres

humanos.
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Los datos disponibles de estudios en humanos, parecen confirmar que existe una interaccién
entre el OC y la secrecion y sensibilidad de insulina. A este respecto, varios estudios
transversales han descrito una asociacién inversa entre las concentraciones séricas de OC y los
niveles de HbA1lc, glucemia basal en ayunas e insulina, asi como con la RI evaluada mediante el
indice HOMA-IR 275-284, Estos resultados son consistente con otros estudios transversales

mostrando unas reducciéon de la concentraciones séricas de OC en individuos con obesidad

275,276,284,285’ con SM 275,286-289 y con DMT?2 281,285,290,291,

De acuerdo con estas observaciones, en un estudio poblacional longitudinal previo de nuestro
grupo, realizado en hombres de edad avanzada con alto riesgo cardiovascular, se observé que
los cambios en los niveles séricos de OCc y OCnc se asociaron con una mejoria en la secrecién y
la sensibilidad de la insulina 292, De la misma manera, las concentraciones séricas de OCc al
inicio del estudio se asociaron de forma inversa a cambios en los niveles de HOMA-IR en
poblacion adulta 293, Estos hallazgos sugieren que la OC puede tener un papel determinante en el

desarrollo de DMT?2.

La mayoria de los estudios en humanos han sido realizados con un disefio transversal,
imposibilitando la inferencia de una relaciéon causal entre OC y DMT2. En el mejor de nuestros
conocimientos, hasta la fecha sélo 2 estudios 294295 han evaluado el papel de la OC como posible
marcador de incidencia de DMT2 en adultos Asiaticos sanos, siendo los resultados de estos
estudios contradictorios. Son necesarios mas estudios prospectivos teniendo en cuenta
potenciales factores confusores para concluir que hay un efecto causal de la OC sobre el

desarrollo de DMT?2.
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2. JUSTIFICACION

El incremento acelerado de la prevalencia de DMT2, se ha convertido sin duda en uno de los
problemas de salud mas graves del siglo XXI. La obesidad, es uno de los principales factores de
riesgo para la DMT2, ya que ésta, se asociada a un estado de inflamacién crénica de bajo grado
que cursa con un aumento de la producciéon de moléculas pro-inflamatorias implicadas en el

desarrollo de aterosclerosis y resistencia a la insulina.

En resumen, son varios los estudios intentado delimitar o que han sugiriendo una gama de
marcadores circulantes en sangre, que podrian estar etiolégicamente relacionados con el
desarrollo de la DMT2. Estos ultimos afios, diferentes grupos de investigacion han mostrado

especial interés por el STWEAK y su receptor scavenger CD163.

El sTWEAK, es una citocina implicada en multiples funciones bioldgicas, que es capaz ejercer un
papel regulador entre la respuesta pro-/anti-inflamatoria, la cual tienen lugar en un estado de RI
asociado a la obesidad. Existen numerosos estudios trasversales describiendo una asociacion
inversa entre las concentraciones circulantes del STWEAK y parametros relacionados con la
homeostasis de la glucosa. También, se han encontrado unas concentraciones séricas
disminuidas del sSTWEAK en sujetos obesos, asi como en pacientes diabéticos. Sin embargo, no

existen estudios prospectivos implicando al STWEAK en el desarrollo de la DMT?2.

Por otro lado tenemos el receptor scavenger sCD163, el cual puede actuar como receptor para
sTWEAK en situaciones patolégicas. Al contrario a lo observado con el sTWEAK, las
concentraciones séricas de sCD163 se encuentran incrementadas en personas obesas y
diabéticas. Aunque, todavia queda por dilucidar los mecanismos, el sCD163 se ha propuesto
como un marcador importante de RI. Sin embargo, solamente un estudio prospectivo ha
evaluado la asociaciéon entre sCD163 y el riesgo de diabetes, sugiriendo al sCD163 como un
posible marcador predictor de riesgo para la incidencia de DMT2, a pesar de sus potenciales

limitaciones.
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Otra molécula a la que recientemente también se le esta dando especial interés es a la OC, un
componente de la matriz 6sea derivada de los osteoblastos. Los datos obtenidos en modelos
animales asi como en humanos, son concordantes en sugerir que existe una relacion entre la OC
y la secrecién y sensibilidad de insulina. Sin embargo, solamente existen dos estudios
prospectivos evaluando el papel de la OC como posible marcador predictor de DMT2, y han

mostrado resultados contradictorios.

Asi pues, y ante la evidencia expuesta, con esta tesis se ha pretendido estudiar la asociacién
existente entre estos tres nuevos posibles potenciales biomarcadores, sTWEAK, receptor
scavenger sCD163 y OC, y el desarrollo de DMT2 en una poblacién adulta de alto riesgo
cardiovascular procedente del ensayo de campo PREDIMED. Asimismo, se ha querido explorar
la relacién entre el STWEAK y prevalencia de SM, una condicién clinica asociada a la obesidad,
donde la RI es una condicién metabdlica central de su etiopatogenia, junto con dislipidemia
aterogena, hipertension arterial e inflamacién crénica, que se relaciona con un incremento del

riesgo de DMT2 y de enfermedad cardiovascular.
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3. HIPOTESIS

Para esta Tesis Doctoral han sido planteadas las siguientes hip6tesis:

En un grupo de individuos de ambos sexos, edad avanzada, asintomaticos, con alto riesgo de

enfermedad cardiovascular y sin diagnéstico de diabetes al inicio del estudio:

Unas concentraciones séricas circulantes reducidas de sSTWEAK, y concentraciones séricas del
receptor scanveger sCD163 aumentadas, se relacionan con una alteracién de pardmetros del
metabolismo de la glucosa tal como la glucemia basal en ayunas, la insulinemia y la resistencia a

la insulina, asocidndose a un mayor riesgo de incidencia de DMT?2.

Unas concentraciones séricas circulantes reducidas de sSTWEAK se asocian con un mayor riesgo
de prevalencia de sindrome metabdlico y de sus componentes, los cuales son factores de riesgo

para el desarrollo de la DMT2.

Las concentraciones séricas circulantes de osteocalcina se relacionan con una alteraciéon de la

homeostasis de la glucosa y se asocian inversamente con un mayor riesgo de desarrollar DMT2.
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El objetivo general de esta Tesis Doctoral fue determinar si las concentraciones séricas
circulantes de nuevos posible potenciales biomarcadores, STWEAK, receptor scavenger sCD163
y osteocalcina, todos ellos relacionados con la homeostasis de la glucosa y el metabolismo
lipidico, estan asociados con el desarrollo de DMT2 en una poblacién adulta con alto riesgo

cardiovascular procedente del ensayo de campo PREDIMED.

Los objetivos especificos que nos hemos propuesto para ello han sido:

Analizar la relacién entre las concentraciones séricas circulantes de sTWEAK y receptor
scanveger sCD163 y parametros relacionados con el metabolismo de la glucosa, asi como la

asociacion entre los niveles periféricos de estas moléculas y la incidencia de DMT2.

Evaluar la asociacién entre las concentraciones séricas circulantes de STWEAK y el riesgo de

prevalencia de sindrome metabdlico y sus componentes.

Analizar la relaciéon entre las concentraciones séricas circulantes de osteocalcina carboxilada y
osteocalcina no carboxilada y diferentes parametros relacionados con el metabolismo de la

glucosa, asi como su asociacién con la incidencia de DMT2.
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5. MATERIAL Y METODOS

La presente Tesis Doctoral se ha llevado a cabo en el contexto del estudio PREDIMED

(“PREvencién con Dleta MEDiterranea”).

En esta seccion se describen en primer lugar, el disefio del estudio PREDIMED, caracteristicas de
los participantes, la intervencion, la recopilacion de variables a través de cuestionarios y datos
antropométricos, y la obtencion y determinacién de parametros bioquimicos. Posteriormente se
definen las variables principales de interés, asi como la poblacién incluida en los estudios que

forman parte de esta Tesis.

Estudio PREDIMED

El estudio PREDIMED es un ensayo de campo nutricional aleatorizado, en paralelo, controlado y
multicéntrico realizado en Espafia, cuyo objetivo principal fue evaluar el efecto de la dieta
Mediterranea en la prevencién primaria de la ECV. Los resultados de las variables primarias
fueron publicados en 2013 en la revista “The New England Journal of Medicine”, demostrandose
que aquellos participantes aleatorizados a una dieta Mediterranea suplementada con aceite de
oliva virgen o frutos secos tuvieron un 30% menor riesgo de desarrollar ECV (la combinacién de
infarto de miocardio no mortal, accidente vascular cerebral no mortal y muerte cardiovascular)

en comparacion a aquellos a los que se les recomend6 seguir una dieta control, baja en grasa.

Como objetivos secundarios del ensayo PREDIMED, se plante6 valorar el efecto de la dieta
Mediterranea sobre la incidencia de diferentes otros eventos: infarto de miocardio, accidente
vascular cerebral, muerte por enfermedad cardiovascular, muerte por cadncer otras causas,
muerte por todas las causas, DMT2 (siendo ésta una de las variables de esta Tesis Doctoral);
demencia y otras enfermedades neurodegenerativas; y cancer y tipos de cancer especificos en
las principales localizaciones (mama, colo-rectal, préstata, pulmén, estémago). Ademas también

se valoraron otras variables intermedias, tal como los cambios en: perfil lipidico, tension
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arterial, marcadores de inflamacidn y otros marcadores intermedios de riesgo cardiovascular
para entender mejor como los cambios en la dieta pueden modificar el riesgo de eventos

clinicos.

El protocolo, disefio, objetivos y metodologia del ensayo PREDIMED han sido descritos con
detalle anteriormente %¢ y esta disponible en http://www.predimed.es. El protocolo del estudio
fue aprobado por el comité de ética de investigacion del Hospital Clinic de Barcelona y del resto
de centros implicados. Este protocolo fue redactado de acuerdo con la Declaracion de Helsinki y
fue registrado en el Registro de ensayos clinicos de Londres (http://www.controlled-

trials.com/ISRCTN35739639).

Reclutamiento, seleccion y aleatorizacién de los participantes del estudio PREDIMED

El reclutamiento de participantes (entre octubre del 2003 y julio de 2009) se llev6 a cabo en los
Centros de Atenciéon Primaria (CAP) afiliados a diferentes nodos o Centros Reclutadores de

Espafa.

Los participantes elegibles para el ensayo PREDIMED fueron hombres de 55-80 afios y mujeres
de 60-80 afios de edad, sin ECV previa (cardiopatia isquémica —angina de pecho o infarto de
miocardio reciente o antiguo—, accidente vascular cerebral, vasculopatia periférica) y que

presentaran ademas alguna de las dos siguientes condiciones:

a) DMT2 (paciente tratado con insulina/hipoglucemiantes orales; o glucemia en ayunas 2126
mg/dl (en ayunas se define como la no ingesta calérica al menos durante 8 horas); o
glucemia =200 mg/dl en dos mediciones después de 2 horas de la PTOG; o bien glucemia

esporadica 2200 mg/dl con poliuria, polidipsia, o pérdida de peso inexplicable.
b) Tres o mas de los siguientes factores de riesgo cardiovascular:

- Fumador activo (al menos 1 cigarrillo/dia durante el altimo mes).
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- Hipertension (presion arterial sist6lica 2140 mmHg o tension arterial diastélica 290 mmHg o
toma de medicacidn antihipertensiva).
- Colesterol LDL 2160 mg/dl o toma de medicacion hipolipemiante.
- Colesterol HDL <40 mg/dl en hombres o <40 mg/dl en mujeres.
- Indice de masa corporal 225 kg/m?.
- Antecedentes familiares de primer grado de enfermedad coronaria precoz (infarto de
miocardio, angina de pecho o muerte stubita antes de los 55 afios en varones y 65 en

mujeres).

Se excluyeron del estudio a todos los participantes que no cumplian con los requisitos del

protocolo o que presentaban alguno de los siguientes criterios:

- Historia documentada de ECV previa, incluyendo enfermedad coronaria (angina de pecho,
infarto de miocardio, procedimientos de revascularizacién coronaria o la existencia de ondas
Q anormales en el electrocardiograma (ECG)), ictus, y enfermedad arterial periférica
sintomatica.

- Condicion médica severa que pudiera impedir al sujeto a participar en un estudio de
intervencién nutricional (enfermedad digestiva grave, alteraciones endocrinas distintas de la
diabetes, alteraciones psiquiatricas, enfermedad maligna avanzada).

- Cualquier otra condicién médica que limitara la esperanza de vida a menos de un afio.

- Inmunodeficiencia o estado VIH positivo.

- Adiccion a drogas ilegales o consumo problematico de alcohol o sindrome de dependencia
alcohdlica (o ingesta total diaria de alcohol >80 g).

- Indice de masa corporal >40 kg/m2.

- Enfermedad crénica grave.

- Dificultad para asistir a las visitas programadas y baja probabilidad predicha de cambiar los
habitos alimentarios de acuerdo a los estadios de Prochaska y DiClemente del modelo de

estadios de cambio 29,
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- Antecedentes de hipersensibilidad o reacciones alérgicas al aceite de oliva o a los frutos
Secos.

- Analfabetismo.

- Participacion en ensayos clinicos con farmacos o toma de cualquier fArmaco en investigacion
durante el ultimo afio.

- Pacientes ingresados en instituciones por alguna enfermedad crénica, sin autonomia,
incapacidad de andar, imposibilidad de acudir a las reuniones trimestrales.

Los potenciales candidatos fueron seleccionados por los facultativos asociados a los CAP, que

mediante la revisiéon de la historia clinica aseguraban del cumplimiento de los criterios de

elegibilidad. Tras el consentimiento de dichos participantes, los facultativos facilitaban los

teléfonos de contacto a los investigadores, y tras una breve entrevista telefdnica y si estaban

interesados, se les invitaba a asistir a su propio CAP para realizar una visita cara a cara (visita de

cribado).

La visita de cribado de 30 minutos aproximadamente de duracién, permitia verificar si la
persona realmente cumplia los criterios de inclusién. En esta visita se cumplimentaba el
cuestionario de inclusién y de exclusiéon (Anexo 1). Si la persona cumplia los requisitos para
participar y en caso de aceptar, firmaban los consentimientos informados, para la participacién
en el ensayo. Si el participante cumplia con los criterios en la misma visita o como maximo a la
semana, una vez realizada la analitica y comprobado los criterios de inclusién se le indicaba que
acudiera a la siguiente visita en ayunas para realizar la visita basal la cual consistia en la
realizacion del cuestionario general (Anexo 2) de 26 puntos sobre condiciones médicas y
factores de riesgo relacionados con la elegibilidad; se revisaba el ultimo ECG disponible en la
historia clinica o en su defecto se realizaba uno de nuevo; se realizaba al potencial participante
un cuestionario de frecuencia de consumo de alimentos de 137 puntos (Anexo 3) y el
cuestionario de actividad fisica en tiempo libre de Minnesota (Anexo 4). Posteriormente, los
participantes fueron asignados al azar en una proporcién 1:1:1 a cada uno de los tres grupos de
intervencién del que constaba el ensayo PREDIMED. La aleatorizacién al grupo de intervencién

se realizé de forma centralizada mediante una secuencia numérica aleatoria generada por
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ordenador y estratificada en bloques de 50 personas por nodo reclutador, sexo y grupo de edad

(<70 0 270 anos).

También, se les proporciond a los participantes una explicacidn escrita y detallada del estudio.
Asimismo se les informé que su retirada del estudio no suponia perjuicio alguno y que los
investigadores también podian retirar a un sujeto del estudio si era necesario por cualquier

motivo tal como reacciones adversas o incumplimiento del protocolo.

Intervencion

Durante el periodo de reclutamiento, un total de 8.713 candidatos fueron seleccionados para la

elegibilidad, y de estos, 7.447 fueron asignados aleatoriamente a una de las tres intervenciones:

- Una dieta tipo Mediterranea enriquecida con aceite de oliva virgen extra.
- Una dieta tipo Mediterranea suplementada con frutos secos.

- Recomendaciones para seguir una dieta baja en grasa (grupo control).

Aleatorizacion Periodo de intervencion
Cribado Inicio 3 meses 6 meses 9 meses 13, 2a...

Dieta Mediterranea suplementada con frutos secos “I

Dieta Mediterranea suplementada con aceite de oliva virgen extra “I
Grupo Control (dieta baja en grasa) “I
4 4 4

T T Sesiones grupales t

Figure 8. Disefio del estudio PREDIMED.
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Grupos de intervencion con dieta mediterrdnea

El principal objetivo fue promover el consumo de un patrén de dietético Mediterraneo en los
dos grupos de intervencidn, sin realizar ninguna restricciéon energética ni promover la practica
de actividad fisica. Los dietistas-nutricionistas en cada uno de los centros del estudio PREDIMED
fueron los responsables directos de la intervencidn dietética. En todas las visitas de seguimiento
las dietistas daban recomendaciones personalizadas sobre los cambios que debia realizar cada

participante para conseguir cumplir con los objetivos de cada intervencion

Los participantes incluidos en ambos grupos (dieta Mediterranea suplementada con aceite de
oliva virgen extra o frutos secos), recibieron una educacién intensiva centrada en
recomendaciones especificas para estimular el consumo y la frecuencia estipulada de los
alimentos tipicos de la dieta Mediterranea. Dicha recomendaciones se basaban principalmente
en: utilizar del aceite de oliva virgen extra como tunica fuente de grasa para cocinar y alifiar
todos los platos y alimentos; consumir semanalmente frutos secos y semillas (al menos 3
veces/semana); aumentar la ingesta de verduras (2 o mas raciones verdura u hortalizas al dia),
frutas (3 o mas porciones al dia), legumbres (al menos 3 veces por semana) y pescados o
mariscos (al menos 3 veces por semana); consumir carnes blancas (aves sin piel/conejo) en
lugar de carnes rojas o procesadas; mantener una ingesta moderada de vino y siendo su
consumo principalmente en las comidas; evitar la ingesta de dulces, azicares, mantequilla,
alimentos precocinados y comida rapida; y utilizar el tipico sofrito (ajo, cebolla o puerro y
tomate) para condimentar los diferentes platos. En ningin caso se limité la ingesta total de
grasa, sino que se dejo ad libitum, siempre y cuando ésta fuese procedente del pescado o de

origen vegetal, principalmente del aceite de oliva y de los frutos secos.

Para valorar el grado de adscripciéon de los participantes que seguian un patrén de dieta
Mediterraneo, las dietistas utilizaban un cuestionario de 14 puntos (Anexo 5). La puntuacion
obtenida ayudaba a las dietistas a centrar sus objetivos en mejorar de forma individualizada
aquellos puntos donde veian que los participantes se desviaban mas de las recomendaciones,

consiguiendo asf aumentar su puntuacion total.
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Grupo control

A los participantes asignados a este grupo, la intervencién nutricional estaba principalmente
basada en consejos dietéticos para seguir una dieta baja en grasa segun las recomendaciones
tradicionales del Third Report of the National Cholesterol Education Program (NCEP) Expert
Panel on Detection, Evaluation, and Treatment of High Blood Cholesterol in Adults (Adult

Treatment Panel III).

Las recomendaciones se centraban especialmente en la reduccion de la ingesta de grasa total,
tanto de origen animal como vegetal. Esto incluia: utilizar la cantidad minima de aceite (no mas
de 2 cucharadas al dia) para cocinar o alifiar los alimentos; retirar todo la grasa visible de los
alimentos, asi como desgrasar los caldos y platos antes de su consumo; evitar el uso de sofrito;
en el caso de consumir carne roja optar por las piezas mas magras; evitar el consumo de carnes
grasas, visceras, asi como derivados carnicos (salchichas, hamburguesas o carnes picadas
comerciales y embutidos); evitar el consumo de mantequilla, margarina, manteca, mahonesas,
helados cremosos o nata; promover el consumo de alimentos desnatados o bajos en grasa
(leche, yogures desnatados y quesos); consumir solo pescados blancos y marisco; evitar
consumir productos enlatados, bolleria, alimentos vegetales grasos tal como los frutos secos
(nueces, almendras, avellanas, pifiones, maiz tostado, pipas de girasol o cacahuetes), y patatas

chips u otros aperitivos fritos.

En este grupo, el grado de adherencia a la dieta baja en grasa fue valorado mediante un
cuestionario de 9 puntos (Anexo 6), cuyo objetivo por parte de las dietistas era conseguir la

mayor puntuacién.

Sesiones grupales

Durante todo el periodo de duracién del estudio, los participantes (independientemente del

grupo asignado) recibieron sesiones grupales trimestrales, para reforzar y motivar el
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mantenimiento de las pautas dietéticas indicadas, y asi conseguir cumplir con los objetivos de
cada intervencidn. Estas sesiones grupales tenian una 1 hora de duracién con un maximo de 20

participantes, y se realizaban separadas por grupos de intervencion.

En cada sesion se revisaba la adherencia a la dieta haciendo uso de los cuestionarios de 14
puntos (en los dos grupos de dieta Mediterranea) y de 9 putos (grupo control), se impartian
charlas informativas y se entregaba a los participantes material escrito con descripciones de los
alimentos tipicos Mediterraneos, listas de la compra, planes de comidas y recetas de cocina.
Ademas, a los participantes de los dos grupos de dieta Mediterranea, se les entregaba aceite de
oliva virgen extra (15 L, 1 litro/semana, para el participante y la familia) o frutos secos (1.350 g,
30 g/dia: 15 g de nueces, 7,5 g de avellanas y 7,5 g de almendras, para el participante) de forma
gratuita. Los participantes asignados al grupo control recibieron articulos o incentivos no

alimentarios durante todo el estudio para aumentar su adscripcidn a la intervencion.

Asimismo, los participantes durante todo el periodo de duracién del estudio tuvieron la
posibilidad de contactar via telefénica para la resoluciéon de dudas en relacién al seguimiento e

intervencion.

Recopilacion de datos

Los participantes del estudio eran invitados a acudir a la visita de inicio y a las visitas de
seguimiento anuales que se realizaban en los CAP durante el periodo de duraciéon del estudio. En
cada visita, las dietistas y el equipo de enfermeria revisaban y cumplimentaban distintos
cuestionarios, realizaban determinaciones antropométricas, de presion arterial y un ECG.

Ademas se obtuvieron muestras bioldgicas de los participantes.
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Recopilacion de datos mediante cuestionarios

Cuestionario general (Anexo 2) que recoge datos demograficos y socio-econémicos de los
participantes. También incluye antecedentes patoldgicos, tratamiento farmacolégico,
consumo de alcohol, y antecedentes familiares de cardiopatia isquémica,
hipercolesterolemia, hipertensién y cancer.

Cuestionario semi-cuantitativo de frecuencia de consumo de alimentos (Anexo 3) de 137
alimentos que incluye la frecuencia de consumo diaria, semanal o mensual durante el dltimo
afio, el cual fue validado en la poblacién estudiada 2°7.

Cuestionario de adherencia a la Dieta Mediterrdnea de 14 puntos (Anexo 5) validado en
poblaciéon estudiada 29,

Cuestionario de actividad fisica en el tiempo libre (Anexo 4), version validada para poblacién
espafiola del Cuestionario de Actividad Fisica durante el Tiempo Libre de Minnesota 29°.
Cuestionario de tolerancia y efectos adversos (Anexo 7) para valorar posibles efectos no
deseados de las 3 intervenciones.

Cuestionario de seguimiento (Anexo 8), similar al cuestionario general pero incluye
informacion sobre los cambios producidos desde la tltima visita, asi como nuevo diagndstico
de diabetes, hipercolesterolemia, hipertension u otros condiciones médicas o cambios en la

medicacidn, y recogida de eventos de ECV.

Determinaciones antropométricas y presion arterial

El personal de enfermeria entrenado determiné diferentes parametros antropomeétricos tal
como el peso (kg) usando una bascula calibrada (precisién de 100 g) y la talla (m) con un
tallimetro de pared calibrado, con el participante descalzo y en ropa interior; a partir de estos

dos parametros se calcul6 el IMC (kg/m?), y perimetro de la cintura (cm).
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También se determiné la tension arterial por duplicado mediante un oscilémetro
semiautomatico (Omron HEM-705CP, Holanda). Toda esta informacion se registraba tanto en el

cuestionario general como en el de seguimiento.

Obtencién de muestras biolégicas y determinaciones bioquimicas

Cuando se contactaba con el participante se le informaba que debia asistir a la visita en ayunas
(minimo de 12 horas), con una muestra de la primera orina matutina y una muestra de las ufias
del pie, en recipientes esterilizados apropiados. Un vez en consulta, se procedia a la extraccién
de sangre periférica por medio de venopuncién con técnica estandarizada (en la visita basal y en
las visitas de seguimiento de los afios 1, 3, 5y 7/o la visita final de seguimiento). Se obtuvieron
muestras de plasma-EDTA (tubos K3E de 4,5 ml con EDTA) y suero (tubos SST de 4 ml con gel
separador) y se procesaron inmediatamente. Cada uno de los tubos de extraccion de sangre se
centrifugaron a 2.500 rpm durante 15 minutos, y a continuacién las muestras fueron
fraccionadas formando alicuotas en criotubos de 500 y 200 pl. A partir de la muestra de orina, se

realizaron alicuotas de 650 pl.

Todas las alicuotas fueron identificadas con el c6digo asignado al participante, colocadas en
criocajas, y transportadas en una nevera portatil con hielo (42C) para no romper con la cadena
de frio al laboratorio central para ser almacenadas a -802C hasta su posterior determinacidn. El
tiempo transcurrido entre la extraccion de muestras de sangre y la congelacién no fue superior a

una hora.

Con las muestras de plasma, suero y orina se realizaron determinaciones bioquimicas basicas,
como es un analisis bioquimico de rutina, y determinaciones especificas de interés a partir de
las alicuotas almacenadas. Nos centraremos en las que se van a utilizar en la presente Tesis

Doctoral:
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- Determinaciones bioquimicas bdsicas

La glucosa plasmaticas en ayunas y las concentraciones séricas de triglicéridos, colesterol total y
lipoproteina de alta densidad (HDL-col) fueron determinadas mediante métodos enzimaticos
estandarizados. La lipoproteina de baja densidad (LDL-col) fue obtenida mediante la aplicaciéon
de la formula de Friedewald (LDL-col = colesterol total - ((Triglicéridos/5) + HDL-col). También
se obtuvieron las concentraciones séricas de urea y creatinina mediante el método de la ureasa
y el colorimétrico de Jaffé, respectivamente. Con las muestra de orina matutina se determinaron
los parametros analiticos de albumina y creatinina urinaria mediante la técnica verde
bromocresol y el método colorimétrico de Jaffé, respectivamente. A partir de la creatinina
plasmatica fue estimada la tasa de filtraciéon glomerular mediante la ecuacién CKD-EPI (Chronic

Kidney Disease Epidemiology Collaboration) 300,
- Determinaciones bioquimicas especificas de interés

Las alicuotas de plasma y suero que fueron obtenidas de cada participante y que se mantenian
conservadas a -802C sin haber sufrido ninguna descongelacién previa, se extrajeron y fueron
descongeladas a una temperatura de entre 2-42C. El propdsito de esto, era obtener una
descongelacién mas lenta de las muestras y no alterar el estado de sus componentes, para

posteriormente realizar las siguientes determinaciones:

» Insulina y adiponectina. Las concentraciones plasmaticas de insulina y adiponectina
fueron determinadas mediante kits de ensayo por inmuno-absorcién ligado a enzimas
tipo sandwich (ELISA), (Millipore, St. Charles, Missouri, USA), con un coeficiente de
variacion intra e inter-ensayo de <5 % y < 10 % para ambos Kkits. Posteriormente, la
resistencia a la insulina se estim6 por el modelo de homeostasis de valoraciéon de RI
(HOMA) utilizando la férmula: insulina en ayunas (pU/mL) x glucosa en ayunas
(mmol/L)/22,5.

» STWEAK y receptor scavenger sCD163. Las concentraciones séricas de las formas

solubles del TWEAK y del receptor scavenger CD163 fueron determinadas mediante los
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kits ELISA human TWEAK/TNFSF12 y el human CD163 (R&D Systems Europe,
Abingdon, Oxon, United Kingdon), respectivamente. Los coeficientes de variacién intra
e inter-ensayo fueron de 2,5-7,0% para la sSTWEAK y de 2,4-6,4 % para el sCD163.

= Se determinaron las concentraciones séricas de ambas formas de osteocalcinas. La
osteocalcina carboxilada se determin6 mediante un kit de inmuno-ensayo enzimatico
de sensibilidad amplificada de fase so6lida (EASIA) (DRGInstruments GmbH, Marburg,
Germany). El limite de deteccién, definido como la concentracion aparente de dos
desviaciones estandar por encima de la densidad dptica promedio en unidn cero, fue de
0,08 ng/ml y los coeficientes de variacion intra e inter-ensayo fueron menores del 6%.
Para la osteocalcina no carboxilada se utilizé un kit de inmuno-ensayo enzimatico de
fase solida (EIA) (Takara Bio, Otsu, Shiga, Japan) con una sensibilidad de 0,25 ng/ml y

unos coeficientes de variacion intra e inter-ensayo de 5,2- 8,3%.

Todos los analisis fueron realizados por duplicado y en ciego, siguiendo el protocolo establecido

por la casa comercial.

Definicion de diagndstico de diabetes mellitus tipo 2

La incidencia de DMT2 fue un objetivo secundario especifico del ensayo PREDIMED. Se
consideraba que un participante presentaba DMT2 al inicio del estudio cuando existia un

diagnéstico médico y/o la persona tomaba algin tipo de medicacién antidiabética.

El diagnéstico de nuevos casos de DMT2 se realiz6 segtin los criterios establecidos por la ADA 7,
concretamente por la presencia de los niveles de glucosa plasmatica en ayunas = 126 mg/dl o

glucemia plasmatica a las dos horas después de la PTOG (con 75 de glucosa) 2200 mg/dl.

Anualmente en cada centro del estudio PREDIMED se realizaba una exhaustiva revisién de las
historias clinicas de todos los participantes por los médicos-investigadores. Cuando era

identificado un nuevo casos de DMT2, en base a un diagnéstico médico reportado en las
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historias clinica o en la glucemia plasmatica en ayunas obtenida durante los analisis bioquimicos
de rutina (hecho al menos una vez al afio), éste nuevo evento debia ser justificado. Para ello, se
enviaban estos informes y toda la documentacidon pertinente, a los miembros del Comité de
Adjudicacion de Eventos Clinicos PREDIMED, los cuales fueron ciegos a la intervencién y a los
biomarcadores evaluados en esta Tesis Doctoral. Solamente cuando una segunda determinacion
analitica se habia hecho dentro de los siguientes 3 meses, y se cumplian los criterios de glucemia
plasmatica mencionados anteriormente, el nuevo caso de DMT2 fue confirmado por el Comité
de Adjudicaciéon como evento de diabetes. Cabe destacar, que el Unico centro que realizé de
forma anual una PTOG a todos los sujetos no diabéticos fue el nodo de Reus-Tarragona. Sélo los
eventos de DMT2 que se confirmaron entre el 01 de octubre del 2003 y 01 de diciembre del

2010 fueron los que se incluyeron en los analisis.

Definicion de diagnéstico de sindrome metabdlico

En el presente trabajo, el diagnostico de SM fue definido en base a los criterios armonizados
actualizados de la IDF en conjunto con Asociacién Americana del Corazén/Instituto Nacional del
Corazdn, Sangre y Pulmén (AHA/NHLBI, en inglés) en el afio 2009 301, Se consider6 que un

participante tenia SM, si presentaba tres o mas de los siguientes 5 factores de riesgo:

a) Glucosa en ayunas elevada (2100 mg/dl (5,5 mmol/L)) o toma de medicacién para la
diabetes.

b) Obesidad abdominal definida por el perimetro de la cintura basdndose en los puntos de
corte utilizados para poblacién Europea (2102 cm en hombre y 288 cm en mujeres).

c) Concentraciones altas de triglicéridos (2150 mg/dl (1,7 mmol/L)) o toma de medicacion
para los triglicéridos.

d) Concentraciones bajas de HDL (<40 mg/dl (1,0 mmol/L en hombres y <50 mg/dl (1,3
mmol/L) en mujeres) o en tratamiento con medicacidn.

e) Tension arterial alta (230/85 mmHg) o toma de medicacién para tratar la hipertension.
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6. POBLACION DE ESTUDIO

Poblacion y seleccién de la muestra estudiada

Estudio 1. Serum sTWEAK concentrations and risk of developing type 2 diabetes in a high

cardiovascular risk population: a nested case-control study.

Estudio 3. Reduced serum concentrations of carboxylated and undercarboxylated osteocalcin are
associated with risk of developing type 2 diabetes mellitus in a high cardiovascular risk population:

a nested case-control study.

Para llevar a cabo estos dos andlisis, se realizé un estudio con un disefio de casos y controles
(1:2) anidado, con un total de 459 participantes no diabéticos seleccionados de una submuestra
de 1.378 participantes no diabéticos al inicio del estudio pertenecientes a la cohorte PREDIMED,

los cuales fueron reclutados en 3 nodos, Reus-Tarragona, Barcelona y Pamplona.

Durante el periodo de seguimiento (mediana, 5,9 afios, minimo 1,2 meses y maximo 8,2 afios),
153 individuos de la submuestra desarrollaron DMT2 (casos). Para cada nuevo caso de DMT2
identificado, fueron seleccionados aleatoriamente dos controles (n=306) entre esos 1.225
participantes restantes que no habian desarrollado la enfermedad durante el periodo de
seguimiento. Los controles fueron emparejados a los casos por: edad, sexo, IMC, y grupo de
intervencién, de tal forma que como grupo fueran comparables en estas caracteristicas a los

Ccasos.

La seleccién al azar de los controles se realiz6 de la siguiente manera: los 1.225 individuos no
diabéticos que fueron candidatos a ser incluidos en el grupo control, fueron clasificados de
acuerdo a las categorias de las variables de emparejamiento: edad (<67 o >67 afios), sexo (0=
hombre o 1= mujer), IMC (<27 o >27 kg/m?), y grupo de intervenciéon (1= dieta Mediterranea
suplementada con aceite de oliva virgen extra o 2= dieta Mediterranea suplementada con frutos
secos o 3= grupo control). En total se crearon 24 grupos (2*2*2*3 =24 grupos), y de cada grupo,

2 controles fueron seleccionados al azar para cada caso que pertenecia al mismo grupo. Esta

73



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI
MARCADORES BIOQUIMICOS EMERGENTES RELACIONADOS CON DIABETES MELLITUS TIPO 2
Andrés Diaz Loépez

Poblacién de estudio

seleccion se realiz6 mediante numeros aleatorios generados con la funcién “uniform (1)” del

SPSS y la rutina descrita en http://kb.iu.edu/data/acwb.html.

Estudio 2. Reduced circulating sSTWEAK levels are associated with metabolic syndrome in elderly

individuals at high cardiovascular risk.

Para el propésito de este andlisis, con un disefio de estudio trasversal, se incluyeron 452
participantes no diabéticos al inicio del estudio, que habian sido seleccionados previamente de
la submuestra de los 1.378 participantes de la cohorte PREDIMED reclutados en los 3 nodos
mencionados anteriormente, y de los cuales se disponian de las determinaciones bioquimicas de

STWEAK.
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Publicacion 1.

Titulo: Serum sTWEAK concentrations and risk of developing type 2 diabetes in a high

cardiovascular risk population: a nested case-control study.

Autores: Diaz-Lopez A, Chacon MR, Bullé M, Maymo-Masip E, Martinez-Gonzalez MA, Estruch R,

Vendrell ], Basora ], Diez-Espino J, Covas MI, Salas-Salvadé J.

Aiio: 2013

Revista: ] Clin Endocrinol Metab
Volumen: 98

Paginas: 3482-3490

PMID: 23760626

Factor de impacto: 6,31
Resumen:

Introduccién y objetivo: El sSTWEAK es una citocina multifuncional implicada en la regulacion
de muchas actividades celulares tal como proliferacién, migracién, diferenciacién, apoptosis,
angiogénesis e inflamacién. Recientemente, se ha descrito una relacién entre el STWEAK y el
receptor scavenger sCD163, al cual éste puede unirse, y la resistencia a la insulina. Por lo tanto,
el objetivo de este estudio fue analizar la asociacién entre las concentraciones séricas de
sTWEAK y sCD163 con el desarrollo de diabetes tipo 2 (DMT2) en sujetos de edad avanzada con

alto riesgo cardiovascular.

Disefio, escenario y participantes: Se realiz6 un estudio de casos y controles anidado,
prospectivo, incluyendo 153 sujetos con nuevo diagnostico de diabetes (casos) y 306 controles
emparejados individualmente con casos (1:2) por edad, sexo, IMC y grupo de intervencion, y que
no desarrollaron diabetes durante un promedio de 5 afios de seguimiento. Mediante modelos de

regresion logistica condicional se estimaron las Odds Ratios (ORs) para la incidencia de DMT?2
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segun categorias de concentraciones de STWEAK y de sCD163, ambos determinados en suero

mediante kits ELISA.

Resultados: Al inicio del estudio, las concentraciones séricas de STWEAK fueron mas bajas en
los nuevos casos de DMT2 en comparacién con los controles. No se observaron diferencias entre
casos y controles en cuanto a las concentraciones séricas de sCD163. Después de ajustar por
varios factores de confusion, las ORs para la incidencia de DMT2 en sujetos localizados en el
cuartil mas alto de las concentraciones de sSTWEAK y del ratio sCD163/sTWEAK respecto a los
sujetos localizados en el cuartil de referencia (primero) fueron 0,49 (IC del 95%, 0,31-0,76; P
para la tendencia <0,01) y 1,67 (1,06-2,63; P para la tendencia =0,05), respectivamente. Un
ajuste adicional por otras variables confusoras de estilo de vida, tuvo poco impacto sobre las
estimaciones observadas. Mientras que el ajuste adicional por los componentes del sindrome
metabdlico y los niveles de insulina atenué la magnitud de las asociaciones y sélo el sSTWEAK
permanecidé asociado con el riesgo de incidencia de diabetes (OR: 0,63 (0,40-0,98); P para la

tendencia =0,05).

Conclusion: En una poblacion de alto riesgo cardiovascular, unas concentraciones séricas de
sTWEAK reducidas al inicio del estudio, se asociaron con un mayor riesgo de incidencia de
diabetes. Este estudio describe por primera vez al STWEAK, como un potencial biomarcador

candidato para predecir el desarrollo de DMT2.
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Serum sTWEAK Concentrations and Risk of
Developing Type 2 Diabetes in a High Cardiovascular
Risk Population: A Nested Case-Control Study

Andrés Diaz-Lopez, Matilde R. Chacén, Monica Bullo, Elsa Maymo-Masip,
Miguel A. Martinez-Gonzalez, Ramon Estruch, Joan Vendrell, Josep Basora,
Javier Diez-Espino, Maria-Isabel Covas, and Jordi Salas-Salvadd

Human Nutrition Unit (A.D.-L., M.B., J.B., J.5.-S.), Faculty of Medicine and Health Sciences, ISPV,
Universitat Rovira i Virgili, 43201 Reus, Tarragona, Spain; CIBERobn Physiopathology of Obesity and
Nutrition (A.D.-L., M.B., M.A.M.-G., R.E., J.B.,, M.-.C., J.S.-S.), Institute of Health Carlos Ill, 28029
Madrid, Spain; The Biomedical Research Centres Network for Diabetes and Associated Metabolic
Disorders (CIBERDEM) (E.M.-M., M.R.C., J.V.), University Hospital of Tarragona Joan XXIll, IISPV,
Universitat Rovira i Virgili, 43007 Tarragona, Spain; Department of Preventive Medicine and Public
Health (M.A:M.-G.), University of Navarra, 31008 Pamplona, Spain; Department of Internal Medicine
(R.E.), Hospital Clinic, Institut d'Investigacié Biomedica August Pi i Sunyer (IDIBAPS), University of
Barcelona, 08036 Barcelona, Spain; Primary Health Care Centre of Tafalla (J.D.-E.), 31300 Tafalla, Spain;
and Lipids and Cardiovascular Epidemiology Research Unit (M.-.C.), Institut Municipal d'Investigacio
Medica (IMIM), 08003 Barcelona, Spain

Context and Objective: Because serum concentrations of soluble forms of TNF-like weak inducer
of apoptosis (sSTWEAK) and scavenger receptor CD163 (sCD163) have been associated with insulin
resistance and type 2 diabetes mellitus (T2D), we tested the associations of STWEAK and sCD163
with the future development of T2D in elderly subjects at high cardiovascular risk.

Design, Setting, and Participants: A prospective, matched case-control study of 153 cases of newly
diagnosed diabetic subjects and 306 individually matched controls who did not develop diabetes
during a mean 5-year follow-up was conducted using data from the PREDIMED study. Conditional
logistic regression was used to estimate the matched odds ratio (OR) for incident T2D according to
categories of baseline sSTWEAK and sCD163 concentrations measured by ELISA.

Results: Baseline sSTWEAK concentrations were lower in cases than controls. There were no case-
control differences in sCD163 concentrations. In the conditional logistic model that took into
account the matching factors, the ORs for T2D incidence in the highest vs the lowest quartile of
sTWEAK and the sCD163/sTWEAK ratio were 0.49 (95% confidence interval [Cl], 0.31-0.76; P for
trend <.01) and 1.67 (95% Cl, 1.06-2.63; P for trend = .05), respectively. Further adjustment for
potential lifestyle confounding factors had little impact on these estimates, whereas adjustment
for metabolic syndrome components and fasting insulin levels attenuated the magnitude of as-
sociations and only the STWEAK remained statistically significant (OR = 0.63; 95% Cl, 0.40-0.98;
P for trend = .05).

Conclusion: These findings indicate that in a population at high cardiovascular risk, reduced cir-
culating levels of STWEAK are associated with an increased risk of diabetes incidence. (J Clin
Endocrinol Metab 98: 3482-3490, 2013)

ISSN Print 0021-972X  ISSN Online 1945-7197 Abbreviations: BMI, body mass index; CHD, coronary heart disease; Cl, confidence interval;
Printed in U.S.A. CVD, cardiovascular disease; Fn14, fibroblast growth factor-inducible 14; HDL, high-density
Copyright © 2013 by The Endocrine Society lipoprotein; HOMA, homeostasis model of assessment; HOMA-IR, HOMA for insulin resistance;
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First Published Online June 12, 2013

3482 jcem.endojournals.org

metabolic equivalents; MetS, metabolic syndrome; NF-«B, nuclear factor-xB; OR, odds ratio;
sCD163, soluble scavenger receptor CD163; STWEAK, soluble TWEAK; T1D, type 1 diabetes;
T2D, type 2 diabetes mellitus; TWEAK, TNF-like weak inducer of apoptosis.
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ype 2 diabetes (T2D) is a growing public health issue
T that has a major effect on morbidity and premature
mortality worldwide (1,2). Obesity, a major risk factor for
diabetes (3), induces chronic low-grade inflammation in
adipose tissue, characterized by an infiltration of activated
macrophages, increased expression of cytokines, and a
greater predisposition to obesity-related insulin resistance
(4), a necessary step in the pathogenesis of diabetes (35).
Concordantly, many cytokines have been implicated in
multiple pathways modulating the inflammation associ-
ated with glucose metabolism, insulin sensitivity, and T2D
(6, 7). One of these pathways could be mediated by the
TNF-like weak inducer of apoptosis (TWEAK), a mole-
cule of the TNF superfamily of cytokines mainly produced
by macrophages. TWEAK is synthesized as a type Il trans-
membrane glycoprotein and subsequently released into
the circulation as a soluble bioactive form (STWEAK) (8).
In recent years, TWEAK has emerged as a new player in
inflammatory processes (9). The binding of TWEAK to its
receptor, fibroblast growth factor-inducible 14 (Fn14), is
responsible for a variety of biological activities, including
stimulation of cell growth, angiogenesis, induction of pro-
inflammatory cytokines, and apoptosis (10).

Cross-sectional studies have shown that serum
sTWEAK concentrations are decreased in type 1 diabetes
(T1D) and T2D patients (11, 12). Furthermore, an inverse
association between sTWEAK concentrations and both
fasting glucose and homeostasis model of assessment
(HOMA) for insulin resistance (HOMA-IR) have been
cross-sectionally reported in T2D patients on chronic he-
modialysis (12). Similarly, sSTWEAK concentrations were
negatively associated with fasting glucose levels in asymp-
tomatic subjects (13).

Another TWEAK binding membrane protein, the scav-
enger receptor CD163, has been identified. CD163 is ex-
pressed as a membrane-bound protein in macrophages
and monocytes, which is highly expressed in human adi-
pose tissue. It circulates in blood as a soluble form
(sCD163) generated by a proteolytic cleavage of the mem-
brane CD163 (14, 15). However, the functional role of
sCD163 remains to be fully characterized. Surprisingly,
cross-sectional studies have shown that serum sCD163
concentrations are increased in obese subjects and are
strongly positively associated with HOMA-IR in both
normal-weight and overweight individuals with T2D or
impaired glucose tolerance (13-18). Furthermore, in a re-
cent prospective study with 18-year follow-up, it has been
shown thatincreased concentrations of serum sCD163 are
a risk factor for developing T2D (19).

Altogether, these data suggest that soluble forms of
TWEAK and CD163 could play an intermediary role in
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the pathogenesis of T2D by directly inducing insulin re-
sistance or through inflammatory mechanisms.

To our knowledge, the relationship between the con-
centrations of both biomarkers and the development of
T2D has yet to be evaluated. Therefore, to address the
associations of STWEAK and sCD163 with the future de-
velopment of diabetes, we tested the hypothesis that de-
creased concentrations of sSTWEAK and increased con-
centrations of sSCD163 are related to a higher risk of T2D.
For this purpose, we identified new cases of diabetes oc-
curring during the follow-up of a cohort of nondiabetic
individuals from the PREvenciéon con Dleta MEDiter-
ranea (PREDIMED) study and measured baseline serum
sTWEAK and sCD163 concentrations in these cases and
matched controls.

Subjects and Methods

Study design and population

The PREDIMED study is a multicenter, randomized, parallel
group primary prevention trial conducted in Spain to assess the
effects of the Mediterranean diet (MedDiet) on cardiovascular
disease (CVD). The protocol, design, objectives, and methods
of the PREDIMED trial (http://www.controlled-trials.com/
ISRCTN35739639) have been reported in detail elsewhere
(20, 21), and are available at http://www.predimed.org and
www.predimed.es. Briefly, recruitment took place between 2003
and 2009, and 7447 asymptomatic individuals at high risk for
coronary heart disease (CHD) complied with inclusion criteria
and were randomly assigned in a 1:1:1 ratio to 1 of 3 nutrition
intervention groups: 2 MedDiet groups (supplemented with vir-
gin olive oil or nuts) or a control low-fat diet group consisting of
advice to reduce intake of all types of fat. Randomization was
performed centrally by means of a computer-generated random-
number sequence. The Institutional Review Boards of the re-
cruitment centers approved the study protocol, and participants
gave their written informed consent.

The present report describes a nested case-control study
within the longitudinal study, to assess the associations between
baseline serum concentrations of STWEAK and sCD163 and the
future development of T2D.

For the nested case-control study, we used data from 459
individuals of the total 1378 Caucasian nondiabetic individuals
recruited from 3 Spanish centers of the PREDIMED study (Reus-
Tarragona, Pamplona, and Barcelona Clinic). Subjects were
community-dwelling men aged 55-80 years and women aged
60-80 years without prior CVD at baseline but with at least 3
of the following cardiovascular risk factors: smoking, hyperten-
sion, dyslipidemia, overweight/obesity, or family history of pre-
mature CHD. The exclusion criteria for the PREDIMED study
were any severe chronic illness, alcohol or drug addiction, and
history of food allergy to olive oil or nuts. All participants with
baseline-prevalent diabetes were excluded from the present
analysis.

Of the 1378 individuals recruited, we selected all the indi-
viduals who developed T2D during follow-up (n = 153). The
median follow-up was 5.9 years (minimum, 1.2 mo; maximum,
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8.2 y). For each subject who developed diabetes, 2 controls were
selected at random among those who had not developed diabetes
during the follow-up (n = 306). Controls were matched for dietary
intervention group (MedDiet+virgin olive oil, MedDiet+nuts, or
control group), age (=67 vs >67 y), sex, and body mass index
(BMI) (=27 vs >27 kg/m?).

Ascertainment of incident diabetes

The primary outcome was new-onset diabetes, diagnosed ac-
cording to American Diabetes Association criteria (22): namely,
fasting plasma glucose =126 mg/dL (7 mmol/L) or 2-hour
plasma glucose =200 mg/dL (11.1 mmol/L) after a 75-g oral
glucose tolerance test measured yearly. A second test using the
same criteria as above was required for confirmation. Cases were
ascertained by the PREDIMED Clinical Event Committee,
whose members were blinded to the intervention and to the as-
sessed biomarkers.

Measurements

At baseline and each annual visit, all participants com-
pleted: 1) a general questionnaire about education, lifestyle,
comorbidities, and medication use; 2) a validated 137-item
food frequency questionnaire (20); 3) a validated physical
activity questionnaire (23); and 4) a validated 14-point ques-
tionnaire to assess adherence to the MedDiet (24). In addition,
anthropometric variables and blood pressure measured in
triplicate using a validated semiautomatic oscillometer (Om-
ron HEM-705CP; Omron Corp., Hoofddorp, The Nether-
lands) were determined (25).

Biochemical determinations

Blood samples were collected after an overnight fast. The
aliquots of serum and EDTA plasma were immediately pro-
cessed, coded, and shipped to a central laboratory in a portable
cooler (—4°C), and stored at —80°C until analysis. The time
between blood sampling and freezing was less than 1 hour.
Plasma levels of fasting glucose and serum levels of total cho-
lesterol, high-density lipoprotein (HDL)-cholesterol, and
triglycerides were measured by standard enzymatic methods.
Low-density lipoprotein (LDL)-cholesterol concentrations were
calculated using Friedewald’s equation. Plasma insulin concen-
trations were measured by ELISA (EZHI-14K; Millipore, St
Charles, Missouri) with intra- and interassay coefficients of vari-
ation of 5.9 and 10.3%, respectively. Insulin resistance was es-
timated by the HOMA method: HOMA-IR = [fasting insulin
(wIU/mL) X fasting glucose (mmol/L)}/22.5.

Serum concentrations of sSTWEAK and sCD163 were deter-
mined in duplicate by ELISA using the commercially available
human TWEAK/TNFSF12 kit DY1090 and human CD163 kit
DY1607 (R&D Systems Europe, Abingdon, Oxon, United King-
dom), respectively. The intra- and interassay coefficients of vari-
ation were 2.5 and 7.0% for sSTWEAK and 2.4 and 6.4% for
sCD163, respectively.

Statistical analysis

The baseline characteristics of participants were described
using mean * SD values or median and interquartile range (IQR)
for continuous variables, and numbers and percentage for
categorical variables. The normality of variables was tested us-

ing the Kolmogorov-Smirnov test. Fasting glucose, insulin,
sTWEAK, sCD163, and the sCD163/sTWEAK ratio were log,-

Serum sTWEAK Concentrations and Diabetes Risk

J Clin Endocrinol Metab, August 2013, 98(8):3482-3490

transformed to approximately normalize their distributions be-
fore the analyses. Student’s # test for continuous variables and x*
test for categorical variables were used to assess differences ac-
cording to baseline characteristics between participants who de-
veloped diabetes or not. BMI, age- and sex-adjusted partial cor-
relation coefficients were used to assess the relationship between
biomarkers measured at baseline and components of the insulin
resistance syndrome.

To assess the risk of diabetes for each of the serum concen-
tration categories of the biomarkers, participants were catego-
rized according to their quartiles of baseline sex-adjusted
sTWEAK and sCD163 concentrations (or the sCD163/sTWEAK
ratio). We used conditional logistic regression models to estimate
the matched odds ratios (ORs) and the 95% confidence interval
(CI) for incident diabetes for the 3 upper quartiles using the
lowest quartile as the reference category.

Anunadjusted model and 2 other adjusted models were fitted.
Model 1 was adjusted for known diabetes risk factors: family
history of diabetes (yes/no), educational level, alcohol consump-
tion (=3 standard drink units for men or =1.5 for women or less
than these amounts), smoking (current/not current), leisure-
time physical activity (sedentary, =200 metabolic equiva-
lents [METSs]-min/d; vs active, >200 METs-min/d), and the
PREDIMED 14-item MedDiet score (0—14). Model 2 was ad-
ditionally adjusted for the metabolic syndrome (MetS) compo-
nents: waist circumference >102 ¢cm in men/>88 cm in women
(yes/no); serum triglycerides = 150 mg/dL (1.6 mmol/L) (yes/no);
HDL-cholesterol <40 mg/dL (1 mmol/L) in men/<50 mg/dL
(1.2 mmol/L) in women (yes/no); high blood pressure (=130/85
mm Hg) or treatment with antihypertensive medication (yes/no);
fasting plasma glucose level =100 mg/dL (5.5 mmol/L) (yes/no);
and fasting insulin levels (log.-transformed continuous vari-
able). Linear-trend tests were conducted across categories by
assigning the medians to each category and treating it as a con-
tinuous variable. All statistical tests were 2-tailed, and the sig-
nificance level was setat P = .05. Analyses were performed using
SPSS software version 19.0 (SPSS Inc., Chicago, Illinois).

Results

Ofthe 459 participants, 7 were excluded because no blood
samples were available to determine sSTWEAK or sCD163
concentrations. Thus, analyses were carried out in a sam-
ple of 452 individuals.

Table 1 shows the selected baseline characteristics and
biomarker concentrations of those participants who de-
veloped incident T2D (cases, n = 148) and those who
remained free of diabetes (matched controls, n = 304)
during the follow-up. As expected, the percentage of men
and individuals in each of the intervention groups, average
age, and BMI were similar between both groups. Individ-
uals who developed diabetes were more likely to have a
family history of diabetes (36.0 vs 24.5%), had higher
baseline mean systolic blood pressure and triglyceride con-
centrations, and had lower baseline HDL-cholesterol lev-
els than their matched control individuals. Cases had
higher baseline levels of fasting glucose, insulin, and
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Table 1. Baseline Characteristics of Participants
Baseline Variable Incident Diabetics (cases) Matched Controls® P Value®
n 148 304
Age, y 66.3 =+ 5.8 66.3 = 6.0 .96
MedDiet+VOO/MedDiet+Nuts/control intervention groups, n  49/43/56 100/89/115 1.00
Men 72 (47) 144 (47) 1.00
Body weight, kg 78.49 = 11.25 76.81 =£10.88 A2
BMI, kg/m? 30.20 = 3.18 29.79 = 3.00 .18
Overweight/obesity (BMI = 25 kg/m?) 148 (97) 293 (96) .61
Smoking habits 20

Current smoker 40 (26) 64 (21)

Non-smoker 113 (74) 242 (79)
Physical activity, METs-min/d 276.9 = 229.0 267.4 +238.9 .68
Educational level .88

Primary education or illiterate 106 (69) 214 (70)

Secondary or higher education 47 (31) 92 (30)
Family history of diabetes 55 (36.0) 75 (24.5) .01
Family history of premature CHD 33(21.6) 46 (15.0) .08
Medication use

Statins 67 (43.8) 122 (39.9) 42

Fibrates 2(1.3) 8(2.6) 51

Antihypertensive drugs 118 (77.1) 234 (76.5) 91
Diastolic blood pressure, mm Hg 87.50 = 10.97 85.99 + 10.23 14
Systolic blood pressure, mm Hg 154.89 = 20.93 151.20 = 19.80 .06
Triglyceride, mg/dL 156.2 = 113.2 136.4 =70.3 .02
Total cholesterol, mg/dL 219.9 + 421 2246 + 352 21
LDL-cholesterol, mg/dL 136.1 = 33.0 140.7 = 32.1 15
HDL-cholesterol, mg/dL 53.21 £12.49 56.27 = 14.15 .02
Fasting glucose, mg/dL® 110.0(100.0, 123.0) 93.0(87.0, 99.0) <.001
Fasting insulin, uU/mL¢ 5.32 (3.44, 7.34) 4.32 (3.08, 6.69) .021
HOMA-IR 1.70 = 1.08 1.23 £0.79 <.001
STWEAK, pg/mL® 538.7 (303.9, 745.4) 591.5(419.5,837.9) .04
sCD163, ng/mL® 225.9(171.4, 308.0) 223.3(166.9, 305.8) .99
sCD163/sTWEAK ratio© 0.43(0.27,0.74) 0.38(0.22, 0.61) .08
MedDiet score (0 to 14) 8.56 £ 1.76 8.64 + 1.88 .64

Abbreviations: MedDiet+VOO, MedDiet supplemented with virgin olive oil; MedDiet+nuts, MedDiet supplemented with nuts. Data are expressed
as mean = SD or number (%), unless otherwise specified. SI conversion factors: triglycerides, mg/dL X 0.01129 = mmol/L; cholesterol, HDL-

cholesterol, and LDL-cholesterol, mg/dL X 0.02586 = mmol/L; glucose, mg/dL X 0.0556 = mmol/L; insulin, wlU/mL X 6.945 = pmol/L.

2 Matched for dietary intervention group (MedDiet+VOO, MedDiet+Nuts, or control group), age (=67 vs >67 y), sex, and BMI (=27 vs >27

kg/m?).

® P value for comparisons between 2 groups was tested by x? test for categorical variables or Student's t test for continuous variables.

< Values expressed as median (IQR).

HOMA-IR. Compared to matched controls, incident
cases had lower median serum sTWEAK concentrations
(538.7 vs 591.5 pg/mL; P = .04) and a nonsignificantly
higher sCD163/sTWEAK ratio (0.43 vs 0.38; P = .08),
whereas median levels of sCD163 concentrations were
similar in cases and controls.

Serum concentrations of sSTWEAK and sCD163 and
their sCD163/sTWEAK ratio according to the baseline
characteristics of the case-control sample are summarized
in Table 2. The median serum concentrations of sSTWEAK
were significantly lower in men than in women, in current
smokers vs nonsmokers, in individuals that had impaired
fasting glucose (=110 mg/dL [6 mmol/L]), and in individ-
uals with MetS (P values < .03, all). There were no sig-
nificant differences between serum sTWEAK concentra-
tions and other selected characteristics. Similarly, no

significant differences were observed in serum sCD163
concentrations in the different subgroups. The sCD163/
sTWEAK ratio was significantly higher in men vs women,
in individuals that had impaired fasting glucose, and in
individuals with MetS (P values < .03, all). We calculated
BMI, age- and sex-adjusted partial correlation coefficients
between baseline serum concentrations of sSTWEAK and
sCD163, or the sCD163/sTWEAK ratio and components
of the insulin resistance syndrome (Table 3). No relation-
ship between sSTWEAK and sCD163 was found (data not
shown). However, statistically significant negative rela-
tionships were found between sSTWEAK and HOMA-IR
(r = —0.17, P < .05 in cases; r = —0.12, P < .05 in
controls). In contrast, the sCD163/sTWEAK ratio was
also positively related to HOMA-IR (r = 0.23, P < .01 in
cases; 7 = 0.16, P < .01 in controls).
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Table 2. Serum Concentrations of sSTWEAK and sCD163 and sCD163/sTWEAK Ratio According to Baseline
Characteristics of Participants Included in the Study

P P sCD163/ P

Baseline Variable sTWEAK, pg/mL Value sCD163, ng/mL Value sTWEAK Ratio  Value

Age 49 .76 44
=67y (n=267) 549.4 (391.6, 788.5) 224.8(174.1, 303.2) 0.39(0.25, 0.67)
>67y(n = 185) 586.5 (388.4, 840.7) 221.8(164.3, 313.5) 0.38(0.23, 0.66)

Sex .01 .78 .04
Men (n = 214) 537.7 (375.5, 684.9) 227.7 (166.8, 303.7) 0.44 (0.27, 0.69)
Women (n = 238) 631.9 (411.3,951.4) 221.0(171.1, 313.5) 0.36(0.21, 0.58)

Obesity (BMI > 30 kg/m?) 12 65 11
With (n = 208) 536.3 (368.5, 795.2) 226.7 (169.7, 307.6) 0.40 (0.25, 0.70)
Without (n = 244) 594.8 (421.3, 820.5) 223.0(167.5, 305.7) 0.38(0.23, 0.61)

Current smoker .04 .26 .29
Yes (n = 104) 530.0 (373.3, 632.0) 224.9 (165.0, 289.5) 0.41(0.29, 0.59)

No (n = 348) 599.5 (401.7, 850.9) 224.5(171.1,311.9) 0.39(0.22, 0.68)

Physical activity (>200 METs-min/d) 51 .58 .37
Active (n = 221) 592.5(394.0, 844.5) 214.4(168.9, 292.3) 0.36 (0.22, 0.62)
Sedentary (n = 231) 545.6 (383.2, 789.4) 234.2 (168.5, 308.9) 0.42 (0.26, 0.68)

Hypertension .79 .78 .94
With (n = 437) 563.3(388.4, 815.1) 226.5(169.1, 308.1) 0.39(0.25, 0.66)
Without (n = 14) 616.9 (537.7, 706.4) 213.1 (164.7, 277.4) 0.38(0.26, 0.54)

Family history of diabetes .69 71 .90
With (n = 128) 573.7 (366.9, 908.6) 232.3(171.4, 305.8) 0.39(0.21, 0.74)
Without (n = 324) 562.7 (397.9, 787.6) 217.6 (168.6, 307.2) 0.39 (0.25, 0.65)

Fasting glucose <.01 21 <.01
>110 mg/dL (n = 97) 485.7 (289.9, 726.3) 242.3(169.1, 310.0) 0.48 (0.29, 0.85)
=110 mg/dL (n = 349) 581.6 (417.2, 811.3) 219.3(168.3, 304.2) 0.37(0.22, 0.58)

MetS .02 .08 <.01
With (n = 232) 541.8 (366.1, 749.9) 240.1 (171.4,317.2) 0.42 (0.26, 0.75)
Without (n = 220) 598.2 (426.8, 864.8) 215.8 (165.1, 291.0) 0.36(0.21, 0.54)

Data are expressed as median (IQR). P value for comparisons between the different subgroups was tested by Student’s t test.

Table 4 shows the results of the conditional logistic
regression models, in which we assessed the associations
of baseline serum concentrations of the biomarkers with
incident T2D. In the crude analyses conditioned on match-
ing for dietary intervention group, age, sex, and BMI,
there was a statistically significant association between
increased sSTWEAK concentrations and a decreased risk of
incident T2D in individuals in the top quartile vs those in
the lowest quartile (OR, 0.49; 95% CI, 0.31-0.76; P for
linear trend < .01). This association was similar after fur-

ther adjustment for family history of diabetes and different
lifestyle risk factors (model 1). Additional control for
MetS components and insulin concentrations consider-
ably attenuated but did not eliminate this association, al-
though the linear trend across the quartiles of sSTWEAK
concentrations was borderline significant (OR, 0.63; 95%
CI, 0.40-0.98; P for linear trend = .05) (model 2). No
significant associations were observed between sCD163
concentrations and incident diabetes in either of the ad-
justed models tested. As expected, like the results obtained

Table 3.

BMI-, Age-, and Gender-Adjusted Partial Correlation Coefficients Between Serum Concentrations of

STWEAK and sCD163 or the sCD163/sTWEAK Ratio and Components of the Insulin Resistance Syndrome

Incident Diabetics (cases)

All (n = 452) (n = 148) Matched controls (n = 304)*
Glucose Insulin  HOMA-IR Glucose Insulin HOMA-IR Glucose Insulin HOMA-IR
STWEAK, pg/mL  —0.13°  —0.15> —0.16° —-0.18° -0.15* -0.17° —-0.04 -0.14>  —0.122
sCD163, ng/mL  0.01 0.09? 0.112 —-0.04 0.14 0.14 0.06 0.07 0.09
sCD163/sTWEAK ~ 0.12° 0.18¢ 0.20¢ 0.12 0.20° 0.23° 0.07 0.16° 0.16°
ratio

Data are correlation coefficients.

# Matched for dietary intervention group (MedDiet supplemented with virgin olive oil, MedDiet supplemented with nuts, or control group), age

(=67 vs >67 yr), sex, and BMI (=27 vs >27 kg/m?).
ap< 05°P<.01,°P<.001.
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Table 4. Crude and Adjusted Risk of T2D According to Sex-Adjusted Quartiles of Serum Concentrations of
STWEAK and sCD163 or the sCD163/sTWEAK Ratio
Quartiles (Q) of Biomarkers P for
Linear
Q1 Q2 Q3 Q4 Trend
n 112 14 14 112
STWEAK, median (IQR), 275.4(227.4,327.9) 489.7 (440.4,536.4) 668.5(598.8,760.7) 1276.2(910.1, 1996.4)
pg/mL
Crude (matched)? 1 (Ref.) 0.40(0.25-0.63) 0.46 (0.29-0.71) 0.49 (0.31-0.76) <.01
model
Model 1 1 (Ref.) 0.43(0.27-0.69) 0.46 (0.30-0.73) 0.52 (0.33-0.81) <.01
Model 2 1 (Ref.) 0.45(0.29-0.72) 0.58 (0.37-0.91) 0.63(0.40-0.98) .05
sCD163, median (IQR), 134.0(108.5, 155.3) 195.0(184.2, 207.7) 258.8(245.1,284.7) 401.6 (334.1,494.8)
ng/mL
Crude (matched)? 1 (Ref.) 1.01(0.69-1.76) 1.04 (0.66-1.65) 1.07 (0.66-1.72) .82
model
Model 1 1 (Ref.) 1.15(0.72-1.83) 0.94 (0.58-1.49) 1.06 (0.64-1.73) .99
Model 2 1 (Ref.) 1.15(0.72-1.84) 0.93(0.58-1.50) 1.07 (0.65-1.75) .99
sCD163/sTWEAK ratio, 0.16(0.10, 0.20) 0.31(0.28, 0.35) 0.48 (0.43, 0.56) 0.98 (0.77, 1.28)
median (IQR)
Crude (matched)? 1 (Ref.) 1.26 (0.79-2.02) 0.94 (0.57-1.53) 1.67 (1.06-2.63) .05
model
Model 1 1 (Ref.) 1.21(0.75-1.95) 0.92 (0.56-1.52) 1.65(1.04-2.61) .05
Model 2 1 (Ref.) 1.25(0.76-2.05) 0.98 (0.58-1.65) 1.52 (0.94-2.46) 12

Results are expressed as matched ORs (95% Cl), unless otherwise specified.

@ Matched for dietary intervention group (MedDiet supplemented with olive oil, MedDiet supplemented with nuts or control group), age (=67 vs

>67 yr), sex, and BMI (=27 vs >27 kg/m?).

Model 1: Adjusted for family history of diabetes (yes/no); educational level (primary education/illiterate vs secondary/higher education); alcohol
consumption (=3 standard drink units for men, =1.5 for women, or less than these amounts); smoking (current/not current); physical activity

(sedentary vs active); and MedDiet score (0-14).

Model 2: Further adjusted for MetS components—waist circumference >102 cm in men/>88 cm in women (yes/no); serum triglyceride =150 mg/
dL (yes/no); HDL-cholesterol <40 mg/dL in men/<50 mg/dL in women (yes/no); high blood pressure (=130/85 mm Hg) or medication use (yes/no);
fasting plasma glucose level =100 mg/dL (yes/no); and fasting insulin levels (log.-transformed continuous variable).

with sSTWEAK concentrations, the sCD163/sTWEAK ra-
tio was borderline significantly associated with diabetes
incidence, in both crude and adjusted model 1 (P for linear
trend = .05, both). This association disappeared after ad-
justment for other MetS components and insulin concen-
trations as confounders.

Discussion

In this large prospective nested case-control study conducted
in participants in the PREDIMED study, we used fully ad-
justed analyses to show that those individuals in the highest
baseline quartile of sSTWEAK concentrations had a 37%
lower risk of eventually developing T2D than those in the
lowest quartile. Thus, decreased serum levels of sSTWEAK
are significantly and independently associated with an in-
creased risk of T2D. These findings highlight a possible role
of sSTWEAK on the pathogenesis of T2D.

As far as we know, there is no prospective epidemio-
logical evidence to suggest that serum sTWEAK concen-
trations are linked to diabetes incidence. However, some
cross-sectional studies point to a link between sSTWEAK

concentrations and diabetes (11, 12). Thus, in a recently
published case-control study, T1D patients showed de-
creased concentrations of serum sSTWEAK compared with
controls (11). In this context, Kralisch et al (12) deter-
mined sSTWEAK serum concentrations in 60 chronic he-
modialysis patients (32 had T2D) and 60 controls (30 had
T2D).In that study, mean serum sTWEAK concentrations
were significantly decreased in those individuals with T2D
or hemodialysis and were lowest in subjects with both
conditions (12). These data are in agreement with the re-
sults of our study, which indicate that decreased serum
concentrations of STWEAK could be viewed as a surrogate
biomarker for T2D.

In accordance with previous reports on glucose metab-
olism (12, 13, 26), in our study serum sTWEAK concen-
trations were inversely associated with HOMA-IR levels,
independently of the case-control status. Elucidating the
mechanisms responsible for improvement of insulin sen-
sitivity might enhance the understanding of the patho-
physiology of T2D, being a prerequisite for the develop-
ment of preventive strategies. Thus, taking into account
these data altogether, the sSTWEAK may be considered as
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an indicative biomarker for obesity-associated insulin re-
sistance, which can be measured easily in blood samples
and may prove to be of clinical value for the early identi-
fication of individuals at risk of diabetes.

There is no consensus as to whether there are sex dif-
ferences in the peripheral blood levels of sSTWEAK. The
results of our study agree with those of previous reports,
which show that females had higher concentrations of
STWEAK than males (12, 27) and, therefore, that there
may be a sex dimorphism. Smokers in our study showed
decreased peripheral concentrations of sSTWEAK. The
negative association between smoking and sSTWEAK has
also been recently observed by our research group in in-
dividuals with T1D (11). However, the potential influence
of smoking on the sSTWEAK concentration appears to be
a complex issue that remains to be fully elucidated. Cig-
arette smoke-mediated oxidative stress will induce an in-
flammatory response, which leads to producing proin-
flammatory, chemotactic mediators and oxygen radicals
(28). TWEAK has been proposed to be evolved as a pro-
tection against the development of potential harmful in-
flammatory responses (29). Furthermore, it has also
been reported that under proinflammatory conditions,
TWEAK expression is down-regulated (30). Therefore,
we can speculate that smoking could decrease TWEAK
levels, inducing an inflammatory response and thus in-
creasing the risk of diabetes as observed in our study.

In our study, we found that decreased concentrations of
sTWEAK were related not only to insulin resistance and
diabetes, but also to the MetS, a cluster of metabolic ab-
normalities that increases the risk of CVD (31). Thus, the
results of our study are in accordance with those of other
studies that demonstrate an association between low
sTWEAK concentrations and the risk of CVD (32, 33).

Although our data support the existence of etiological
associations, the biological mechanisms through which
low circulating levels of sSTWEAK increase the risk of di-
abetes remain speculative and require further study.
TWEAK is a multifunctional cytokine whose effects de-
pend on the type of cell and the stage of the disease (9).
Recently, we have demonstrated that the TWEAK/Fn14
axis may be a new component of the network that par-
ticipates in the inflammatory imbalance of the pathogen-
esis of insulin resistance in obesity and T2D (34). Inter-
estingly, TWEAK acts by binding to Fn14, a highly
inducible cell-surface receptor that is linked to several in-
tracellular signaling pathways, including the nuclear fac-
tor-«B (NF-«B) pathway, which is associated with its pro-
inflammatory effect (35-37). In addition, several studies
have demonstrated that in both monocytes and adipocytes
from patients with obesity or T2D, the activation of the
proinflammatory transcription factor NF-«B can release
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proinflammatory mediators that may interfere with insu-
lin signaling and cause insulin resistance (35, 37-39). On
the other hand, it has been demonstrated that Fn14 ex-
pression was up-regulated in human adipose tissues in
severe obesity and that the presence of T2D did not affect
the expression of TWEAK according to the obesity status
(36). However, Fn14 expression was increased mainly in
morbidly obese T2D women (34). Thus, the decreased
concentrations of sSTWEAK in those participants who de-
veloped T2D (96 % of whom were obese) observed in our
study may reflect the uptake of this molecule by its recep-
tor (Fn14), which leads to peripheral decreased serum con-
centrations. Our study found no relation between the se-
rum concentrations of sSTWEAK and sCD163. Despite
this, it is also possible that sSTWEAK levels may also be
decreased by clearance via its scavenger receptor CD163.
In fact, previous data from other groups have shown that
CD163-expressing macrophages can sequester and inter-
nalize sSTWEAK, thus leading to reduced serum concen-
trations (40, 41).

In the present study, serum sCD163 concentrations are
not a useful marker for T2D. This contrasts with results
reported by Moller et al (19) in a general population. Dif-
ferences in the design and the study population could ex-
plain the discrepancies between the results. Our popula-
tion was older and at higher cardiovascular risk than the
population of the Copenhagen City Heart Study (CCHS)
enrolled from the general population and aged 20 years
and older. More importantly, data on fasting glucose mea-
surements at baseline were not available in the CCHS, so
adjustments could not be made for glucose, an important
predictor of diabetes that tends to attenuate the associa-
tion between sCD163 and diabetes. Importantly, in our
study we also observed a significant direct association be-
tween sCD163 concentrations and HOMA-IR in the
whole population, which suggests a direct relationship be-
tween the level of insulin resistance and the peripheral
concentrations of this molecule, as shown in previously
reported studies (17, 18).

Finally, some authors have demonstrated a relationship
between the sCD163/sTWEAK ratio and the presence of
atherosclerotic diseases (40, 41), suggesting that this ratio
could be a biomarker of clinical and subclinical athero-
sclerosis. To the best of our knowledge, our study is the
first to have tested the extent to which this ratio can be
considered a biomarker of diabetes risk. Although the
sCD163/sTWEAK ratio was associated with HOMA-IR,
it was not found to be independently associated with the
risk of diabetes.

We are aware that our study has limitations, but it also
has strengths that should be mentioned. First, a major
limitation is that the population studied was composed of
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elderly individuals with insulin resistance or other CVD
risk factors. Therefore, our findings cannot be extrapo-
lated to young and healthy individuals. Another limitation
of our study is inherent to the study design. In nested case-
control studies, nondiseased persons from whom the con-
trols are selected may not be fully representative of the
original cohort. So, it will be important in the future to
assess prospectively the association between serum levels
of both biomarkers and risk of developing T2D in other
cohorts assessing all the cohort members at baseline. One
of the strengths of our study over previous studies is that
the diagnosis of diabetes was not self-reported and was
verified by a second analytical test, thus making the iden-
tification of new incident cases more reliable. In addition,
in our study, cases were ascertained by an independent
Clinical End-Point Adjudication Committee, whose mem-
bers were unaware of the study-group assignments and
other clinical data. Other strengths of our study include
the relatively large number of incident cases, a long fol-
low-up period, inclusion of individuals of both sexes, and
detailed standardized assessment of and control for a large
number of potential confounding variables.

In summary, in the present study we demonstrated that
decreased serum levels of STWEAK are independently as-
sociated with T2D development. Further studies are war-
ranted to confirm these findings in different populations
and to elucidate the mechanisms explaining these findings.
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Resumen:

Introduccién y objetivo: Recientemente, se ha descrito al sTWEAK como una citocina
implicada en la modulacién de procesos inflamatorios y aterogénicos relacionados con el riesgo
cardiometabdlico. El presente estudio se realizé con el objetivo de analizar la asociacidn entre
las concentraciones séricas de STWEAK y prevalencia del sindrome metabdlico (SM), y sus

componentes en individuos de edad avanzada con alto riesgo cardiovascular.

Diseiio, escenario y participantes: Se realizé un andlisis transversal con 452 individuos no
diabéticos — hombres y mujeres con un rango de edad entre 55 y 80 aflos — con alto riesgo
cardiovascular reclutados en el estudio PREDIMED, de los cuales 234 fueron diagnosticados de
SM. El diagnéstico de SM se defini6 en base a los criterios armonizados actualizados de la IDF-
AHA/NHLBI en el afio 2009. Se utilizaron analisis de regresion logistica para estimar las Odds
Ratios (ORs) para el SM y sus componentes seguin los terciles de las concentraciones séricas de

sTWEAK determinadas mediante kits ELISA.
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Resultados: Los sujetos con diagndstico de SM presentaron menores concentraciones séricas
circulantes de sSTWEAK que aquellos sujetos sin SM. Los analisis de regresion ajustados por edad
y sexo, mostraron que aquellos sujetos localizados en el tercil mas bajo de las concentraciones
séricas del sSTWEAK presentaron un mayor riesgo de tener SM [OR: 1,71 (IC de 95%, 1,07-2,72)],
y un mayor riesgo de tener obesidad abdominal [2,01 (1,15-3,52)], hiperglucemia [1,94 (1,20-
3,11)], e hipertrigliceridemia [1,73 (1,05-2,82)], con respecto aquellos sujetos situados en tercil
superior. Estas asociaciones persistieron después de controlar por factores de confusién tales
como antecedentes familiares de diabetes, enfermedad coronaria prematura, factores de estilo
de vida, funcién renal y otros componentes del SM. Las concentraciones séricas de STWEAK
fueron significativamente mas bajas a medida que aumentaba el numero de componentes del
SM. Aquellos sujetos localizados en el tercil mas bajo de las concentraciones séricas de sSTWEAK
presentaron un mayor riesgo de tener un mayor nimero de componentes del SM respecto
aquellos sujetos localizados en el tercil superior. Las ORs ajustadas para sujetos con 2 vs <1, 3 vs
<1,y 2= 4 vs< 1 componentes del SM fueron 2,60 (01,09-06,22), 2,83 (1,16-6,87) y 6,39 (2,42-

16,85), respectivamente.

Conclusion: En pacientes de edad avanzada con alto riesgo cardiovascular, unos niveles séricos
bajos de sSTWEAK se asociaron con una mayor prevalencia de SM; siendo la obesidad abdominal,
la hipertrigliceridemia y la hiperglucemia los principales contribuyentes de esta asociacion.
Estos resultados sugieren que los niveles circulantes de sSTWEAK podrian desempefiar un papel
modulador de estas alteraciones metabdlicas asociadas a la obesidad y el riesgo de DMT2 y

enfermedad cardiovascular.
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Reduced circulating sTWEAK levels are associated
with metabolic syndrome in elderly individuals at
high cardiovascular risk

Andrés Diaz-Lopez'?, Monica Bulld'?, Matilde R Chacén?, Ramén Estruch®”, Joan Vendrell®, Javier Diez-Espino®,
Montserrat Fito*®, Dolores Corella’ and Jordi Salas-Salvado'”

Abstract

Background: The circulating soluble TNF-like weak inducer of apoptosis (STWEAK) is a cytokine that modulates
inflammatory and atherogenic reactions related to cardiometabolic risk. We investigated the association
between sTWEAK levels and metabolic syndrome (MetS) and its components in older subjects at high
cardiovascular risk.

Methods: Cross-sectional analysis of 452 non-diabetic individuals (men and women aged 55-80 years) at high
cardiovascular risk. MetS was defined by AHA/NHLBI and IDF criteria. Logistic regression analyses were used to estimate
odds ratios (ORs) for MetS and its components by tertiles of serum sTWEAK concentrations measured by ELISA.

Results: sSTWEAK concentrations were lower in subjects with MetS than in those without. In gender- and age-adjusted
analyses, subjects in the lowest STWEAK tertile had higher ORs for overall MetS [1.71 (95% Cl, 1.07-2.72)] and its
components abdominal obesity [2.01 (1.15-3.52)], hyperglycemia [1.94 (1.20-3.11)], and hypertriglyceridemia [1.73 (1.05-
2.82)] than those in the upper tertile. These associations persisted after controlling for family history of diabetes and
premature coronary heart disease, lifestyle, kidney function and other MetS components. sSTWEAK concentrations
decreased as the number of MetS components increased. Individuals in the lowest vs the upper sSTWEAK tertile had an
increased risk of disclosing greater number of MetS features. Adjusted ORs for individuals with 2 vs <1, 3 vs <1, and >4
vs < 1 MetS components were 260 (1.09-6.22), 2.83 (1.16-6.87) and 6.39 (2.42-16.85), respectively.

Conclusion: In older subjects at high cardiovascular risk, reduced sTWEAK levels are associated with MetS: abdominal
obesity, hypertriglyceridemia and hyperglycemia are the main contributors to this association.

Keywords: sTWEAK, Metabolic syndrome, Cardiovascular risk, Biomarkers, Insulin resistance

Background

The TNF-like weak inducer of apoptosis (TWEAK) is a
molecule of the TNF superfamily [1,2]. It is initially
expressed as a type-II trans-membrane protein (nNTWEAK),
but a smaller biologically active form can also be shed into
the circulation as a soluble form (STWEAK). TWEAK is
ubiquitously expressed in a variety of organs, tissues and
cell types, with high levels in heart, brain, pancreas,
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skeletal muscle and adipose tissues, and lower levels in
liver and kidney. The binding of sSTWEAK to its receptor,
the fibroblast growth factor-inducible 14 (Fn14), mediates
multiple biological effects, including proinflammatory
cytokine induction, angiogenesis, and the regulation of cell
survival, proliferation and death [3,4].

In recent years, cross-sectional studies investigating
the associations between sTWEAK and diseases and/or
metabolic disorders have been widely reported. In this
context, Blanco-Colio et al. reported lower levels of
sTWEAK in patients with atherosclerosis and a negative
correlation between circulating TWEAK levels and the
intima/media thickness in asymptomatic subjects [5].
Similarly, circulating sSTWEAK levels have been found to

© 2014 Diaz-Lopez et al licensee BioMed Central Ltd. This is an Open Access article distributed under the terms of the
Creative Commons Attribution License (http://creativecommons.org/licenses/by/2.0), which permits unrestricted use,
distribution, and reproduction in any medium, provided the original work is properly credited. The Creative Commons Public

Domain Dedication waiver (http://creativecommons.org/publicdomain/zero/1.0/) applies to the data made available in this

article, unless otherwise stated.
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be reduced in various cardiovascular and metabolic dis-
orders [6-11]. Decreased sSTWEAK levels have also been
related to a higher risk of endothelial dysfunction in sub-
jects with chronic kidney disease [12], and to long-term
cardiovascular mortality in patients with peripheral ar-
tery disease (PAD) [13]. And circulating sSTWEAK con-
centrations have been negatively correlated with such
other laboratory and clinical parameters as fasting plasma
glucose levels, insulin resistance assessed by homeostasis
model assessment of insulin resistance (HOMA-IR) and
systolic or diastolic blood pressure in patients with type 2
diabetes (T2D) and in chronic kidney disease [10,14]. Fi-
nally, our group has demonstrated that patients with type
1 diabetes (T1D) had lower STWEAK levels than healthy
subjects [15], and a negative association between sSTWEAK
levels, glucose metabolism-related parameters and T2D in-
cidence has been reported [16].

To date, the relationship between circulating sSTWEAK
levels and Metabolic Syndrome (MetS) has not been ex-
plored. Based on recent researches, we hypothesized that
low serum sTWEAK levels are associated with MetS, a
common metabolic disorder, resulting from abdominal
obesity and insulin resistance [17]. Thus, the present
study aimed to explore whether circulating STWEAK
concentrations are associated with MetS and its individ-
ual components in elderly subjects at high cardiovascu-
lar risk.

Methods

Study design and participants

The present cross-sectional study was carried out on 452
Caucasian individuals at high risk for coronary heart dis-
ease (CHD), recruited by their medical practitioners from
three Spanish centers (Reus, Barcelona and Pamplona)
within the framework of the PREDIMED study [18], which
were randomly selected from those without diabetes at
baseline. The participants studied were community-
dwelling men and women aged 55-80 years. The exclu-
sion criteria included: prior cardiovascular disease (CVD)
(including coronary heart disease [angina, myocardial in-
farction, coronary revascularization procedures or exist-
ence of abnormal Q waves in the electrocardiogram],
stroke [either ischemic or hemorrhagic, including transi-
ent ischemic attacks], or clinical peripheral artery disease
with symptoms of intermittent claudication), prevalent
diabetes or treatment with insulin or oral hypoglycemic
drugs, immunodeficiency or HIV-positive status, illegal
drug use or chronic alcoholism, and/or body mass index
(BMI) >40 kg/m>. All participants had at least three of the
following cardiovascular risk factors: smoking, hyperten-
sion (systolic blood pressure >140 mmHg or diastolic
blood pressure >90 mmHg or under antihypertensive
medication), high low-density lipoprotein (LDL)-choles-
terol (2160 mg/dl), low high-density lipoprotein (HDL)-
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cholesterol (<40 mg/dl independently of lipid-lowering
therapy), overweight/obesity (BMI >25 kg/m?), or family
history of early-onset CHD.

The study was conducted in agreement with the Dec-
laration of Helsinki. The study protocol was approved by
the institutional review boards of the three centers in-
volved, and all subjects agreed to participate in the study
and gave their informed consent.

Clinical and anthropometric information

Medical information was collected on subjects’ medical
record of a 47-item questionnaire about education, life-
style, history of illnesses and medication use. We also
administered a semiquantitative 137-item validated food
frequency questionnaire [19] and a validated Spanish
version of the Minnesota Leisure Time Physical Activity
Questionnaire to assess physical activity [20]. In addition,
anthropometric variables such as weight, height and waist
circumference (midway between the lower rib and the su-
perior border of the iliac crest) and blood pressure mea-
sured in triplicate using a validated semi-automatic
oscillometer (Omron HEM-705CP, Hoofddorp, Netherlands)
were determined by trained staff [21].

Laboratory measurements

Blood samples were collected from all participants after
an overnight fast. The aliquots of serum and EDTA
plasma were immediately processed at 4°C, coded, and
shipped to a central laboratory in a portable cooler, and
stored at -80°C until analysis. The time between blood
sampling and freezing was less than one hour. Plasma
levels of fasting glucose and serum levels of total choles-
terol, HDL-cholesterol and triglycerides were measured
by routine laboratory tests using standard enzymatic
methods. LDL-cholesterol concentrations were calcu-
lated using Friedewald’s equation. Serum and urinary
creatinine, and urinary albumin concentrations were
determined by the modified Jaffé colorimetric method
and by the Bromcresol green albumin (BCG) method,
respectively.

The urinary albumin (mg/L)-to-creatinine (mg/dL) ra-
tio (ACR) was calculated and is reported in milligrams
per gram. On the basis of serum creatinine concentra-
tion measurements, the glomerular filtration rate was
estimated (eGFR) by the CKD-EPI (Chronic Kidney Dis-
ease Epidemiology Collaboration) equation for Caucasians
[22] as a measure of kidney function. sSTWEAK concentra-
tions were determined in duplicate, in serum samples that
had never suffered any previous thaw cycle, by ELISA
using the commercially available, human TWEAK/
TNESF12 kit #DY1090 (R&D Systems Europe, Abingdon,
Oxon, UK). The intra- and inter-assay coefficients of vari-
ation were 2.5% and 7.0%, respectively.
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Definition of metabolic syndrome

The definition of MetS that we used was the new one by
the International Diabetes Federation (IDF) and the
American Heart Association/National Heart, Lung, and
Blood Institute (AHA/NHLBI), which has harmonized
previous definitions [23]. According to this definition, a
diagnosis of MetS requires the presence of at least three
of the following five components or risk factors: (1) ab-
dominal obesity measured by waist circumference accord-
ing to different ethnic groups by gender; (2) hypertension
(systolic and/or diastolic blood pressures >130/85 mmHg
or antihypertensive drug treatment); (3) low HDL-
cholesterol levels [fasting serum HDL-cholesterol levels
<40 mg/dL (1.03 mmol/L) in men and <50 mg/dL
(1.3 mmol/L) in women or drug treatment for reduced
HDL-C; (4) hypertriglyceridemia [fasting serum triglycer-
ides 2150 mg/dL (1.7 mmol/L) or taking triglyceride-
lowering medication]; and (5) hyperglycemia [fasting
plasma glucose level 2100 mg/dL (=5.5 mmol/L) or drug
treatment for elevated glucose levels].

Statistical analysis

Analyses were performed using the SPSS software ver-
sion 19.0 (SPSS Inc, Chicago, IL). General characteristics
of the study population are presented by MetS status
and were compared using independent ¢-tests for con-
tinuous variables and Pearson x> tests for dichotomous
variables. The distribution of variables was tested using the
Kolmogorov—Smirnov tests. Skewed variables (STWEAK,
triglyceride and plasma fasting glucose levels) were log,.-
transformed prior to statistical analyses to approximate a
normal distribution. All the data are presented either as
means * standard deviation (SD) for symmetric continuous
variables, median and inter quartile range for skewed con-
tinuous variables, or numbers and percentages for dichot-
omous variables. Age- and gender-adjusted partial Pearson
correlation analysis was used to study the relationships be-
tween serum sTWEAK concentration and each of the
MetS components (all as continuous variables).

Binary logistic regression analysis was used to estimate
the odds ratios (ORs) and 95% confidence intervals (CI)
for the prevalence of MetS, its components separately,
and the MetS score [sum of MetS components for each
individual (<1 to >4)] by sSTWEAK tertiles. The upper
STWEAK tertile was considered as the reference cat-
egory. For the regression analyses several models were
fitted, controlling for the following potential con-
founders: Model 1 was adjusted for gender and age.
Model 2 was additionally adjusted for family history of
diabetes and premature CHD (yes/no), educational level
(primary education vs secondary/higher education), alco-
hol intake (g/d), smoking (current/not current), physical
activity [sedentary (<200 METs-min/d) vs active (>200
METs-min/d)] and eGFR. A third model was also fitted
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to assess the associations between tertiles of sTWEAK
concentrations and each individual component of the
MetS. This model was additionally adjusted for the above-
mentioned model 2 and for the other components of
MetS as dichotomized variables (model 3). Effect modifi-
cation by gender was evaluated and tested by adding the
product term of serum sTWEAK concentration*gender to
the univariate model. The models were not stratified by
gender because no significant interactions between
STWEAK and gender on MetS or its components were
detected (all P-values >0.05). Linear trend tests were cal-
culated using the median serum sTWEAK concentrations
of each category, which were then introduced into the
models as a continuous variable. All statistical tests were
two-tailed and the significance level was set at P <0.05.

Results
Table 1 presents the general characteristics of the study
populations stratified by MetS status. In all the individ-
uals (n =452; mean age, 66 * 6 year) — 214 men and 238
women — the prevalence of MetS was 51.8% (234/452).
Those with MetS exhibited significantly higher mean
BMI, waist circumference, and systolic and/or diastolic
blood pressure than those without. They also had signifi-
cantly higher levels of serum triglycerides and plasma
glucose. In contrast, individuals with MetS had signifi-
cantly lower HDL-cholesterol levels and serum sTWEAK
concentrations than those subjects without MetS (Table 1).
The age- and gender-adjusted partial correlation analysis
in the whole population showed that sSTWEAK concentra-
tions were negatively related to waist circumference (r =
-0.13, p =0.005), fasting plasma glucose (r=-0.16, p <
0.001), and serum triglyceride levels (r =-0.10, p =0.03).
No relationship between STWEAK concentrations and
HDL-cholesterol levels, or systolic and/or diastolic blood
pressure was found (data not shown). We also used the
same partial correlation analysis to assess the relationship
between STWEAK concentrations and such markers of
kidney function as urinary ACR (ACR data was available
for only 246 participants) and eGFR. No relationship was
found between STWEAK and ACR (r=0.05; P =0.42).
However, a weak inverse relationship was observed be-
tween STWEAK and eGFR (r = —-0.14; P = 0.003). Even so,
we included this variable in the model as a confounder.
Binary logistic regression analyses are reported in
Tables 2, 3 and 4. The prevalence of MetS according to
STWEAK levels in the lowest, middle, and highest tertile
decreased from 59.3 to 49.7 and 46.4%, respectively. In
the crude analysis, individuals in the lower sSTWEAK ter-
tile had a significant higher risk of MetS than subjects in
the upper tertile [OR, 1.69 (95% CI, 1.06 - 2.66); P for
trend = 0.024]. After adjustments for relevant con-
founders (such as gender, age, family history of diabetes
and premature CHD, education, smoking, alcohol intake,



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI

MARCADORES BIOQUIMICOS EMERGENTES RELACIONADOS CON DIABETES MELLITUS TIPO 2

Andrés Diaz Loépez

Diaz-Lépez et al. Cardiovascular Diabetology 2014, 13:51 Page 4 of 9
http://www.cardiab.com/content/13/1/51
Table 1 General characteristics of the study population stratified for the presence and absence of MetS
Baseline variable MetS Non-MetS P value*
n 218
Age, years 66+ 6 67+6 0.30
Men, % (n) 47 (103) 47 (111) 1.00
BMI, kg/m2 306+29 292+30 <0.001
Overweight/obesity (BMI >25 kg/m?), % (n) 97 (228) 94 (206) 0.14
Waist circumference, cm 1026+ 88 96.5+938 <0.001
Smoking habits
Current smoker, % (n) 23 (54) 22 (48) 0.82
Non-smoker, % (n) 77 (180) 78 (170)
Physical activity, METS-min/d 255242058 289.0+265.0 0.13
Educational level
Primary education, % (n) 69 (160) 71 (154) 061
Secondary or higher education, % (n) 31 (74) 29 (64)
Family history of diabetes, % (n) 31(73) 25 (55) 0.17
Family history of premature CHD, % (n) 16 (38) 18 (41) 049
Diastolic blood pressure, mmHg 886+ 104 84.2+100 <0.001
Systolic blood pressure, mmHg 1555+205 1490+ 192 <0.001
LDL-cholesterol, mg/dL 13784322 1406+31.8 035
HDL-cholesterol, mg/dL 508+ 120 594+ 140 <0.001
Triglyceride, mg/dL’ 159.0 (116.0, 208.0) 107.0 (82.0, 130.0) <0.001
Fasting glucose, mg/dL" 105.3 (97.0, 117.6) 91.0 (86.0, 97.0) <0.001
sTWEAK, pg/mLJr 543.0 (3673, 751.2) 595.6 (4186, 844.5) 0014
Urinary ACR (mg/g) 18.1+319 12.7£303 017
eGFR (ml/min/1.73 m?) 740£149 755+153 0.29
Metabolic syndrome components
Abdominal obesity, % (n) 88 (207) 53 (115) <0.001
Hyperglycemia, % (n) 69 (161) 10 (22) <0.001
Hypertriglyceridemia, % (n) 60 (141) 6 (14) <0.001
Low HDL-cholesterol level, % (n) 37 (88) 5(12) <0.001
Hypertension, % (n) 99 (233) 94 (206) 0.001

Data expressed as mean + SD, or % (number). Abbreviations: MetS Metabolic Syndrome, BMI body mass index, METs Metabolic Equivalents, CHD coronary heart disease,
LDL low-density lipoprotein, HDL high-density lipoprotein, sSTWEAK soluble TNF-like weak inducer of apoptosis, ACR Albumin-creatinine ratio (ACR data was available
only for 246 participants; n = 129 in MetS group and n =117 in Non-MetS group), eGFR estimated glomerular filtration rate. 'Values expressed as median with inter
quartile range. *P value for comparisons between two groups was tested by x2 test for categorical variables or Student’s t-test for continuous variables.

physical activity and eGFR) the magnitude of these asso-
ciations did not appreciably change [1.85 (1.15 - 3.00); P
for trend = 0.011]. A similar and significant inverse asso-
ciation between sTWEAK and prevalence of MetS was
observed when the sSTWEAK was analyzed as a continu-
ous variable [1.49 (1.13 - 1.98) per unit decrease in esti-
mated log STWEAK] (Table 2).

Similarly, after adjusting for model 2 mentioned above,
compared to the subjects in the upper sSTWEAK tertile,
those in the lower tertile had an increased risk of the ab-
dominal obesity, hyperglycemia, and hypertriglyceridemia
components of the MetS [2.03 (1.14 - 3.60), P for trend
0.013; 1.95 (1.20- 3.19), P for trend 0.007; 1.97 (1.18-3.30),

P for trend 0.041, respectively]. These associations were
slightly attenuated but remained significant after add-
itional adjustment for the others MetS components
(model 3). Nevertheless, sSTWEAK was not associated
with the prevalence of such components of the MetS as
low HDL-cholesterol and hypertension (Table 3).

A total of 13.7% of the total study population had one
or no components of the MetS, 34.5% had two, 28.8%
had three, and 23.0% had four or more. Serum sTWEAK
concentrations decreased when the number of MetS
components (MetS score) was increased. The median
STWEAK concentrations in the following categories: <1,
2, 3, and >4 MetS components were 615.6, 587.5, 555.7,
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Table 2 Odds ratio and 95% CI for MetS according to tertiles of serum sTWEAK concentrations
Tertiles of STWEAK concentrations
. + 1st tertile 2nd tertile 3rd tertile P value
Continuous f %
<453.1 ng/mL 453.1 to 706.4 < ng/mL >706.4 ng/mL or trend
No. of MetS/No. of non-MetS 234/218 89/61 75/76 70/81
Crude model 1.39 (1.06 - 1.82) 1.69 (1.06 - 2.66) 114 (0.73-1.79) 1.00 [Ref] 0.024
Model 1 140 (1.07 - 1.84) 171 (1.07 - 2.72) 1.15(0.72 - 1.82) 1.00 [Ref] 0.022
Model 2 149 (1.13 - 1.98) 1.85 (1.15 - 3.00) 121 (0.75 - 1.94) 1.00 [Refl] 0011

Results expressed as odds ratios (95% Cl) for MetS from logistic regression analysis. Abbreviations: MetS Metabolic Syndrome, sSTWEAK soluble TNF-like weak

inducer of apoptosis.

Crude model: unadjusted; Model 1: Adjusted for gender and age; Model 2: Additionally adjusted for family history of diabetes and premature CHD (yes/no),
educational level (primary education vs secondary/higher education), alcohol intake (g alcohol/d), smoking (current/not-current), physical activity (sedentary vs
active) and eGFR. *Per unit decrease in log STWEAK. *Linear trend tests were calculated using the median serum sTWEAK concentrations of each category and

using them as a new continuous variable in the models.

and 522.1 pg/mL, respectively (P for trend = 0.001).
Table 4 shows the ORs for the MetS score associated
with the presence of two, three, and four or more MetS
components compared with the presence of one or no
components, according to sSTWEAK tertiles. In the full
model (model 2), individuals in the lowest vs the upper
sSTWEAK tertile had an increased risk of having a
greater number of MetS components.

Discussion
In this cross-sectional study conducted on community-
dwelling elderly subjects at high cardiovascular risk, we
report for the first time that low STWEAK concentrations
were associated with increased risk of MetS, independent
of several confounders. Abdominal obesity, hyperglycemia
and hypertriglyceridemia were the main contributors to
this association. These findings add new knowledge to the
current scientific literature, and suggest that sTWEAK
may have a role in metabolic disorders such as MetS.
Overall, almost all the available studies have confirmed
that patients with CVD or CVD-related diseases have
decreased STWEAK concentrations. In previous studies,
a reduced concentration of STWEAK has been described
in patients with such pathological conditions as chronic
heart failure [6], coronary and peripheral arterial disease
[7-9], hypertension [11], T1D and T2D, and/or end-stage
renal failure [10,15,16]. These data are in agreement with
the findings of our study, which indicated a link between
low sSTWEAK concentrations and MetS, a cluster of
metabolic disorders which predispose to the develop-
ment of T2D and atherosclerosis, and increase the risk
of CVD [24]. In line with this, several authors have sug-
gested that reduced levels of STWEAK might serve as a
novel biomarker of atherosclerosis [5,10]. In fact, it has
recently been reported that low sTWEAK levels were as-
sociated with long-term cardiovascular mortality in
symptomatic PAD patients [13], and could be considered
as a predictor of future cardiovascular outcomes in non-
dialysis CKD patients [25]. It is also important to mention

that in our study as the number of MetS components in-
creased, the STWEAK values gradually decreased. In keep-
ing with these observations, we found that individuals
with lower STWEAK levels were more likely to have more
MetS components. Thus, the consideration of STWEAK
as an indicative biomarker of risk factors for CVD is rein-
forced by our findings in MetS patients. Although our
data support the possible existence of etiological associa-
tions, the biological mechanisms through which low
STWEAK levels were related to MetS remain speculative.
Obesity-induced inflammation might be one of the mech-
anisms explaining the observed association in our study.

Vendrell et al. [26] reported that TWEAK and Fnl4
gene expression were higher in the adipose tissue of se-
verely obese patients than in controls, and that inflam-
matory stimuli in vitro induced by lipopolysaccharide
and TNFa up-regulated TWEAK in THP-1 macrophages
and Fnl4 expression in SGBS adipocyte cells, respect-
ively [26]. Despite the moderate inflammatory capacity
of the sSTWEAK cytokine over the adipocyte, a competi-
tive interfering activity with TNFa signalling in the
adipocyte has been described [27,28]. An imbalance of
STWEAK forms (membrane bound mTWEAK and soluble
STWEAK) in the obese state may help potentiate the in-
flammatory effect of TNFa over the adipocyte.

Our finding that lower sSTWEAK concentrations were
related with abdominal obesity agrees with the data ob-
tained by Maymoé-Masip et al. [27], which show that
STWEAK levels in severely obese patients are lower than
in controls, and that their concentration increases after
weight loss. This may suggest that sSTWEAK plays an
anti-inflammatory role in this setting, although add-
itional in vivo and in vitro studies are required. More-
over, in the case of severely obese individuals they found
that the main determinant of the sSTWEAK circulating
levels was BM], in an inverse-dependent manner [27].

There is no clear explanation for the mechanisms lead-
ing to lower levels of STWEAK in individuals with MetS.
The rationale that low levels of sSTWEAK, unlike other
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Table 3 Odds ratio and 95% ClI for the individual components of the MetS according to tertiles of serum sTWEAK

concentrations

Tertiles of STWEAK concentrations

Effects on components of the MetS 1st tertile 2nd tertile 3rd tertile P value
<453.1 ng/mL 453.1 to <706.4 ng/mL >706.4 ng/mL for trend*

Abdominal obesity

No. abdominal obesity/No. non abdominal obesity 120/30 94/57 108/43

Crude model 1.60 (093 - 2.71) 0.65 (040 - 1.06) 1.00 [Ref] 0.091

Model 1 201 (1.15-352) 0.86 (0.51 - 1.43) 1.00 [Refl] 0.012

Model 2 203 (1.14 - 3.60) 0.88 (0.52 - 147) 1.00 [Ref] 0013

Model 3 1.85(1.03 - 333) 087 (051 - 1.47) 1.00 [Ref] 0.036

Hyperglycemia

No. hyperglycemia/No. non hyperglycemia 74/76 60/91 49/102

Crude model 203 (1.27 -3.23) 1.37 (0.86 - 2.19) 1.00 [Ref] 0.003

Model 1 194 (1.20-3.11) 1.29 (0.80 - 2.09) 1.00 [Ref] 0.006

Model 2 1.95 (120 - 3.19) 137 (0.84 - 2.24) 1.00 [Ref] 0.007

Model 3 1.71 (1.04 - 2.83) 1.37 (082 - 2.27) 1.00 [Refl] 0.037

Hypertriglyceridemia

No. hypertriglyceridemia/No. nonhypertriglyceridemia 60/90 54/97 41/110

Crude model 1.79 (1.10 - 2.90) 149 (092 - 2.46) 1.00 [Refl] 0.021

Model 1 1.73 (1.05 - 2.82) 140 (0.85 - 2.31) 1.00 [Ref] 0.031

Model 2 1.97 (1.18 - 3.30) 144 (0.86 - 242) 1.00 [Ref] 0.010

Model 3 1.68 (1.02 - 2.79) 1.36 (0.82 - 2.26) 1.00 [Refl] 0.041

Low HDL-cholesterol

No. low HDL-cholesterol/No. non low HDL-cholesterol 31/119 31/120 38/113

Crude model 0.77 (045 - 1.33) 0.76 (044 - 1.31) 1.00 [Refl] 0.355

Model 1 081 (047 -1471) 081 (047 - 142) 1.00 [Ref] 0478

Model 2 0.86 (048 - 1.52) 0.82 (046 - 1.46) 1.00 [Ref] 0614

Model 3 067 (036 - 1.24) 0.71 (0.39 - 1.29) 1.00 [Refl] 0.207

Hypertension

No. hypertension/No. non hypertension 148/2 143/8 148/3

Crude model 1.50 (0.25 - 9.10) 0.36 (0.09 - 1.39) 1.00 [Refl] 0.697

Model 1 1.51 (0.25 - 9.30) 037 (0.09 - 1.47) 1.00 [Ref] 0653

Model 2 1.67 (0.25 - 11.26) 033 (0.08 - 1.36) 1.00 [Ref] 0619

Model 3 1.22 (0.18 - 842) 0.33 (0.07 - 141) 1.00 [Refl] 0.929

Results expressed as odds ratios (95% Cl) for MetS components from logistic regression analysis. Abbreviations: MetS Metabolic Syndrome, sTWEAK soluble TNF-like weak

inducer of apoptosis.

Crude model: unadjusted; Model 1: Adjusted for gender and age; Model 2: Additionally adjusted for family history of diabetes and premature CHD (yes/no),
educational level (primary education vs secondary/higher education), alcohol intake (g alcohol/d), smoking (current/not-current), physical activity (sedentary vs
active) and eGFR; Model 3: Additionally adjusted for the presence of abdominal obesity (except for abdominal obesity), hyperglycemia (except for hyperglycemia),
hypertriglyceridemia (except for hypertriglyceridemia), low HDL-cholesterol (except for low HDL-cholesterol), hypertension (except for hypertension). *Linear trend

tests were calculated using the median serum sTWEAK concentrations of each category and using them as a new continuous variable in the models.

cytokines, appear to protect against pathological condi-
tions associated with increased chronic inflammatory ac-
tivity is incompletely understood. Several conceivable
explanations have been proposed. For instance, STWEAK
may have a beneficial effect on the regulation of the im-
mune response because it has been shown that TWEAK-
deficiency in mice leads to overabundant natural killer

cells and hypersensitivity to bacterial endotoxin, with an
excess of interferon-y and IL-12 production from innate
immune cells. Furthermore, sSTWEAK inhibits the activa-
tion of the transcriptional stimulator signal transducer
and activator of transcription (STAT)-1, and induces the
association of p65 NF-kB with histone deacetylase 1, thus
repressing cytokine production [29]. A reduction of
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Table 4 Odds ratio and 95% CI for MetS score (number of
MetS components) according to tertiles of serum sTWEAK
concentrations

Tertiles of STWEAK concentrations

1st tertile 2nd tertile 3rd tertile

MetS score_453.1 ng/mL <73651'1n;‘/’m|_ >706.4 ng/mL
Crude model:

2vs <1 215 (096 -4.79) 096 (049 - 1.88) 1.00 [Ref]

3vs <1 242 (1.06 - 5.51) 1.11(0.56 - 2.22) 1.00 [Refl]

24 vs <1 3.88 (1.66 - 9.06) 1.11 (0.52 - 2.36) 1.00 [Refl]
Model 1:

2 vs <1 284 (1.22 - 662) 1.26 (0.62 - 2.58) 1.00 [Refl]

3vs <1 290 (1.23 - 6381) 1.39 (0.66 - 2.90) 1.00 [Ref]

24 vs <1 450(1.87-1082) 133(061 -293) 1.00 [Refl]
Model 2:

2 vs <1 260 (1.09 - 622) 1.24 (060 - 2.58) 1.00 [Ref]

3vs <1 283 (1.16 - 6.87) 145 (067 - 3.01) 1.00 [Ref]

24vs <1 639 (242-1685 192 (0.80 - 4.61) 1.00 [Refl]

Results expressed as odds ratios (95% Cl) for the number of MetS components
from logistic regression analysis. Sample size of each group of MetS components
score is as follows: <1, n = 62; 2, n = 156; 3, n = 130; >4, n = 104. Abbreviations:
MetS Metabolic Syndrome, sSTWEAK soluble TNF-like weak inducer of apoptosis.
Crude model: unadjusted; Model 1: Adjusted for gender and age: Model 2:
Additionally adjusted for family history of diabetes and premature CHD
(yes/no), educational level (primary education vs secondary/higher education),
alcohol intake (g alcohol/d), smoking (current/not-current), physical activity
(sedentary vs active) and eGFR.

sTWEAK in serum, due to uptake by the Fnl4 receptor,
has also been postulated. Endothelial dysfunction is the
initial pathophysiological step in the progression of vascu-
lar damage that precedes and leads to clinically visible
CVD [30]. Under these conditions, Fnl4 expression is in-
creased in the endothelium. Recently, we reported in-
creased Fnl4 expression in human adipocytes from
severely obese subjects [31]. These cells also showed an
increase in Fnl4 expression after inflammatory stimula-
tion, thus increasing availability for the STWEAK ligand,
which could lead to a peripheral reduction in serum
STWEAK [26,27]. An alternative hypothesis proposes the
involvement of CD163, a monocyte-macrophage surface
receptor which seems to act as a scavenger receptor for
sTWEAK [32]. Thus, the reduction in sSTWEAK could be
related to the presence of sCD163, which is up-regulated
in patients with CKD and also in obese subjects [33-35].
This incremental increase could enable STWEAK degrad-
ation by inflammatory macrophages, leading to decreased
STWEAK levels and the reduction in the sTWEAK/
sCD163 ratio observed in such diseases as CKD [35].
Thus, low STWEAK levels may be related to the degree of
macrophage activation.

In our study, we found that reduced levels of STWEAK
were not only related to abdominal obesity, but also to

Page 7 of 9

such other MetS components as hyperglycemia and
hypertriglyceridemia. In this regard, we also found that
in human studies, changes in circulating free fatty acids
can influence circulating levels of STWEAK, indicating
that lipotoxicity could be an important factor that regu-
lates STWEAK levels in an inverse manner [27]. Our
findings with regard to hyperglycemia are in line with
previous studies reporting an inverse association between
STWEAK and such glucose metabolism-related parame-
ters as fasting glucose and HOMA-IR [5,10,15,16]. In fact,
impaired fasting plasma glucose levels are recognized risk
factors for the development of T2D [36]. Interestingly, in
a large prospective nested case—control study we found
that reduced sSTWEAK levels were associated with T2D
incidence [16]. Consistent with our findings, in a study of
60 individuals with chronic hemodialysis (32 had T2D)
and 60 controls (30 had T2D), the sSTWEAK concentra-
tions in T2D patients on hemodialysis were lower [10].
Conversely, in vitro studies showed that NF-«B activation
affects TWEAK-induced insulin resistance by attenuating
the action of insulin in hepatocytes [37]. Anyhow, in vivo
experiments or animal models may help to clarify the ef-
fect of TWEAK on insulin resistance.

At the present time, how TWEAK binding to Fnl4
can have such diverse cell-type specific biological effects
is not understood, but the differential activation of intra-
cellular signalling cascades is likely to be one explanation.
TWEAK can have either positive (beneficial) or negative
(detrimental) biological effects, depending on the type of
cell, tissue injury and/or the stage of the disease [3,4].

Thus, considering these observations as a whole, we
suggest that TWEAK contributes to the inflammatory/
anti-inflammatory imbalance observed in obesity, par-
ticularly abdominal-visceral obesity and the insulin re-
sistance state, and largely explains the association of
TWEAK with hyperglycemia [38] and the future devel-
opment of T2D. The examination of the biological
mechanisms through which sTWEAK improves insulin
sensitivity has demonstrated that, in visceral adipocytes,
treatment with sSTWEAK ameliorates TNFa-induced in-
sulin resistance on glucose uptake [39,40]. This occurs
because it abolishes the stimulatory effect of TNFa on
JNK1/2 kinase, which is directly involved in the develop-
ment of insulin resistance [41]. This effect is at least partly
produced by a reduction in the cellular concentration of
TRAF2, leading to a curbing of TNFa intracellular signal-
ing events. Furthermore, this modulation of TNFa-
induced changes in insulin sensitivity was found to be
associated with an increase in the activity of PP2A, a Ser/
Thr phosphatase, known to negatively regulate cytokine
signaling [39]. Additionally, in human subcutaneous adi-
pocytes, STWEAK exerts a modulatory effect on TNFa-
induced cytokine production by inhibiting the MAPK and
NEF-«B signalling cascades commonly used by TNFa [27].
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This protective/modulatory effect of sTWEAK on
TNFa activity has been observed in such pathologies as
rheumatoid arthritis [42], ischemic stroke [43] and sev-
eral tumour epithelial cell lines [44], suggesting general
competitive behaviour between sSTWEAK and TNFa.

Lower levels of sSTWEAK have been reported in young
individuals with primary hypertension [11]. However,
our study conducted in an older population did not pro-
vide any evidence to support that reduced levels of
sTWEAK are associated with hypertension. The fact that
the majority of subjects (90%) were hypertensive might
partly explain the lack of associations observed between
sTWEAK and the hypertension component of the MetS.

Notwithstanding the results observed, we should point
out that our study has several limitations that should be
kept in mind. Firstly, a major limitation is that the popula-
tion studied consisted of elderly Mediterranean Caucasian
individuals at high risk for CVD, so our findings cannot
be extrapolated to other age groups or ethnicities. Sec-
ondly, although rare, we could not completely discard the
presence of coronary heart disease in our population
explaining the associations observed, given that neither
echocardiography nor stress testing were systematically
performed in our cohort. Finally, another limitation of our
study is inherent to the study design. Because of the
cross-sectional nature, conclusions on a cause/effect rela-
tionship cannot be drawn.

In conclusion, in the present study we have demon-
strated that low TWEAK concentrations are associated
with increased risk of MetS, and this relationship was
mainly mediated by abdominal obesity, hyperglycemia
and hypertriglyceridemia. These findings suggest that
STWEAK may have a key role in the development of
these metabolic disturbances, supporting the concept
that STWEAK may be considered as a potential novel
biomarker of MetS with a putative protective effect. Fur-
ther longitudinal studies are warranted to confirm these
results in different populations.
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Resumen:

Introducciéon y objetivo: Recientemente se ha descrito a la osteocalcina (OC), una hormona
derivada de los osteoblastos, como un nexo de unién entre el hueso y el metabolismo de la
glucosa. El objetivo del presente estudio fue evaluar si las concentraciones séricas de
osteocalcina carboxilada (OCc) y osteocalcina no carboxilada (COnc) estan asociadas con el
desarrollo de diabetes tipo 2 (DMT2) en sujetos de edad avanzada con alto riesgo

cardiovascular.

Disefio, escenario y participantes: Se realizé un estudio de casos y controles anidado,
prospectivo, incluyendo un total de 459 sujetos no diabéticos reclutados en tres centros del
estudio PREDIMED (Reus-Tarragona, Barcelona y Pamplona). Tras una media de 5 afios de
seguimiento, 153 sujetos desarrollaron diabetes (casos). 306 controles fueron escogidos al azar
de los que permanecieron sin diagnéstico de diabetes durante el estudio. Estos fueron

seleccionados y emparejados individualmente con los casos (1:2) por edad, sexo, IMC y grupo de
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intervencion. Se utilizaron modelos de regresion logistica condicional para estimar las Odds
Ratios (ORs) para la incidencia de DMT2 segun categorias de ambas formas de OC, las cuales

fueron determinadas en suero mediante kits ELISA.

Resultados: Al inicio del estudio, las concentraciones séricas de ambas formas de OC fueron
significativamente menores en los sujetos que desarrollaron diabetes (casos) en comparacion
con los sujetos controles. En los nuevos casos de diabetes, las concentraciones séricas de COc,
pero no de COnc, fueron inversamente y significativamente ( = -0,335) asociadas con la
resistencia a la insulina, definida por el modelo homeostatico (HOMA) y, con las concentraciones
de glucosa en ayunas (= -0,044) en los sujetos controles, independiente de otros factores
confusores. En los modelos de regresion logistica condicional teniendo en cuenta las variables
de emparejamiento, las ORs para la incidencia de la DMT2 en el tercil mas bajo respecto al mas
alto de concentraciones séricas de COc y COnc fueron de 2,03 (IC del 95%, 1,32-3,13) y 1,88
(1,23-2,85), respectivamente. Un posterior ajuste de los modelos por historia familiar de
diabetes, estilos de vida y otros factores de confusion no cambiaron la magnitud de las

asociaciones observadas.

Conclusidon: En una poblaciéon de alto riesgo cardiovascular, unas concentraciones séricas
circulantes de COc y COnc reducidas al inicio del estudio, fueron fuertemente e
independientemente asociadas con un mayor riesgo de desarrollar DMT2. Estos resultados,
apoyan el concepto de la OC como un nexo de unién entre el hueso y el metabolismo de la

glucosa, y sugieren a la OC como un potencial biomarcador del riesgo de DMT?2.
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Reduced Serum Concentrations of Carboxylated and
Undercarboxylated Osteocalcin Are Associated With
Risk of Developing Type 2 Diabetes Mellitus in a
High Cardiovascular Risk Population: A Nested
Case-Control Study

Andrés Diaz-Lopez, Monica Bulld, Marti Juanola-Falgarona,
Miguel A. Martinez-Gonzélez, Ramén Estruch, Maria-Isabel Covas,
Fernando Aros, and Jordi Salas-Salvado

Human Nutrition Unit (A.D.-L., M.B., M.J.-F., J.S.-S.), Faculty of Medicine and Health Sciences, Institut
d'Investigacié Sanitaria Pere Virgili, Universitat Rovira i Virgili, 43201 Reus, Tarragona, Spain; CIBERobn
Physiopathology of Obesity and Nutrition (A.D.-L., M.B., M.J.-F., M.AM.-G., R.E., M.-1.C., J.S.-S.) and
Redes Teméticas de Investigacion Cooperativa RD06/0045 (F.A.), Institute of Health Carlos Ill, 28029
Madrid, Spain; Department of Preventive Medicine and Public Health (M.A.M.-G.), University of Navarra,
31008 Pamplona, Spain; Department of Internal Medicine (R.E.), Hospital Clinic, Institut d’Investigacié
Biomedica August Pi i Sunyer, University of Barcelona, 08036 Barcelona, Spain; Lipids and
Cardiovascular Epidemiology Research Unit (M.-.C.), Institut Municipal d'Investigacié Médica, 08003
Barcelona, Spain; and Department of Cardiology (F.A.), Hospital Txagorritxu, 01009 Vitoria, Spain

Context and Objective: Because it has been suggested that osteocalcin (OC), an osteoblast-derived
hormone, is a new link between bone and glucose metabolism, we tested whether serum carbox-
ylated osteocalcin (cOC) and undercarboxylated osteocalcin (ucOC) levels are independently as-
sociated with the development of type 2 diabetes in subjects at high cardiovascular risk.

Design, Setting, and Participants: A prospective, nested case-control study was conducted using
datafromthe Prevencion con Dieta Mediterranea (PREDIMED) study. We included 153 case subjects
with newly diagnosed diabetes and 306 individually matched control subjects free of diabetes
identified during a mean 5-year follow-up. Conditional logistic regression models were used to
estimate matched odds ratios for incident diabetes according to categories of both forms of OC
measured by ELISAs.

Results: Baseline serum concentrations of both forms of OCwere significantly lower in case subjects
than in control subjects. In subjects with incident cases of diabetes, concentrations of cOC, but not
of ucOC, were inversely and significantly associated with homeostasis model assessment of insulin
resistance levels (8 = —0.335) and with fasting glucose concentrations (8 = —0.044) in control
subjects, independent of other relevant confounders. In the conditional logistic model that took
into account the matching factors, the odds ratios for diabetes incidence in the lowest vs the
highest tertile of cOC and ucOC were 2.03 (95% confidence interval, 1.32-3.13) and 1.88 (1.23—
2.85), respectively. Further adjustment for family history of diabetes, lifestyle, and other confound-
ing factors did not appreciably change the magnitude of these associations.

Conclusion: In a population at high cardiovascular risk, low concentrations of serum cOCand ucOC
were strongly associated with an increased risk of incident diabetes. (J Clin Endocrinol Metab 98:
4524-4531, 2013)

ISSN Print 0021-972X  ISSN Online 1945-7197 Abbreviations: BMI, body mass index; Cl, confidence interval; cOC, carboxylated osteo-
Printed in U.S.A. calcin; CV, coefficient of variation; CVD, cardiovascular disease; HDL, high-density lipo-
Copyright © 2013 by The Endocrine Society protein; HOMA-IR, homeostasis model assessment of insulin resistance; IQR, interquartile
Received June 7, 2013. Accepted September 5, 2013. range; MedDiet, Mediterranean diet; MET, metabolic equivalents; MetS, metabolic syn-
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drome; OC, osteocalcin; OR, odds ratio; PREDIMED, Prevencion con Dieta Mediterranea;
T2D, type 2 diabetes mellitus; ucOC, undercarboxylated osteocalcin; VOO, virgin olive oil.
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ype 2 diabetes mellitus (T2D) is a growing public
health problem that is associated with an increased
risk of cardiovascular and other socially relevant compli-
cations (1, 2). T2D is often a silent disease, which begins
to develop several years before it is clinically diagnosed.
Therefore, a better understanding of its pathophysiology
is a prerequisite to detect individuals at high risk of dia-
betes earlier and, consequently, to design and develop pre-
ventive strategies (3).

Interestingly, in recent years, an accumulating body of
evidence has suggested that osteocalcin (OC), an osteo-
blast-derived hormone, plays an intermediary role in the
regulation of glucose and fat metabolism, linking bone
metabolism with energy homeostasis (4).

Osteocalcin is a molecule synthesized as a prepro-OC.
After proteolytic cleavage and vitamin K-dependent
y-carboxylation processes, it is released and circulates in
the blood as carboxylated osteocalcin (cOC) or undercar-
boxylated osteocalcin (ucOC) (5). In animal studies, ge-
netic OC deficiency (Ocn ™/~ mice) has been associated
with decreased pancreatic B-cell proliferation, glucose in-
tolerance, and insulin resistance (6). However, in wild-
type mice, these metabolic alterations are reversed by ad-
ministering exogenous recombinant ucOC (7, 8). Data
collected in human studies seem to confirm that there is an
interplay between OC and insulin secretion and sensitiv-
ity. To date, in almost all the available cross-sectional
studies, concentrations of OC have been negatively asso-
ciated with glycated hemoglobin, fasting plasma glucose,
fasting insulin, and homeostasis model assessment of in-
sulin resistance (HOMA-IR) (9-14). Similarly, serum OC
concentrations have been reported to be diminished in
patients with T2D (9, 13-16) and in subjects with meta-
bolic syndrome (MetS) (10, 17).

In accordance with these observations, in a larger lon-
gitudinal study conducted in older men, we found that
changes in serum cOC and ucOC were associated with an
improvement in insulin secretion and sensitivity (18). Sim-
ilarly, higher concentrations of cOC at baseline have been
inversely associated with 3-year changes in HOMA-IR
levels in older adults (19). However, few studies to date
have been conducted to determine the association between
serum OC levels and the future development of diabetes.
To the best of our knowledge, only 2 studies conducted in
healthy adults from Asian populations have explored
these associations (20, 21), and the results were
contradictory.

Therefore, we conducted a prospective, nested case-
control study to further elucidate the role of both forms of
OC in determining T2D incidence. The aim of the present
study was to prospectively assess the association between
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cOC and ucOC and the future development of diabetes in
elderly Mediterranean individuals at high cardiovascular
risk who are usually seen by primary care clinicians.

Research Design and Methods

Study design and population

The present prospective nested case-control study was per-
formed on Caucasian nondiabetic individuals recruited from 3
Spanish centers (Reus-Tarragona, Navarra, and Barcelona clin-
ics) within the framework of the Prevencion con Dieta Mediter-
ranea (PREDIMED) trial. The PREDIMED study is a large, mul-
ticenter, randomized, parallel-group clinical trial with the aim of
assessing the effects of the Mediterranean diet (MedDiet) on the
primary prevention of cardiovascular disease (CVD). The pro-
tocol, design, objectives, and methods of the PREDIMED trial
(http://www.controlled-trials.com/ISRCTN35739639) were re-
ported in detail elsewhere (22, 23) and are available at http://
www.predimed.es. In brief, recruitment took place between
2003 and 2009, and 7447 asymptomatic individuals at high risk
of coronary heart disease met the inclusion criteria and were
randomly assigned ina 1:1:1 ratio to 1 of 3 nutrition intervention
groups: 2 MedDiet groups (supplemented with virgin olive oil
[VOO] or nuts) or a control low-fat diet group with advice to
reduce intake of all types of fat. The respective institutional re-
view boards of the recruitment centers approved the study pro-
tocol, and participants gave their written informed consent.

For this nested case-control study, the participants studied
were community-dwelling men aged 55 to 80 years and women
aged 60 to 80 years without prior CVD or prevalent diabetes at
baseline, because our purpose was to assess new-onset diabetes
during follow-up. They all had at least 3 of the following car-
diovascular risk factors: smoking, hypertension, dyslipidemia,
overweight/obesity, or family history of early-onset coronary
heart disease.

Ofthe 1378 individuals recruited in the aforementioned PRE-
DIMED centers, for the present study we selected as cases all the
individuals (n = 153) who developed T2D during a median of 5.9
years of follow-up (minimum 1.2 months and maximum 8.2
years).

Incident (new-onset) diabetes was diagnosed using the Amer-
ican Diabetes Association criteria (24), namely, fasting plasma
glucose =126 mg/dL (=7 mmol/L) or 2-hour plasma glucose
=200 mg/dL (=11.1 mmol/L) after a 75-g oral glucose tolerance
test measured yearly. A second test using the same criteria was
required for confirmation. Cases were ascertained by the PRE-
DIMED End-point Adjudication Committee, whose members
were blinded to the intervention and to the biomarkers assessed.
For each individual who developed diabetes during the follow-
up, 2 control subjects were selected (n = 306). Control subjects
were matched to the case subjects by age, sex, body mass index
(BMI), and dietary intervention group. (The 1225 nondiabetic
subjects who were candidates for inclusion in the control group
were classified according to categories of matching variables: age
[=67 or >67 years], sex, BMI [=27 or >27 kg/m?], and inter-
vention group [MedDiet + VOO, MedDiet + nuts, or control
group]. In total, 24 groups were created [2 X 2 X 2 X 3 = 24
groups]. Then, out of each of the 24 groups, 2 control subjects
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were randomly selected for every case subject belonging to the
same group).

At the baseline examination and yearly at follow-up visits,
trained staff obtained anthropometric measurements, such as
weight, height, and waist circumference, as well as blood pres-
sure in triplicate using a validated semiautomatic oscillometer
(HEM-705CP; Omron). We also administered a 47-item ques-
tionnaire about education, lifestyle, history of illnesses, and med-
ication use; a semiquantitative 137-item validated food fre-
quency questionnaire (25); a validated 14-point questionnaire to
assess adherence to the MedDiet (26); and a validated Spanish
version of the Minnesota Leisure Time Physical Activity Ques-
tionnaire to assess physical activity (27).

Biochemical measurements

After an overnight fast, blood samples were collected. Ali-
quots of serum and EDTA plasma were immediately processed,
coded, and shipped to a central laboratory in a portable cooler
(—4°C), and stored at —80°C until analysis. The time between
blood sampling and freezing was <1 hour. Plasma levels of fast-
ing glucose, serum levels of high-density lipoprotein (HDL) cho-
lesterol, and triglycerides were measured by standard enzymatic
automated methods. Plasma concentrations of insulin and adi-
ponectin were determined in duplicate by ELISAs (EZHI-14K
and EZHADP-61K; Millipore, respectively). The intra-assay and
interassay coefficients of variation (CVs) were <5% and <10%
for both. Insulin resistance was estimated by the HOMA method
using the following equation: HOMA-IR = (fasting insulin [mi-
cro-international units per milliliter] X fasting glucose [milli-
moles per liter[)/22.5. Total cOC and ucOC concentrations were
determined in serum samples in duplicate. The cOC was mea-
sured by an Enzyme Amplified Sensitivity Immunoassay Kit
(DRG Instruments GmbH). The detection limit, defined as the
apparent concentration 2 SD values above the average optical
density at zero binding, was 0.08 ng/mL, and the intra-assay and
interassay CVs were <6%. The ucOC was measured by a solid-
phase enzyme immunoassay kit (Takara Bio) with a sensitivity of
0.25 ng/mL and intra-assay and interassay CVs of 5.2% and
8.3%, respectively.

Statistical analysis

Analyses were performed using SPSS software (version 19.0;
SPSS Inc). We compared the baseline characteristics between
case and control subjects using  tests for the continuous variables
and x? tests for categorical variables. The distribution of vari-
ables was tested using the Kolmogorov-Smirnov test. Variables
such as serum cOC and ucOC concentrations, fasting plasma
glucose and insulin,and HOMA-IR levels were log,-transformed
before statistical analyses to approximate a normal distribution.
All data are presented as means = SD values or medians and
interquartile ranges (IQRs) for continuous variables and per-
centages and numbers for categorical variables.

Multiple linear regression analysis was performed to examine
the associations between both forms of OC and glucose metabo-
lism-related parameters separately (ie, fasting plasma glucose
and HOMA-IR levels), controlling for potential confounding
variables. These analyses were done in case and control subjects
separately. Subsequently, participants were categorized accord-
ing to tertiles of baseline sex-adjusted cOC and ucOC concen-
trations based on the distribution of control subjects. We used
conditional logistic regression models to estimate the matched
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odds ratios (ORs) and the 95% confidence interval (CI) for in-
cident diabetes for the 2 lowest tertiles and the upper tertile as the
reference category. An unadjusted model and 3 other adjusted
models were fitted. Model 1 was adjusted for known diabetes
risk factors: family history of diabetes (yes/no), educational level
(primary education vs secondary/higher education), alcohol in-
take (grams per day), smoking (current/not current), physical
activity (sedentary [=200 metabolic equivalents [MET]-min/d|
vs active [>200 MET-min/d]), the PREDIMED 14-item Med-
Diet score, and statin, bisphosphonate, and 1-a,25-dihydroxyvi-
tamin D use (yes/no). Model 2 was also adjusted for the baseline
MetS components (waist circumference >102 c¢cm in men/>88
cm in women [yes/no], serum triglyceride =150 mg/dL [yes/no],
HDL cholesterol <40 mg/dL in men/<50 mg/dL in women [yes/
no], high BP [=130/85 mm Hg] or medication use [yes/no], and
fasting plasma glucose level =100 mg/dL [yes/no]) and baseline
fasting insulin concentrations (continuous variables). Moreover,
a third model was also adjusted for plasma adiponectin and
dietary vitamin K intake (both continuous variables). Linear-
trend tests were conducted across categories by assigning the
medians to each category and treating it as a continuous variable.
All statistical tests were 2-tailed, and the significance level was set
at P < .0S.

Results

Table 1 shows the baseline characteristics of the partici-
pants who developed incident T2D (case subjects, n =
153) and their matched control subjects (n = 306). Com-
pared with the matched control subjects, individuals who
developed diabetes during follow-up had higher values of
waist circumference at baseline and were more likely to
have had a family history of diabetes. Furthermore, they
had a higher baseline prevalence of MetS and some of its
components, such as central obesity, hypertriglyceride-
mia, and hyperglycemia, than their matched control sub-
jects. Baseline fasting glucose and insulin concentrations,
and HOMA-IR levels were significantly higher in case sub-
jects than in control subjects, whereas plasma concentra-
tions of adiponectin and serum concentrations of cOC and
ucOC were significantly lower in subjects with incident
cases of diabetes than in control subjects. After adjustment
for age, sex, BMI, intervention group, presence of MetS
(yes/no), HOMA-IR levels, and other confounding factors
(the above-mentioned model 1), concentrations of cOC
and ucOC remained significantly lower in subjects with
incident cases of diabetes than in control subjects (P =
.003 for cOC and P = .013 for ucOCQ).

To assess the association between serum concentra-
tions of cOC and ucOC and glucose metabolism-related
parameters, multiple linear regression analyses were com-
puted in case subjects and control subjects separately (Ta-
ble 2). In individuals who developed diabetes during the
follow-up, the serum cOC concentrations measured at
baseline were inversely and significantly associated with



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI

MARCADORES BIOQUIMICOS EMERGENTES RELACIONADOS CON DIABETES MELLITUS TIPO 2

Andrés Diaz Lépez

doi: 10.1210/jc.2013-2472

jcem.endojournals.org 4527

Table 1. Baseline Characteristics of Participants
Incident Diabetes Matched Control P
Baseline Variable (Case Subjects) (n = 153) Subjects (n = 306)° Value®
Age, y, mean = SD 66.3 = 5.8 66.3 = 6.1 .96
MedDiet + VOO/MedDiet + nuts/Control intervention groups, n  50/45/58 100/90/116 1.00
Men, % (n) 47 (72) 47 (144) 1.00
Body weight, kg, mean = SD 785 *11.2 76.8 = 10.9 A2
BMI, kg/m?, mean + SD 30.2 £ 3.9 29.8 £ 3.0 .18
Overweight/obesity (BMI =25 kg/m?), % (n) 97 (148) 96 (293) .80
Waist circumference, cm, mean = SD 101.7 £ 95 98.5 = 10.0 .001
Current smoker, % (n) 26 (40) 1(64) 23
Physical activity, MET-min/d, mean = SD 276.9 = 229.0 267.4 = 2389 68
Educational level, % (n)
Primary education 69 (106) 70 (214) 91
Secondary or higher education 31(47) 30(92)
Medication use, % (n)
Statins 41 (63) 37 (113) 41
Biphosphonates 4 (5) 6 (16) 47
1a,25-Dihydroxyvitamin D5 2(3) 4 (12) 15
Family history of diabetes, % (n) 35 (54) 4(75) .02
Metabolic syndrome, % (n) 74 (114) 0(123) <.001
Central obesity 84 (128) 6 (201) <.001
Hypertriglyceridemia 42 (65) 1(94) .017
Low HDL cholesterol level 23 (36) 0(61) .39
Hypertension 97 (148) 6(293) .80
Fasting plasma glucose level =100 76 (116) 24 (75) <.001
MedDiet score (0 to 14), mean = SD 8.56 = 1.76 8.64 = 1.88 .64
Fasting glucose, mg/dL, median (IQR) 110.0 (100.5-122.0) 93.0 (87.0-99.0) <.001
Fasting insulin, wU/mL, median (IQR) 5.32 (3.48-7.34) 4.38 (3.11-6.65) .005
HOMA-IR, median (IQR)® 1.51(0.94-2.01) 0.98 (0.71-1.48) <.001
Adiponectin, png/mL, median (IQR) 7.23(4.92-11.23) 8.98 (5.76-14.06) .004
cOC, ng/mL, median (IQR) 7.53 (5.75-9.45) 8.48 (6.49-11.53) <.001
ucOC, ng/mL, median (IQR) 3.57 (2.33-5.35) 4.45 (2.62-6.47) .009

@ Matched for age (=67 vs >67 years), sex, BMI (=27 vs >27 kg/m?), and dietary intervention group (MedDiet + VOO, MedDiet + nuts, or

control group).

< P value for comparisons between 2 groups was tested by the x? test for categorical variables or the Student t test for continuous variables.

insulin resistance as measured by HOMA-IR (8 = —0.335
[95% CI, —0.538 to —0.133]) after adjustment for sex,
age, BMI, intervention group, presence of MetS (yes/no),
and other confounding factors included in model 1. Sim-
ilarly, after adjustment for insulin and the above-men-
tioned confounders, the cOC concentration was indepen-
dently and inversely associated with fasting glucose (8 =
—0.044 (95% CI, —0.081 to —0.007]) in control subjects.
However, no significant association was observed be-
tween ucOC and any of the glucose metabolism parame-
ters in either case or control subjects (Table 2).

Low concentrations of both forms of OC measured at
baseline were strongly associated with an increased risk of
incident T2D (Table 3). Compared with subjects in the top
tertile, subjects in the lowest tertile of cOC and ucOC had
an increased risk of diabetes incidence (2.03 [95% CI,
1.32-3.13], P for trend = 0.001 and 1.88 [95% CI, 1.23—
2.85], P for trend = .004, respectively). Adjustment for
family history of diabetes, lifestyle, and other confounding
factors (model 1) did not appreciably alter the ORs (Table
3). These ORs were slightly attenuated but remained sta-

tistically significant after additional adjustment for other
diabetesrisk factors, including MetS components and fast-
ing insulin (model 2) (1.60 [95% CI, 1.02-2.50], P for
trend = .04 for cOC and 1.69 [95% CI, 1.09-2.60], P for
trend = .01 for ucOC). To examine whether the associa-
tion between cOC and ucOC with the risk of incident
diabetes was mediated by dietary vitamin K or adiponec-
tin, we included these variables in model 2. In this multi-
variate analysis, low levels of total cOC and ucOC at base-
line were still significantly and independently associated
with an increased risk of diabetes incidence (ORs of cOC
and ucOC for the lowest vs the highest tertile were 1.58
[95% CI,1.01-2.48], P for trend = .05 and 1.73 [95% CI,
1.12-2.67], P for trend = .008, respectively).

Discussion

In this large prospective, nested case-control study con-
ducted in elderly Mediterranean individuals at high-risk of
CVD, we found that low concentrations of both serum
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Table 2. Association Between Glucose Metabolism—Related Parameters and Serum cOC and ucOC Concentrations
in Case and Control Subjects Separately

Glucose, mg/dL HOMA-IR Levels

P P
B 95% ClI Value B 95% Cl Value
Incident diabetes (case subjects) (n = 153)
Unadjusted
cOC, ng/mL 0.014 —0.045 to 0.072 .64 —0.309 —0.531to—0.086 .007
ucOC, ng/mL —0.007 —0.046 to 0.031 .70 0.053 —0.094 t0 0.199 47
Adjusted for age, sex, and BMI
cOC, ng/mL 0.011 —0.048 t0 0.071 71 -0.323 - 0.527to—0.120 .002
ucOC, ng/mL —0.012 —0.0511t00.028 .56 0.013 —0.121 to 0.147 .85
Fully adjusted model®
cOC, ng/mL 0.018 —0.038 t0 0.075 .52 —-0.335 —0.538to —0.133 .001
ucOC, ng/mL —0.007 —0.045to 0.030 .70 —0.017 -0.158100.124 .80
Matched control subjects (n = 306)
Unadjusted
cOC, ng/mL —0.070 —0.104to — 0.028 .001 —0.174 —0.353 to 0.005 .056
ucOC, ng/mL 0.002 —0.021 to 0.025 .86 0.042 —0.067 t0 0.151 45
Adjusted for age, sex, and BMI
cOC, ng/mL —0.058 — 0.096 to — 0.019 .003 —0.1176 —0.292 t0 0.061 19
ucOC, ng/mL 0.005 —0.018 t0 0.027 .69 0.043 —0.062 to 0.149 41
Fully adjusted model®
cOC, ng/mL —0.044 - 0.081to — 0.007 .019 -0.104 —0.178t0 0.070 24
ucOC, ng/mL 0.001 —0.021 to 0.022 .96 0.064 —0.039to 0.167 22

Unstandardized g values (95% Cl) and P values are presented. Results are based on log,-transformed values of serum cOC and ucOC

concentrations, fasting plasma glucose, and HOMA-IR levels.

@ Adjusted for age, sex, BMI, intervention group, the presence of MetS (yes/no), family history of diabetes (yes/no), educational level (primary
education vs secondary/higher education), alcohol intake (grams per day), smoking (current/not current), physical activity (sedentary vs active),
MedDiet score (0—14), statins, bisphosphonates, and 1-a,25-dihydroxyvitamin D5 use (yes/no), and fasting insulin level (except for HOMA-IR).

cOC and ucOC at baseline were significantly and inde-
pendently associated with an increased risk of developing
T2D after adjustment for major confounders. These find-
ings suggest that OC is implicated in the pathogenesis of
diabetes, thus extending its role beyond bone metabolism.

As far as we know, only 2 studies have explored the
relationship between serum OC levels and the future de-
velopment of T2D, and their results were inconsistent. In
agreement with our observation, in a prospective nested
case-control study with a 10-year follow-up conducted on
a small cohort of middle-aged men, low serum concentra-
tions of cOC, but not of ucOC, were independently asso-
ciated with an increased risk of diabetes (20). Unlike our
results, in a retrospective study performed on 1229 ap-
parently healthy men aged 25- to 60 years, no association
between total cOC and diabetes risk after a mean fol-
low-up of 8.5 years was found (21). Some factors that
might partly explain the discrepancies between our study
and this previous retrospective study (21) are differences
in age and in the prevalence of cardiovascular risk factors
between populations at baseline and, more importantly,
the different design used in the 2 studies.

It should be pointed out that, in our study, the associ-
ation between baseline levels of both forms of OC and the
development of diabetes was independent of the presence

of recognized risk factors for diabetes, including the com-
ponents of MetS, which have been inversely associated
with OC concentrations in previous reports (10, 17).

The findings of the present study extend the observa-
tions made by other studies, which have shown that sub-
jects with prevalent diabetes have lower concentrations of
OC (9, 13-16) because OC levels were already decreased
before the onset of overt clinical diabetes. Therefore, it is
plausible to consider OC as a promising candidate for the
early identification of individuals at risk of diabetes. In the
future, it needs to be studied in well-designed investiga-
tions and in other cohorts.

The mechanisms explaining the association between
OC and risk of diabetes are still poorly understood. Sev-
eral recent studies have indicated that OC is an important
molecule modeling glucose metabolism. However, animal
and in vitro studies have shown that only ucOC is able to
regulate glucose homeostasis and energy metabolism (6 -
8). Whether ucOC is the metabolically active form of cir-
culating OC in humans is still mere speculation, given that
both OC forms have been shown to be involved in glucose
homeostasis. For example, accumulating evidence based
on the general population has shown inverse associations
between circulating concentrations of both the carboxy-
lated and uncarboxylated forms of OC and glycated he-
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Table 3.
of cOC and ucOC

Crude and Adjusted Risk of Developing T2D According to Sex-Adjusted Tertile of Serum Concentrations

Tertiles of OC Concentrations

P for
1st Tertile 2nd Tertile 3rd Tertile Trend
cOC
Men, concentration, ng/mL <6.4 6.4 10 <9.3 =93 <.001°
No. of case subjects/no. of control subjects 36/48 24/48 12/48 .001?
Women, concentration, ng/mL <7.8 7.8t0 <11.5 =11.5 <.001°
No. of case subjects/no. of control subjects 37/54 27/54 17/54 .08°
Crude (matched®) model 2.03(1.32-3.13) 1.60 (1.02-2.53) 1.00 (reference) .001
Model 1 2.07 (1.34-3.20) 1.63(1.03-2.57) 1.00 (reference) .001
Model 2 1.60 (1.02-2.50) 1.54 (0.97-2.45) 1.00 (reference) .045
ucOC
Men, concentration, ng/mL <2.8 2.8-<5.6 =56 <.001?
No. of case subjects/no. of control subjects 34/48 26/48 12/48 .0252
Women, concentration, ng/mL <4.1 4.1-<5.10 =5.10 <.001°
No. of case subjects/no. of control subjects 37/54 24/54 20/54 152
Crude (matched®) model 1.88(1.23-2.85) 1.55(1.01-2.42) 1.00 (reference) .004
Model 1 2.00(1.29-3.03) 1.62 (1.03-2.55) 1.00 (reference) .002
Model 2 1.68 (1.09-2.59) 1.20 (0.76-1.88) 1.00 (reference) .0

Results are expressed as ORs (95% Cl) for diabetes from conditional logistic regressions.

2 P value for comparisons between tertiles was tested by the x? test for categorical variables or one-way ANOVA for continuous variables.

© Matched for age (=67 vs >67 years), sex, BMI (=27 vs >27 kg/m?), and dietary intervention group (MedDiet + VOO, MedDiet + Nuts, or
control group). Model 1: adjusted for family history of diabetes (yes/no), educational level (primary education vs secondary/higher education),
alcohol intake (grams per day), smoking (current/not current), physical activity (sedentary vs active), MedDiet score (0-14), and statins,
bisphosphonates, and 1-a,25-dihydroxyvitamin D5 use (yes/no). Model 2: Further adjusted for MetS components: waist circumference >102 cm in
men/>88 cm in women (yes/no), serum triglycerides =150 mg/dL (yes/no), HDL cholesterol <40 mg/dL in men/<50 mg/dL in women (yes/no),
hypertension (=130/85 mm Hg) or medication use (yes/no), fasting plasma glucose level =100 mg/dL (yes/no), and fasting insulin level (log,-

transformed continuous variables).

moglobin A, fasting plasma glucose, or insulin resistance
(HOMA-IR) (9-14). Elevated levels of both forms of OC
have also been found to be associated with improved glu-
cose tolerance (11, 16, 28). Moreover, in a longitudinal
analysis of the PREDIMED study conducted by our group,
increased cOC and ucOC concentrations in serum have
been directly associated with HOMA B cell function and
inversely with insulin resistance determined by HOMA-
IR, respectively (18). Thus, it is not clear which of the 2
forms of OC is most closely linked with insulin secretion
and sensitivity (11, 28). In the present study, although
both forms of OC were inversely associated with the risk
of developing diabetes, only cOC showed an inverse re-
lationship with glucose metabolism-related parameters.
Therefore, these results combined with the above-men-
tioned observations suggested that cOC may play an in-
termediary role in the pathogenesis of T2D through the
modulation of insulin resistance. However, because of the
nature of our cross-sectional analysis, it remains unclear
whether cOC concentrations represent a cause and/or a
consequence of the insulin resistance state. The precise
molecular mechanisms by which low ucOC levels are as-
sociated with increased risk of T2D are largely unknown
and require further study. In our study, the fact that ucOC
was not related to glucose metabolism-related parameters
suggests that the inverse association between ucOC and

diabetes can be explained by pathways other than its effect
on insulin resistance.

Some researchers have suggested that vitamin K, which
up-regulates the y-carboxylation of OC could have an
effect on the association between OC and diabetes risk
(29, 30). It has also been proposed that ucOC regulates
insulin sensitivity, at least in part, through its effects on
adiponectin (6). However, in our study, the risk of diabe-
tes was significantly and independently associated to OC
even after these variables (adiponectin and vitamin K in-
take) had been included in the model, thus demonstrating
that these factors have little or no influence on the ob-
served associations.

Our study has limitations and also strengths. First, a
major limitation is that the population studied consisted of
elderly individuals at high risk of CVD, so our findings
cannot be extrapolated to the general population. Another
limitation of our study is inherent to the study design. In
nested case-control studies, the nondiseased persons from
whom the control subjects are selected may not be fully
representative of the original cohort (31, 32). Thus, it will
be important in the future to prospectively assess the as-
sociation between serum levels of both forms of OC and
the risk of developing diabetes in other cohorts, of which
all members are assessed at baseline. Finally, we measured
both forms of OC only at baseline in our participants, and,
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therefore, we cannot evaluate the associations between the
changes in serum concentrations of both forms of OC and
in the evolution of glucose metabolism parameters over
time.

One of the strengths of our study, which distinguishes
it from previous studies, is that the diagnosis of diabetes
was not self-reported and was verified by a second ana-
lytical test, thus making the identification of new incident
cases more reliable. In addition, in our study, cases were
ascertained by an independent clinical end-point adjudi-
cation committee, whose members were unaware of the
study group assignments and other clinical data. Other
strengths of our study include the relatively large number
of incident cases, a long follow-up period, inclusion of
individuals of both sexes, and detailed standardized as-
sessment of and control for a large number of potential
confounding variables.

In conclusion, we found that low serum concentrations
of cOC and ucOC were independently associated with an
increased risk of incident T2D in individuals at high-risk
of CVD. Our results, combined with evidence emerging
from animal and human studies suggesting that there is a
relationship between OC and glucose metabolism, sup-
port the concept that OC may have a key role in the patho-
genesis of T2D. Other longitudinal studies conducted in
different populations are needed to confirm our findings.
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8. DISCUSION

En la presente Tesis se han valorado los niveles circulantes de sTWEAK, receptor scavenger
sCD163 y OC en un grupo de poblacién de edad avanzada con alto riesgo de ECV, procedente del
ensayo de campo PREDIMED, y su relacién con el desarrollo de la DMT2 o la prevalencia de

sindrome metabdlico.

Los resultados obtenidos en este trabajo han permitido aportar nuevos datos respecto al
sTWEAK, poniendo en relieve que los niveles circulantes de STWEAK podrian ser ttiles como un
biomarcador para predecir el desarrollo de DMT2. Ademas, sugieren que esta molécula
desempefia un papel modulador frente al SM, un conglomerado de alteraciones metabdlicas
asociadas a la obesidad abdominal y frecuentemente a la RI. Asimismo este trabajo, ha
contribuido a esclarecer los resultados divergentes previamente publicados respecto la relacion

existente entre los niveles periféricos de OC y la apariciéon de la DMT2.

8.1. Concentraciones séricas de sSTWEAK, diabetes mellitus tipo 2 y sindrome metabdlico

En el presente estudio describimos, por primera vez, un papel protector del STWEAK frente la
aparicion de la DMT2. Nuestros resultados demuestran que aquellos individuos que
presentaban los niveles séricos de STWEAK mas altos al inicio del estudio, tenian un 37% menor
riesgo de desarrollar DMT2. Dicho de otra manera, unos niveles circulantes reducidos del

sTWEAK se asocian con un mayor riesgo de desarrollar DMT2 con el tiempo.

En los ultimos afnos, numerosos estudios transversales han observado una relacion entre niveles
bajos de sTWEAK y diferentes enfermedades y/o comorbilidades incluyendo DMT1 230, DMT?2
231, diabetes gestacional 233, asi como obesidad severa 228, Asimismo, y consistente con nuestros
resultados, las concentraciones circulantes de STWEAK se han correlacionado de forma negativa
con los niveles de glucemia en ayunas HbA1lc, el HOMA-IR 231, e indices de obesidad central 236;

los cuales, son todos ellos factores de riesgo bien reconocidos para el desarrollo de
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enfermedades metabdlicas con un componente cardiovascular como el SM y la DMT2. La
correlacion negativa observada en nuestro estudio entre los niveles de sSTWEAK y el HOMA-IR
tanto en individuos que incidieron para DMTZ2 como en los sujetos control, sugiere que los
niveles de esta proteina podrian ser utilizados como un potencial marcador de RI. Asi pues, los
resultados aportados por nuestro estudio refuerzan la hipotesis que el sSTWEAK podria ejercer
un papel protector sobre la RI, y sugieren que esta proteina, la cual es facil de determinar en

muestras de sangre, podria ser una nueva diana terapéutica para la prevenciéon de DMT2.

Los mecanismos moleculares por los cuales el sSTWEAK mejora la sensibilidad a la insulina han
sido recientemente demostrados en tejido adiposo visceral de humanos, describiéndose un
efecto protector de STWEAK frente la RI inducida por TNF-a. En un contexto de obesidad, TNF-a
y sSTWEAK coexisten en el tejido adiposo. Y de manera similar, ambas proteinas activan rutas de
sefializacién pro-inflamatorias que incluyen las rutas canénica y no canénica de NF-«kB, AKT,
ERK1/2 y JNK1/2, las cuales pueden interferir en la ruta de sefializacion de la insulina 206207, As{,
se ha descrito una RI inducida por TNF-a en los adipocitos viscerales humanos mediante un
mecanismo dependiente de la activacion de JNK1/2 e inhibicién de la ruta de sefializacién de la
insulina a nivel de AKT e IRS1 229302 mientras que el pre-tratamiento de los adipocitos con
sTWEAK recupera esta ruta de sefializaciéon de la insulina 229, Es decir, el sSTWEAK, restaura la
translocacion del trasportador GLUT4 a la superficie de la membrana plasmatica y la captaciéon
de glucosa en respuesta a la insulina, a pesar de la presencia de TNF-a. De manera mas
especificamente podemos decir que la ruta STWEAK-Fn14 previene la RI inducida por TNF-a al
bloquear la activaciéon de la cinasa JNK1/2 mediante un mecanismo dependiente de la
serina/treonina fosfatasa PP2A 229, Ademds, también se ha descrito que en adipocitos
subcutdneos humanos el sSTWEAK inhibe la secreciéon de citocinas pro-inflamatorias inducidas
por el TNF-a, como la IL-6 y la IL-8, las cuales han sido asociadas con el estado de RI 228, Esto
sugiere que niveles bajos de sSTWEAK podrian contribuir a amplificar el efecto deletéreo de TNF-
a a nivel local y sistémico, a pesar de que ambas proteinas poseen un potencial inflamatorio. Por
lo tanto, estos datos apuntan también hacia un posible papel protector del STWEAK frente a la

inflamaci6n de bajo grado asociada con la Rl inducida por la obesidad.
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Por otro lado estan los resultados aportados por nuestro estudio del andlisis transversal,
mostrando que bajos niveles séricos de STWEAK se asociaron con mayor riesgo de presentar
SM, siendo la obesidad abdominal, hiperglucemia y hipertrigliceridemia las principales variables
clinicas contribuyentes de esta asociacion. Cabe destacar, que nunca antes se habia estudiado
esta relacion. Asi, los resultados obtenidos aportan por primera vez evidencia cientifica
asociando inversamente los niveles de STWEAK con el SM. Asi pues, podriamos decir que
nuestros resultados en cierto modo van en la misma direccién y contribuyen a las evidencias
que apoyan la hipétesis de que niveles bajos de STWEAK se asocian con un perfil de mayor
riesgo metabolico y cardiovascular. Por ejemplo, niveles bajos de sSTWEAK se han encontrado en
pacientes con condiciones patoldgicas tales como insuficiencia cardiaca crénica 234, enfermedad
coronaria y patologia vascular periférica 235-237, hipertension 232 y DMT2 y/o insuficiencia renal
en etapa terminal 231. En este sentido, varios autores han sugerido que los niveles bajos de
sTWEAK podrian ser utilizados como un nuevo marcador de la aterosclerosis subclinica 303.304,
De hecho, recientemente se ha descrito que niveles reducidos de STWEAK se asocian con un
mayor riesgo de mortalidad cardiovascular a largo plazo en pacientes con enfermedad arterial
periférica sintomatica 23°, y se ha sugerido a esta proteina como un predictor de futuros eventos
cardiovasculares en pacientes con insuficiencia renal crdnica sin tratamiento con dialisis 3%5. Un
interesante resultado a destacar de nuestro estudio, es que aquellos sujetos que presentaban
concentraciones bajas de STWEAK tenfan un mayor riesgo de presentar mayor nimero de

factores que definen el SM, y el riego aumentaba de forma paralela al incremento de éstos.

Asi pues, podemos concluir que nuestro analisis transversal sugiere que el sSTWEAK desempeiia
un papel modulador frente al SM, el cual se puede definir como un trastorno metabélico
subyacente a la obesidad abdominal y la RI que contribuye tanto al desarrollo de la DMT2 como

de la aterosclerosis, e incrementa el riesgo de ECV 306,

En cuanto a la relacion entre el STWEAK y la obesidad, nuestros resultados son apoyados por
varios estudios que han observado una relacién inversa entre niveles séricos de sSTWEAK y el
grado de obesidad abdominal 239, presentando los pacientes con obesidad severa niveles

extremadamente bajos de sSTWEAK 228, De hecho, se ha descrito en pacientes con obesidad
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morbida que durante la pérdida de peso secundaria a la cirugia bariatrica los niveles circulantes
de STWEAK aumentan en el 69% de los sujetos, y este aumento se relaciona con la cantidad de
peso corporal perdido a los 6 meses 228. Sin embargo, no esta claro el mecanismo que interviene
en la disminucion de los niveles de STWEAK en pacientes con obesidad severa tras la pérdida de
peso, ni el papel que el tejido adiposo podria estar ejerciendo en la secrecion de sSTWEAK. Se ha
sugerido que los niveles bajos de STWEAK asociados a la obesidad severa, posiblemente sea
consecuencia de la alteracion metabdlica de otros tejidos como el musculo vascular y el
esquelético, ambos implicados en el desarrollo de trastornos metabélicos, y donde el TWEAK se

expresa generalmente con niveles mas altos 227307,

Por lo que respecta al perfil lipidico y los niveles de STWEAK, algunos estudios describen una
relaciéon negativa con los niveles séricos de colesterol total y triglicéridos en sujetos con
obesidad severa 228, mientras otros autores, describen ya sea una relacién positiva con las
concentraciones de triglicéridos 3%8 o ninguna asociacién 238, Los resultados de nuestro estudio
mostraron una relaciéon inversa entre los niveles de sTWEAK y el riesgo de presentar
hipertrigliceridemia. Y curiosamente, en un estudio reciente se ha observado que los niveles
circulantes de AGL influyen negativamente en la expresion del sSTWEAK. Por lo tanto, todo ello
sugiere que la lipotoxicidad podria ser un modulador de los niveles de ésta proteina 228. Ademas,
la observaciéon de una menor tasa de la secrecion de sTWEAK en placas ateroscleréticas
carotideas en comparacion con arterias normales, apoyan la relacion entre el efecto lipotoxico

de la acumulacién anormal de lipidos y la sintesis de TWEAK 220,

En general, los mecanismos que conducen a la reducciéon de los niveles del sSTWEAK en
enfermedades y/o comorbilidades asociadas con el riesgo cardiovascular con perfil inflamatorio
permanecen todavia sin definir. Se ha postulado que la reducciéon de los niveles séricos del
sTWEAK seria secundario a la interacciéon de éste con su receptor Fnl4. Situdndose en el
contexto de obesidad o de diabetes, se ha descrito una mayor expresion de ARNm de Fn14 y de
TWEAK en tejido adiposo de pacientes con obesidad severa en comparaciéon con la de sujetos
delgados 215228312 También, se ha visto que la expresién de Fn14 era superior en los obesos

morbidos respecto a los no obesos, sobre todo en las mujeres que presentaban DMT2, mientras
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que los niveles de expresion de TWEAK no se encontraban alterados ni en funcién del grado de
obesidad o la presencia o no de diabetes 215, Del mismo modo, se ha demostrado una sobre-
expresion del Fn14 en respuesta a estimulos inflamatorios en células de tejido adiposo 225228,
Por lo tanto, es ldgico pensar, que los niveles bajos de sSTWEAK observados en nuestro estudio
en los sujetos con DMT2 incidente (96% de los cuales eran obesos) y en los que presentaban SM,
pueden ser un reflejo de la disponibilidad incrementada de Fn14 para su ligando sTWEAK,

conduciendo asi a una reduccion de los niveles periféricos del sSTWEAK.

Una hipoétesis alternativa propone la participacién de CD163 el cual acttia como un receptor del
sTWEAK en ciertas condiciones patoldgicas o en células carentes de Fn14 como los monocitos-
macroéfagos 222223239, Estudios experimentales in vitro han demostrado que los macréfagos que
expresan CD163 pueden unirse e internalizar al STWEAK 313, a pesar que hasta el momento se
desconoce la existencia de una accién funcional de dicha interaccién. También, se ha sugerido
que los bajos niveles de sSTWEAK podrian estar relacionados con un aumento de los niveles de
sCD163 en pacientes con enfermedades asociadas a un aumento del riesgo cardiovascular
237,239310311 as{ como en sujetos obesos con DMT1 230, Sin embargo, en nuestro estudio no
encontramos diferencias en los niveles séricos de sCD163 entre casos incidentes de DM y
sujetos controles, ni la existencia de alguna relacién entre las concentraciones séricas de
sTWEAK y de sCD163. Por lo tanto, no podemos sugerir que los niveles bajos de sTWEAK
hallados en este estudio podrian ser justificados a través de la presencia del CD163, un
marcador sérico especifico del grado de activaciéon de los macréfagos 241, los cuales estan

implicados con el estado de inflamacién y de Rl asociado a la obesidad.

8.2. Concentraciones séricas del receptor scavenger sCD163 y diabetes mellitus tipo 2

Con respecto al sCD163, los resultados obtenidos en nuestro estudio, no demostraron la
existencia de relacion alguna entre los niveles circulantes de sCD163 y parametros relacionados

con el metabolismo de la glucosa, asi como con el desarrollo de DMT2. Por lo tanto, nuestros
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resultados, no apoyan las recientes evidencias que sugiriendo que el sCD163 estd implicado en
el desarrollo de la RI 247.249,255260,261 [gualmente los resultados de nuestro trabajo, no estan en
concordancia con el unico estudio prospectivo realizado hasta el momento, el Copenhagen City
Heart Study (CCHS), mostrando que niveles elevados del sCD163 al inicio del estudio se
asociaron positivamente con el riesgo de desarrollar DMT2 250, Las discrepancias entre nuestros
resultados y los reportados por este estudio, podrian justificarse en parte por el disefio del
estudio y el tipo de poblacién estudiada. Nuestra poblaciéon estaba compuesta por un grupo de
individuos de edad avanzada con factores de riesgo cardiovascular, mientras que el CCHS

incluy6 sujetos de la poblacidn general Danesa de mas de 20 afios de edad.

Cabe destacar que una limitaciéon importante del CCHS, es la falta de ajustes rigurosos de los
modelos estadisticos, para importantes factores confusores del riesgo de diabetes como la
obesidad abdominal, variables bioquimicas como GPA y perfil lipidico, habitos dietéticos, toma
de medicacion asi como diferentes comorbilidades. Otro aspecto a destacar es que los nuevos
casos diagnosticados de DMT2 entre la poblacién Danesa fueron obtenidos a partir de los
registros nacionales Daneses, a diferencia de nuestro estudio donde todos los nuevos diabéticos

se identificaron siempre con dos pruebas analiticas confirmatorias.

En vista de todo ello, creemos que son necesarios mas estudios prospectivos de cohortes con un
control mas riguroso de posibles variables confusoras para poder concluir que existe una

relacidn causal entre los niveles de sCD163 y el desarrollo de DMT?2.

8.3. Concentraciones séricas del ratio sCD163 /sTWEAK y diabetes mellitus tipo 2

Recientemente, también se ha identificado el ratio sCD163/sTWEAK como un biomarcador
potencial de aterosclerosis tanto clinica como subclinica 237313, Asimismo, se ha demostrado que
un mayor ratio sCD163/sTWEAK se asocia con un mayor riesgo de mortalidad cardiovascular a
largo plazo en pacientes con enfermedad vascular periférica 23°. Asi pues, parece razonable

plantear la hip6tesis que un desequilibrio entre sSTWEAK y sCD163 podria ser un factor clave en
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la patogénesis de la RI asociada a la obesidad. De hecho, los resultados de nuestro estudio
muestran por primera vez una correlacion positiva entre el ratio sCD163/sTWEAK y el HOMA-
IR tanto en los individuos con DMT2 incidente como en los controles. Sin embargo, en nuestro
estudio no encontramos ninguna asociaciéon entre el ratio sCD163/sTWEAK y el riesgo de
incidencia de DMT2. Por lo que son necesarios mas estudios prospectivos para determinar si el

ratio sCD163/sTWEAK podria ser considerado un indicador de riesgo de DMT2.

8.4. Concentraciones séricas de osteocalcina y diabetes mellitus tipo 2

Recientemente, estudios experimentales en modelos animales asi como en humanos han
descrito a la OC como un nuevo nexo de unidn entre el hueso y el metabolismo de la glucosa. Los
resultados reportados por nuestro estudio han demostrado que bajas concentraciones séricas
tanto de OCnc como de OCc al inicio del estudio se asocian independientemente con un mayor
riesgo de desarrollar DMT2, después de rigurosos ajustes de los modelos estadisticos por
importantes posibles factores de confusién. Nuestros resultados sugieren pues que OC, un com-

ponente de la matriz 6sea, podria ser un biomarcador temprano de riesgo de DMT2.

Hasta donde nosotros sabemos, solamente dos estudios epidemioldgicos habian intentado
determinar la relacién existente entre la OC y el desarrollo de DMT2, siendo los resultados
contradictorios 29429, En un estudio de casos y controles anidado, prospectivo, realizado por
Ngarmukos y colaboradores, bajas concentraciones séricas de COc al inicio del estudio (pero no
de OCnc) se asociaron con un mayor riesgo de desarrollar DMT2 tras diez afios de seguimiento
295, Sin embargo, otro estudio de cohortes retrospectivo de 8,5 aflos de seguimiento realizado
por Hwang y colaboradores no mostr6 ninguna asociaciéon entre los niveles periféricos de OC
total y el riesgo de desarrollar DMT2 2%, Algunos factores que podrian explicar en parte las
discrepancias entre nuestro estudio y el estudio realizado por Hwang 2% son diferencias en la
metodologia, andlisis estadistico o en la seleccién de la poblacién estudiada. Asi pues, cabe

destacar que uno de los aspectos mas importantes de nuestro estudio es que los resultados
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obtenidos han contribuido a esclarecer los resultados contradictorios previamente publicados

respecto la relacion existente entre la OC, asi como la forma de OC, y la aparicion de la DMT2.

En concordancia con nuestros resultados, numerosos estudios transversales han observado una
relacion inversa entre ambas formas de OC y la glucemia en ayunas, los niveles de HbAlc,
insulina, y el indice HOMA-IR 277.287.312315 y positiva con el HOMA-%B (es decir, la funcién de las
células ) 275287316, De la misma manera, Pittas y colaboradores 288 en un subandlisis
prospectivo, encontraron que las concentraciones de OC total de todas las mediciones
disponibles [la determinacién de OC total incluyé ambas OCc y OCnc, al inicio del estudio y
durante el seguimiento (meses 6, 12 y 18)], se asociaron inversamente con los cambios en la
GPA a los tres afos de seguimiento. Shea y colaboradores 293, encontraron que las
concentraciones séricas de OC total y OCc al inicio del estudio, pero no de OCnc, se asociaron de
forma inversa con cambios en los niveles de HOMA-IR a los tres afios de seguimiento. Asimismo,
en un estudio previo de nuestro grupo se observo que los cambios a los dos afios de seguimiento
en los niveles séricos de OC total y OCnc se asociaron positivamente con los cambios en el
HOMA-%B y negativamente con los cambios en el HOMA-IR, respectivamente 292, Todos estos
hallazgos en conjunto sugieren que en humanos ambas formas de OC juegan un papel
importante en la homeostasis de la glucosa y la sensibilidad a la insulina. Ademas apoyan los
resultados descritos en nuestro estudio donde hemos observado que ambas formas de OC

protegen frente al desarrollo de DMT?2.

Aunque, todavia no esta claro cual de las formas de OC esta mas estrechamente relacionada con
la secrecién o la sensibilidad de la insulina en humanos. Los estudios experimentales en
modelos animales inicialmente revelaron que la OCnc era la forma activa de la OC 264 Pero
recientemente, se ha mostrado que ambas formas de OC estimulan el transporte de glucosa en
ausencia (basal) y en presencia de insulina tanto en adipocitos como miocitos 321. Por lo tanto, se
ha propuesto que las acciones diferenciales de la OC sobre metabolismo de la glucosa pueden
ser especie-dependientes. También, se ha sugerido que en humanos la OCnc seria la que ejerce
mayor efecto sobre la funcién de células 8 y la COc sobre la sensibilidad a la insulina 280320, De

hecho, en nuestro estudio, los niveles séricos de OCc fueron asociados inversamente con la RI en
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individuos con diabetes incidente y con la GPA en los sujetos control, lo que sugiere que los
niveles séricos de OCc podria ser un potencial marcador de alteracion del metabolismo de la

glucosa en adultos de edad avanzada con elevado riesgo cardiovascular.

Sin embargo, a pesar de que bajos niveles séricos de OCnc al inicio del estudio se asociaron con
un menor riesgo de incidencia de DMT2, sorprendentemente no observamos relaciéon alguna
entre los niveles de OCnc y diferentes parametros relacionados con el metabolismo de la
glucosa. Esto es consistente con diferentes estudios donde los niveles de OCnc no fueron
asociados con el HOMA-IR 316-318_ 3 relacidn inversa observada en nuestro estudio entre la
OCnc y la incidencia de DMT2, podria estar mediada por un mecanismo no dependiente del
metabolismo de la glucosa. En varios estudios realizados en adultos han encontrado una
relacién negativa entre las concentraciones de OCnc y marcadores de obesidad asociados con RI
como el IMC y el perimetro abdominal 319, asi como con el porcentaje de grasa troncular o el
indice grasa visceral/grasa subcutanea 281, Resulta plausible considerar que el efecto protector
de la OCnc sobre la DMT2 podria estar mediado en parte por la cantidad de masa grasa,
especialmente de grasa abdominal, ya que en nuestro estudio el grado de asociacién entre los
niveles de OCnc y el riesgo de desarrollar diabetes se atenué tras ajustar por el perimetro

abdominal.

Los mecanismos mediante los cuales la OC puede regular el metabolismo de la glucosa y la RI
protegiendo frente al desarrollo de diabetes en humanos hasta el momento no estan claramente
determinados 280320, [os estudios experimentales en ratones, han demostrado que la OC y
especialmente la OCnc incrementa la expresion y secrecion de insulina y la proliferacion de las
células B. Curiosamente, estos mismo efectos han sido recientemente confirmados in vitro
utilizando cultivos de islotes pancraticos de humanos e in vivo en ratones no diabéticos

inmunodeficientes a los que se les trasplantaron islotes humanos.

Con lo que respecta a la relaciéon OC y RI, en cultivo primario de adipocitos de rata se ha visto
que la OCnc y la OCc incrementan la captacién glucosa tanto basal como estimulada por insulina,

asi como la sensibilidad a la insulina. Del mismo modo, se ha visto que la OCc promueve la
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oxidacion de la glucosa en el adipocito, y el transporte de glucosa tanto en ausencia como en
presencia de la insulina en miocitos. A pesar de que estos efectos de la OCc sobre la sensibilidad
a la insulina deben ser confirmados en humanos, nos proporcionan las bases fisiopatoldgicas o
la plausibilidad biolégica que podria justificar en parte los resultados principales resultados

obtenidos en nuestro estudio.

Por otro lado, se ha sugerido que la OC incrementa la sensibilidad a la insulina en tejidos
periféricos a través de su regulacion positiva de la expresion del gen de la adiponectina en los
adipocitos 264325, En concordancia, numerosos estudios en humanos han observado una
asociacion positiva entre las concentraciones circulantes de OC y adiponectina 283312318321, Sin
embargo, en nuestro estudio hemos observado que ambas formas de OC fueron
significativamente e inversamente asociadas al riesgo de desarrollar DMT2 independientemente
de los niveles circulantes de adiponectina. Asi pues, los resultados de nuestro estudio sugieren

que la adiponectina tuvo una pequefia o nula relacién en las asociaciones observadas.

Finalmente, otro posible mecanismo que podria explicar el papel protector de la OC frente a la
Rly el desarrollo la DMT2 observado en nuestro estudio es a través de la inflamacidn. Son varios
los estudios en humanos que han observado una correlaciéon negativa entre los niveles de OCy
marcadores de inflamaciéon como PCR e IL-6 288321322 Sin embargo, nosotros solo podemos
hipotetizar sin establecer ninguna conclusién al respecto, ya que en nuestro estudio no se

evalu¢ el efecto de la OC sobre la inflamacién y la regulacion de la homeostasis de la glucosa.

8.5. Limitaciones y fortalezas

Existen diferentes limitaciones en los estudios presentados en esta Tesis Doctoral. En primer
lugar, una de las principales limitaciones es la poblacién estudiada. Se trata de una poblaciéon
caucasica de edad avanzada y elevado riesgo cardiovascular. Por lo tanto, nuestros resultados
pueden no ser extrapolables a otros grupos de edad o etnias asi como a sujetos sanos sin

factores de riesgo.
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Discusién

Otras limitaciones de nuestros estudios son inherentes al disefio. El disefio transversal utilizado
para analizarla relacion entre el STWEAK y la prevalencia de SM o las diferentes variables
clinicas que lo definen no nos permite establecer relaciones causa-efecto, ya que existe la
posibilidad de un sesgo de casualidad inversa. Respecto al disefio del estudio de casos-controles
anidados, un aspecto que afecta a este tipo de estudios es que los sujetos elegidos
aleatoriamente como controles de la poblacién de sujetos que no incidieron de diabetes, pueden
no ser plenamente representativos de la cohorte original de PREDIMED. Por lo tanto, sera
importante en el futuro confirmar prospectivamente la asociacion entre los niveles séricos de
ambos biomarcadores, STWEAK y OC, y el riesgo de desarrollar DMT2 incluyendo todos los
sujetos de la cohorte PREDIMED al inicio del estudio.

Por ultimo, los marcadores bioquimicos evaluados (el sSTWEAK, receptor scavenger sCD163 y
0C) fueron determinados una sola vez al inicio del estudio en nuestros participantes, y por lo
tanto no se pudo evaluar los efectos de los cambios en los niveles circulantes de estos
marcadores sobre la evolucidn en el tiempo de los parametros relacionados con el metabolismo

de glucosa.

Como punto fuerte del estudio destacar que la incidencia de DMT2 fue un objetivo secundario
especifico del ensayo PREDIMED y en los tres nodos incluidos en el estudio, el diagndstico de los
nuevos casos de DMT2 se realiz6 segtin los criterios establecidos por la ADA. Concretamente por
la presencia de los niveles de GPA = 126 mg/dl o glucemia plasmatica a las dos horas después de
la PTOG con 75 de glucosa 2200 mg/dl, y siendo necesaria una segunda determinacién analitica
que cumpliera con estos criterios para la confirmacidn final del diagnéstico de DMT2. Ademas,
destacar que el nodo Reus-Tarragona fue el uUnico nodo que realiz6 la PTOG de forma
generalizada como parte del protocolo de estudio ofreciendo posiblemente, una mayor

sensibilidad y especificidad en la identificacién de nuevos casos de DMT?2.

Otros puntos fuertes de nuestro estudio es que incluye un nimero relativamente elevado de
nuevos casos de DMT2, un periodo de seguimiento de largo tiempo, la inclusién de individuos de

ambos sexos, y el control de un gran niimero de posibles variables de confusién.
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Discusion

8.5. Implicaciones y propuestas de futuro

La DMT2 es una enfermedad con elevada morbilidad y una importante causa de mortalidad
prematura, la cual en gran medida se podria prevenir. Los actuales resultados de este trabajo,
permitiran a la comunidad cientifica avanzar en el conocimiento de estos nuevos potenciales
biomarcadores implicados en la fisiopatologia de la DMT2, guiar las estrategias de screening
para pronosticos de riesgos y aportar informacion a los factores de riesgo ya existentes, asi
como proporcionar una base para el planteamiento de nuevas enfoques terapéuticos para su

tratamiento y/o prevencion.

La importancia clinica de nuestros resultados debe ser confirmada mediante la futura
realizacion de nuevos estudios prospectivos en grandes cohortes poblacionales que incluyan
pacientes con diferentes grados de obesidad y de alteraciones en el metabolismo de la glucosa,
rangos de edad y pertenecientes a ambos sexos. Solo asi, sera posible obtener la confirmacion de
si los niveles circulantes de sSTWEAK y OC son utiles como biomarcadores independientes del
desarrollo de DMT2. Por otro lado, la mayoria de estudios realizados hasta el momento
coinciden en que los biomarcadores disponibles aportan muy poca informacién adicional
incrementando sélo ligeramente la capacidad pronostica tanto en la prevencién primaria como
en la secundaria de los factores de riesgo clasicos. Asi pues, otra propuestas de futuro atractiva
es evaluar si la medicién de sSTWEAK y OC individualmente o en combinacién con algunos otros
biomarcadores de interés (panel de multiples biomarcadores) mejora la capacidad de

prediccion del riesgo por encima y mas alla de los abordajes actuales ®.

Finalmente, los estudios experimentales en modelos animales, asi como los realizados en células
humanas han demostrado que tanto la OC como el sTWEAK pueden ejercer un efecto
beneficioso sobre la secrecién y sensibilidad de la insulina, demostrando una caracterizacién
adecuada de la regulaciéon de las vias que controlan su sefializacién. Aunque todavia se
requieren mas estudios al respecto, los sistemas OC-GPRC6A y sSTWEAK-Fn14 representan una

nueva diana terapéutica prometedora para el control y prevencién de la DMT2.
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Discusién

En conclusidn, aunque en espera de nuevas y prospectivas investigaciones, los resultados
obtenidos en este trabajo sugieren un papel protector para STWEAK en la prevenciéon de la
aparicion de DMT2. Y mas concretamente, como una primera interpretacion de los niveles bajos
de sTWEAK en sujetos de edad avanzada con alto riesgo cardiovascular donde la mayoria
presentan sobrepeso y/u obesidad seria que, la ausencia de STWEAK contribuiria al desarrollo
de DMT2 y esta vinculada con la presencia de SM, un trastorno metabédlico con perfil
inflamatorio subyacente de la obesidad abdominal y de la RI. Asi pues, estos resultados indican
que la cuantificaciéon de esta proteina en el suero podria ser un nuevo marcador biolégico para
predecir la DMT2, el SM y las complicaciones metabdlicas asociadas. Ademas, hemos podido
esclarecer los conocimientos del efecto protector de la OC frente al desarrollo de DMT2, poner
en relieve que en humanos ambas formas de OC son biolégicamente activas, y que niveles bajos

de OC podrian ser utiles como un potencial biomarcador de riesgo temprano de DMT?2.
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Conclusiones

9. CONCLUSIONES

A partir de los resultados obtenidos en esta Tesis se puede concluir:

En un grupo de individuos de ambos sexos, edad avanzada, asintomaticos, con alto riesgo de

enfermedad cardiovascular y sin diagnéstico de diabetes al inicio del estudio:

Las concentraciones séricas de STWEAK se relacionan inversamente con la resistencia a la
insulina. Asimismo, los niveles séricos bajos de sTWEAK al inicio del estudio se asocian con un

mayor riesgo de incidencia de DMT2.

Las concentraciones séricas de sCD163 no se relacionan significativamente con parametros del

metabolismo de la glucosa, y no se asocian con la incidencia de DMT2.

Unos niveles séricos bajos de STWEAK se asocian con una mayor prevalencia de SM; siendo la
obesidad abdominal, la hipertrigliceridemia y la hiperglucemia los principales contribuyentes

de esta asociacion.

Las concentraciones séricas circulantes de ambas COc y COnc reducidas al inicio del estudio se

asocian fuerte e independientemente con un mayor riesgo de desarrollar DMT2.
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Conclusiones

En conclusion, este trabajo aporta informaciéon novedosa y relevante, sugiriendo al sSTWEAK y a
la OC como nuevos potenciales biomarcadores implicados en la fisiopatologia de la DMT2 que
podrian ser utilizados en un futuro en la deteccién precoz del riesgo de la enfermedad. No
obstante, son necesarios mas estudios en otras poblaciones para corroborar si el STWEAK y/o la
OC individualmente o en combinacién con algunos otros biomarcadores mejoran la capacidad

de prediccion del riesgo de DMT2 por encima de los abordajes actuales.
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11.1. CUESTIONARIOS PREDIMED
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ANEXO 1.
Cuestionario de inclusion/exclusion.

Estudio PREDIMED.
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ESTUD'O PRED'MED Inclusion ;" exclusion

Node: anotar &l nimero de nodo comespondiente.
01 Andahrcio - Malaga | 02. Andalucio - Sevilla - 5 Pablo | 03, Andalucie - Sevills - V_Rocio [ 4. Beleares |
05, Cataluia - Barcelona norte | 06, Catalufa - Barcelona Sur | 07, Catalufe - Rews - Tarrogona | 08. Madnid Node |
9. Modrid Sur [ 10. Nevarra | 11. Pas Vasco [ 12 Valendio

C.S5alud: anofor &l nimero del centro de salud comespondiente.

Médica: anotor el mimero del médico comespondiente.

Paciente: ancdiar el nimero del paciente comespondiente.

Visite: anotar el mimere de visita comespondiente.
00 Inclusicn - exdusicn [ 0. Visita Inicial | 02. Visita 3 messs [ 03. Visite T afic [ 04, Visita 2 afios | 05. Viito Jatos

Fecha del examen

HEGENGEEEE

Dia Hes in
Primer apellids Sequndo apellide Msmbre
Durecién

Calle, Flaze, Fasea, Avenida L Fisa Fusrte

Pahlacidn (édigo pestal
‘Ieléfnnn | | | ‘ ‘ ‘ | ‘Ieléhnn | | | ‘ ‘ | ‘ Fecha de nucimients

Dia M A
Sexe: ) Hembre ) Mujer

(Evita usted hakitvalmente comer can mucha grasa de srigen animal (mantequilla, manteca, beolleria
imdustrial...)? En case de ne ser asi, iestaria usted dispuests a intertarls?

() Si, 1o hogo desde hoce MAS de 6 meses

(") §i, 1o hage desde hace MENDS de & meses {__) Ho le hago, y no lo intentaré en los proximes 6 meses

I Hate hage, pero ls intentord en los préximos 30 dios () dates insufidentes

() Ho lo hagn, pero In intencoré en los priximos & meses

iSigue usted una alimentacién rica en fibra, es decir con abundante fruta, verdura y legumbres? En
case de ne ser usi, jestaria usted dispuests u intentarle?

(") 5, 1o hogw desde hace MAS de 6 meses (") Mo 1o hage, pere Io infentaré en los prazimas & meses
{7 i, 1o hoge desde hace MENDS de & meses ("} Mo o hage, y no lo infendaré en los praximos & meses
) Ma Is hage, pera Is intentord en los préximos 30 dios () datas insuficientes

Precedencia: () Eurepea () Latineamericana () Mertesfricana () Swhsaharigna l\_-: Asidtica ) Otras

iPiensa mudarse o otre municipie en les préximes anes o tiene alguna limitacién que le impida o
dificulte poder acudir a |23 contreles v reuniones pregramadas?

~ ~ —~ R
WA si L4 ne \_/ datos insuficientes
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iHa side usted infermade per persenal sanitarie, que padezca una enfermedad que le impida seguir
alguna dieta determinada que incluya aceite de sliva y/e frutes seces ?
(Jsi Cioe () doiesinsuficientes

iHa side usted infarmades per persenal sanitaris, que haya tenide alguna vex un infars de miseardia?
(st Cme () dufes insuficientes

tHa side usted infermade per persenal sanitarie, que haya tenide alguna vex una angina de peche?
(s oo () dofes insuficientes

iHe side usted infermade per persenal sanitarie, que haya tenide alguna vex una embelia & un

ue:iele!ﬂe vaseular eerebral?

(si (oo () dofes insuficientes
iHa side usted infermade per persenal sanitarie, gue haya tenide alguna vex una cavdicacién
intermitente?

(s (One ) daies insficientes

iHa side usted infermade per persenal sanitarie, que haya tenide una diabetes?
(si o () dafes insuficientes

tHa side usted infarmade per persenal sanitarie, que tenga el colesters]l alte?
™ " Y - - -
s e |} dotes insuficientes

Sigue usted algin fratamients hipslipemiante?

-

Yo -
] (N 1]

En case afirmative, anstar:

Cal. tetal D:I] Cel. HDL |:|:| Cel. LDL D]] Trigli:éridosl]jj

iHe side usted infarmade per persenal sanitarie, que tenge la presién ala?
(s (e () dafos insuficientes

tSigue wsted algin tratamients antihiperensive?
O O

En case afirmative, anctar:

Presiem arerial sistélica: Dj] Presian arerial diastélica: Djj

tAlgun Familiar dirests (padres, hermanes, hijos, fies) ha sufride o fallecide un infarte de miscardie o
angina a una edad inferier & 55 anes (varenes) /65 anes (mujeres) ?

(si me () doiesinsufidientes

iFumea usted cigarilles actualmente?
() i, requiormente (") ex-fumader de 0 0 1 afio () ex-fumader de T 5 ofins () ex-fumodor = de 5 aiies
() nunco fumader () dates insufirientes

En case afirmative, jevantes anes hace gue fuma? |:|:| BE=noprocede %9 = dotes insuficientes

sAproximadamente, jevéantes cigarrillos, pures o pipas fuma al dia?

|:|:| cigarrillos/ dia |:|:| porssdin |:|:| pipas dia = poproceads 99 = datos inswficientes

iEs usted capaz de cambiar/seguir la dicta que le acensejen los médices del estudia?

Oosi T () datas insuficientes
INcLusioN  Osi Oime
MOTIVO de exclusién: () Wo cumplir criterios de inclusian () Enfermedad Cordiovoscular previa
() Dificifud de sequimiento del estudio v cambio de hibifes olimenticios () Enfermedad médica grave
() Falfa de inferés de porficipociin en el esiodio () Impasibilidad para combiar de hébitos

() Datos insuficientes
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ANEXO 2.
Cuestionario general.
Estudio PREDIMED.
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Estupio Prepimep

Cuestionario general

Identificador del participante:

di

Nodo: anotar el de nodo

Médico

L Lo L L L

Nodo (Salud

Paciente Visite

01. Andalucia - Mdlaga / 02. Andalucia - Sevilla - S.Pablo / 03. Andalucia - Sevilla - V.Rocio / 04. Baleares |
05. Cataluiia - Barcelona norte [ 06. Cataluiia - Barcelona Sur | 07. Cataluiia - Reus - Tarragona | 08. Madrid Norte |
09. Madrid Sur [ 10. Navarra / 11. Pais Vasco [ 12. Valencia

C.Salud: anotar el nGmero del centro de salud correspondiente.

Médico: anotar el ni del médi pondi
Paciente: anotar el ni del p pondi

Visita: anotar el de visita di

P

00. Inclusién - exclusién / 01. Visita Inicial / 02. Visita 3 meses / 03. Visita 1 afio / 04. Visita 2 afios / 05. Visita 3afios

Informacién de contacto (Pariente o amigo):

Primer apellido Segundo apellido

Nombre

L]

LTI

LTI

Teléfono l I I I I ‘ I Teléfono

| i

[[L]

L[]

VARIABLES SOCIO DEMOGRAFICAS
Lugar de nacimiento:
O Galicia
O Asturias
() Cantabria
() Pais Vasco
O Navarra

O La Rioja
O Aragdn
() Catalufia

() Comunidad Valenciana

O Murcia
) Madrid
O Castilla-Leén
O Extremadura

GRUPO asignado:

() Aceite de oliva virgen
() Frutos secos

O Control

() Castilla la Mancha
() Andalucia
O Canarias
) Baleares

Pais (solo relenar en caso de extamieros): | | | | | | | | | [ [ [ [ [ [ ] ][]

Estado Civil: () Soltero/a (O Casado/a

¢Cual es el nivel mas alto de que ha

(O Vivdo/a

() pivorcado/a

lotanda?
F ?

O Técnico Escuela Uiversitaria
() Datos insuficientes

O Titulado Superior o similares
() No sabe leer ni escribir

() Eswela secundaria o Bachiller

NUmero de personas con las que comparte el hogar: D]

¢Coal es su situacién laboral actual?
(O kst trabojond O Incapacidad p

O Trabaja pero tiene una baja laboral de mds de tres meses

¢Se considera una persona tensa y/o agresiva? Puniuase de 0 (més relajado) a 10 (més

Qué trabajo concreto hace o hacia

Qué trabajo concreto hace o hacia
el/la cabeza de familia

O Ama de casa
() Paro con subsidio

O Estudiante

() Separado/a

() Paro sin subsidio

() Religioso

() Eswela primaria

) lubilado

() Datos insuficientes

o  []]
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Durante el Gltimo mes, ¢Ha t do algin medi to de los siguientes?
Aspirina, Adiro o similar Osi O no (O no sabe / no contesta
Otras medicinas para aliviar el dolor o la fiebre Osi Ono () no sabe / no contesta
:r:sr:it:lt:sll::r:;e‘s’,o::‘di:mes, pastillas para la ansiedad, Osi One " RS
Vitaminas o minerales Osi O no (O no sabe / no contesta
Medicamentos para el corazén Osi O no () no sabe / no contesta
Medi tos para la presién arterial Osi O no () no sabe / no contesta
Medi tos para el colesterol Osi O no () no sabe / no contesta
Insulina Osi O no () no sabe / no contesta
Medi tos parala diabetes (diferentes de la insulina) Osi O no () no sabe / no contesta
Solo mujeres: Tratamiento hormonal Osi O no () no sabe / no contesta
Otros Ot O no () no sabe / no contesta

En caso afirmativo, nombre del medicamento/s

indicar el nombre del farmaco, la dosis y el tiempo del tratamiento en afios

LOS TRATAMIENTOS ANOTADOS POR EL PACIENTE DEBEN SER CONFIRMADOS POR LA ENFERMERA A PARTIR DE LA HISTORIA CLINICA
DEL CENTRO DE SALUD

© ([{imynnim
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¢Algon familiar directo (padres, hermanos, hijos, efc...) ha fallecido por causas cardiacas, o ha tenido
algin problema cardiaco?

O si, antes de los 55 afios (varones) / 65 afios (mujeres) O si, después de los 55 afios (varones) / 65 afios (mujeres)
O no O Datos insuficientes
é¢Ha sido usted informado por personal itario, que haya tenido alg vez arritmias o alg

enfermedad cardiaca?

Osi O no () datos insuficientes
Diagnastico

¢Algon familiar directo (padres, hermanos, hijos...) ha tenido algin accidente vascular cerebral?
(O si, antes de los 55 afios Ono (O si, después de los 55 afios (O datos insuficientes

¢Algun familiar directo (padres, hermanos, hijos...) tiene el colesterol elevado?

() si, antes de los 55 afios O, después de los 55 afios Ono () datos insuficientes

¢Algun familiar directo (padres, hermanos, hijos...) tiene la tensién arterial alta?
() s, antes de los 55 afios O i, después de los 55 afios O no () datos insuficientes

¢Algon familiar directo (padres, hermanos, hijos...) tiene o ha tenido céncer?
() si, antes de los 55 afios O, después de los 55 afios O no () datos insuficientes
éSe cansa excesivamente o le falta el aire al realizar aladn eiercicio (subir escaleras, caminar, etc.)?
(O No disnea
() Disnea a grandes esfuerzos (bailar, caminar durante media hora, trabajos de jardineria, etc.)
() disnea a moderados esfuerzos (ducharse, vestirse,etc.)
() disnea a minimos esfuerzos (cualquier actividad, levantarse de la cama)
(O Disnea sin especificar grado
(O Datos insficientes

¢Algun médico le ha diagnosticado de alg de estas enfermedades? Puede haber méas de una

respuesta.
() Embolia pulmonar (O Trombosis venosa profunda O Cataratas
() Aneurisma de aorta () Bronquitis crénica - Enfisema () Apneas del suefio
() Insuficiencia cardiaca izquierda o) Depresién () Cancer o Tumores

Edad del diagnéstico: Dj afios

Solo mujeres: ¢Que edad tenia cuando inicié la menopausia? [D afios

éle ha molestado a ud. alguna vez la gente criticandole su forma de beber?

Osi O no () datos insuficientes

¢Ha tenido ud. la impresién de que deberia beber menos?

O si O no () datos insuficientes

Inabl

éSe ha sentido alguna vez mal o culp por su tumbre de beber?
Osi O no (O datos insuficientes

é¢Alguna vez lo primero que ha hecho por la mafiana ha sido beber para calmar los nervios o para
librarse de una resaca?

O One O datos insuficientes
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EXPLORACION FiSICA

Peso D]] kg indice tobillo-brazo [D] m

wamones 1+ [ O
N il i |
. OO
it & [IDLOOLLL
. IOOOOD
poaciiony & |LDLLLDELL
. OO
sonismrnr 2 [ L] LLLILLL]
. OO

ITB Izquierdo (PAS mayor del tobillo izquierdo / PAS mayor de los brazos) D I Dj

ITB Derecho (PAS mayor del tobillo derecho / PAS mayor de los brazos) D i Dj
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ANEXO 3.

Cuestionario de frecuencia de consumo de alimentos.
Estudio PREDIMED.
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IDENTIFICACION DEL PARTICIPANTE NODO CENTRO  MEDICO  PACIENTE  VISITA PAGINA
NODO 1 1
01. Andalucia-Malaga ool fo o) [o o [ W)

02. Andalucia-Sevilla-San Pablo =T ek T Ayl bl -
03. Andalucia-Sevilla-V. Rocio ; 2 2 2 2 2 2 2 2 2

04. Baleares ”""’“"‘-’/ ey || PR s % T 3 =

05. Catalunya-Barna Norte == 7 & 4 % & ) 3%

06. Catalunya-Barna Sur = — 3 AT e 2

07. Catalunya-Reus-Tarragona ek =i =T iy e 5, B

08. Madrid Norte DR e sl |a 5| |86 8 8 T

09. Madrid Sur O/ N K= 2l 27 $ ¥ R 7

10. Navarra 8 8 8 .8 8 8 8 8 8

11. Pais Vasco Fw N Gl o = “

12. Valencia i — - —t =

Por favor, marque una tinica opci6n para cada alimento.

Para cada alimento, marque el recuadro que indica la frecuencia
de consumo por término medio durante el afo pasad

Il. HUEVOS, CARNES, PESCADOS

Se trata

CONSUMO MEDIO DURANTE EL ANO PASADO

de tener en cuenta también la variacion verano/invierno.
Por ejemplo, si toma helados 4 veces/semana solo durante
los 3 meses de verano, el uso promedio al afio es 1/semana

NUNCA

AL MES A LA SEMANA

NUNCA | 1-3 1 2-4 5-6

1. Leche entera (1 taza, 200 cc)

2. Leche semidesnatada (1 taza, 200 cc)

3. Leche descremada (1 taza, 200 cc)

4. Leche condensada (1 cucharada)

5. Nata o crema de leche (1/2 taza)

6. Batidos de leche (1 vaso, 200 cc)

7. Yogurt entero (1, 125 gr.)

8. Yogurt descremado (1, 125 gr.)

9. Petit suisse (1, 55 gr.)
10. Requeson o cuajada (1/2 taza)
11. Queso en porciones o cremoso (1, porcion 25 gr.)
12. Otros quesos: curados, semicurados (Manchego, Bola,

Emmental...) (50 gr.)

13. Queso blanco o fresco (Burgos, cabra...) (50 gr.)
14. Natillas, flan, puding (1, 130 cc)
15. Helados (1 cucurucho)

Un plato o racién de 100-150 gr, excepto cuando
se indique otra cosa

NUNCA |

NUNCA | 1-3 | 1 2-4 | 5-6

16. Huevos de gallina (uno)

17. Pollo o pavo CON piel (1 racién o pieza)

18. Pollo o pavo SIN piel (1 racién o pieza)

19. Carne de ternera o vaca (1 racién)

20. Carne de cerdo (1 racién)

21. Carne de cordero (1 racién)

22. Conejo o liebre (1 raci6n)

23. Higado (ternera, cerdo, pollo) (1 racién)

24. Otras visceras (sesos, corazén, mollejas) (1 racién)

25. Jamén serrano o paletilla (1 loncha, 30 gr.)

26. Jamén York, jamén cocido (1 loncha, 30 gr.)

27. Carnes procesadas (salchichén, chorizo, morcilla,
mortadela, salchichas, butifarra, sobrasada, 50 gr.)

28. Patés, foie-gras (25 gr.)

29. Hamburguesa (una, 50 gr.), albéndigas (3 unidades)

30. Tocino, bacon, panceta (50 gr.)

31. Pescado blanco: mero, lenguado, besugo, merluza,
pescadilla,... (1 plato, pieza o racién)

plato, pieza o racién 130 gr.)

34. Ostras, almejas, mejillones y similares (6 unidades)
36. Crust; ti

g cigalas, etc. (4-5
piezas, 200 gr.)

" +

32. Pescado azul: sardinas, atin, bonito, caballa, salmén (1
33. Pescados salados: bacalao, salazones (1 racién, 60 gr. en seco)

35. Calamares, pulpo, chipirones, jibia (sepia) (1 racién, 200 gr.) |

37. Pescados y mariscos enlatados al natural (
bonito, attn) (1 lata pequefia o media lata normal, 50 gr.)

atun) (1 lata pequeiia o media lata normal, 50 gr.)

38. Pescados y mariscos en aceite (sardinas, anchoas, bonito,

© ESTUDIO PREDIMED. Nodo Pamplona (AP-UNAV). Epidemiologia y Salud Piblica. Universidad de Navarra. 31080 Pamplona.
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Por favor, marque una tinica opcién para cada alimento.

Pagina
2

CONSUMO MEDIO DURANTE EL ANO PASADO

Ill. VERDURAS Y HORTALIZAS

Un plato o racién de 200 grs, excepto cuando se indique

NUNCA
NUNCA

| AL MES | ALASEMANA | AL DIA

[1-3 | 1 2-4  5-6 | 1 6+

. Acelgas, espinacas

. Col, coliflor, brécoles

. Lechuga, endivias, escarola (100 gr.)

. Tomate crudo (1, 150 gr)

. Zanahoria, calabaza (100 gr.)

. Judias verdes

. Berenjenas, calabacines, pepinos

. Pimientos (150 gr.)

. Esparragos

. Gazpacho andaluz (1 vaso, 200 gr.)

. Otras verduras (alcachofa, puerro, cardo, apio)
. Cebolla (media unidad, 50 gr.)

. Ajo (1 diente)

. Perejil, tomillo, laurel, orégano, etc. (una pizca)
. Patatas fritas comerciales (1 bolsa, 50 gr.)

. Patatas fritas caseras (1 racién, 150 gr.)

. Patatas asadas o cocidas

. Setas, niscalos, champifiones

CONSUMO MEDIO DURANTE EL ANO PASADO

Una pieza o raciéon

NUNCA

| NUNCA

|ALMES|  ALASEMANA | ALDIA
1.3 1 | 2-4 2-3 | 4-6 | 6+

5-6 | 1

57.
58.
59.
60.
61.
62.
63.
. Melén (1 tajada, 200-250 gr.)
65.
66.
67.
68.
69.
70.
. Nueces (30 gr.)

71

N 5

ja (una), pomelo (una), o inas (dos)
Platano (uno)

Manzana o pera (una)

Fresas/fresones (6 unidades, 1 plato postre)
Cerezas, picotas, ciruelas (1 plato de postre)
Melocotén, albaricoque, nectarina (una)

Sandia (1 tajada, 200-250 gr.)

Kiwi (1 unidad, 100 gr.)

Uvas (un racimo, 1 plato postre)

Aceitunas (10 unidades)

Frutas en almibar o en su jugo (2 unidades)

Détiles. higos secos, uvas-pasas, ciruelas-pasas (150 gr.)
Al Il pistachos, pifiones (30 gr.)

cac

| |=|=|
= =
=8 E=RE=R E=3 =N

72.

¢Cuantos dias a la semana toma fruta como postre?

CONSUMO MEDIO DURANTE EL ANO PASADO

v
b
=
<
i
<
o
®)
>
©
i
o
@
=
=
(&)
e
o
>

Un plato o racion (150 gr.)

NUNCA
O Casl
NUNCA

| AL MES A LA SEMANA ALDIA
1.3 1 [2a]s6e] 4 |

73
74
75.
76
77
78.
79.
80,
81
82
83

. Lentejas (1 plato, 150 gr. cocidas)
. Alubias (pintas, blancas o negras) (1 plato, 150 gr. cocidas)

Garbanzos (1 plato, 150 gr. cocidos)

. Guisantes, habas (1 plato, 150 gr. cocidas)
. Pan blanco, pan de molde (3 rodajas, 75 gr.)

Pan negro o integral (3 rodajas, 75 gr.)
Cereales desayuno (30 gr.)

. Cereales integrales: muesli, copos avena, all-bran (30 gr)
. Arroz blanco (60 gr. en crudo)

. Pasta: fideos, macarrones, espaguetis, otras (60 gr. en crudo)
. Pizza (1 racién, 200 gr.)

© ESTUDIO PREDIMED. Nodo Pamplona (AP-UNAV). Epidemiologfa y Salud Publica. Universidad de Navarra. 31080 Pamplona.
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NODO  CENTRO  MEDICO  PACIENTE  VISITA PAGINA
| L 3
[ r
1 T
2. | 2, 2 2
| _
P— asf no marque i‘ | : j
04N K= e
s
o
9
Por favor, marque una tnica opci6n para cada alimento. ‘ ~ CONSUMO MEDIO DURANTE EL ANO PASADO
Una cucharada o porcién individual. Para frefr, untar, 'g’& |ALMES|  ALASEMANA T ALDIA

| mojar en el pan, para alifiar, o para ensaladas, utiliza en total:

NUNCA | 1-3 | 1 | 2-4 | 5.6 1 | 2-3 | 4-6 6+
84. Aceite de oliva (una cucharada sopera) | l |

85. Aceite de oliva extra virgen (una cucharada sopera) 3 |

86. Aceite de oliva de orujo (una cucharada sopera) l [ |

87. Aceite de maiz (una cucharada sopera) I | |
88. Aceite de girasol (una cucharada sopera) |
"% 89. Aceite de soja (una cucharada sopera)

90. Mezcla de los anteriores (una cucharada sopera)
91. Margarina (porcién individual, 12 gr.)

92. Mantequilla (porcién individual, 12 gr.)

< 93. Manteca de cerdo (10 gr.)

94. Marca de aceite de oliva que usa habitualmente:

CONSUMO MEDIO DURANTE EL ANO PASADO

95. Galletas tipo Maria (4-6 unidades, 50 gr.) =8 | [
96. Galletas integrales o de fibra (4-6 unidades, 50 gr.) ‘ = [
97. Galletas con chocolate (4 unidades, 50 gr.) \ ’ | ‘

| |

98. Reposteria y bizcochos hechos en casa (50 gr.)
99. Croissant, ensaimada, pastas de té u otra bolleria
industrial comercial... (uno, 50 gr)
100. Donuts (uno)
101. Magdal (1-2 unidades) = I
1
1

02. Pasteles (uno, 50 gr.) |
03. Churros, porras y similares (1 racién, 100 gr.) I | |
104. Chocolates y bombones (30 gr.) ‘ -
|
|

<
=
&
-
oo}
|
2
a.
>
&
=
&
&
—
(o)
@
>

105. Cacao en polvo-cacaos solubles (1 cucharada de postre) | — | — |
106. Turrén (1/8 de barra, 40 gr.) [ =
107. Mantecado: én (90 gr.) | | I | 1

p

CONSUMO MEDIO DURANTE EL ANO PASADO O CASl

} NUNCA | AL MES A LA SEMANA AL DIA
NUNCA | 1-3 1 2-4 5-6 1 2-3 4-6 6+

108. Croquetas, bufiuelo: panadillas, precocinados (una) | —— | |
109. Sopas y cremas de sobre (1 plato)
110. Mostaza (una cucharadita de postre) '1 |
111. Mayonesa comercial (1 cucharada sopera = 20 gr.) |
112. Salsa de tomate frito, ketchup (1 cucharadita) |
113. Picante: tabasco, pimienta, pimentén (una pizca) |
114. Sal (una pizca) \ I I
115. Mermeladas (1 cucharadita) =
116. Azicar (1 cucharadita) | I
117. Miel (1 cucharadita) [
118. Snacks d de patatas fritas: g

palomitas, maiz, etc. (1 bolsa, 50 gr.) - ‘
119. Otros alimentos de frecuente consumo: ‘

194 ;
119.2 ) e I | =
119.5

sumMco 120

© ESTUDIO PREDIMED. Nodo Pamplona (AP-UNAV). Epidemiologfa y Salud Piblica. Universidad de Navarra. 31080 Pamplona.
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Pagina

Por favor, marque una tinica opcion para cada alimento.

CONSUMO MEDIO DURANTE EL ANO PASADO

NUNCA

NUNCA | 1

[ ALmes |
0k ———]
3N

A LA SEMANA AL DIA

2-4 [5-6 | 1 |2-3 [4-6] 6+

IX. BEBIDAS

120.

121.

122.
123.
124.
125.
126.
127.
128.
129.
130.
131.
132.
133.
134,
135.
136.
137.

Bebidas carbonatadas con aziicar: bebidas con cola,
limonadas, ténicas, etc. (1 botellin, 200 cc)

Rehid gail lori:

carb
(1 botellin, 200 cc)

Zumo de naranja natural (1 vaso, 200 cc)
Zumos naturales de otras frutas (1 vaso, 200 cc)
Zumos de frutas en botella o enlatados (200 cc)
Café descafeinado (1 taza, 50 cc)

Café (1 taza, 50 cc)

Té (1 taza, 50 cc)

Mosto (100 cc)

Vaso de vino rosado (100 cc)

Vaso de vino moscatel (50 cc)

Vaso de vino tinto joven, del afio (100 cc)

Vaso de vino tinto afiejo (100 cc)

Vaso de vino blanco (100 cc)

Vaso de cava (100 cc)
Cerveza (1 jarra, 330 cc)
Licores, anis o anisetes...
Destilados: whisky, vodka, ginebra, cofiac (1 copa, 50 cc)

hehid.

bajas en

light

= | = | |
| | Il
|

(1 copa, 50 cc) S

1 = | =

138.

139.

¢A que edad empezo a beber alcohol (vino, cerveza o
licores), incluyendo el que toma con las comidas con
regularidad (mas de siete “bebidas” a la semana)?

Decena
Unidad

¢Cudntos afos ha bebido alcohol con regularidad
(mas de siete “bebidas” a la semana)?
Afios ‘

. 28 4 8 & L 8 B G
R |
b A 5 DA ) unidad ‘

119. Otros

de fi [

1194

(No marque aqui)
SR T, R 8

[+ I |
TN

| o

(No marque aqui)
s ol e . SION . W |
T Y ver e

0 7
=g l i

Sid

el afio pasado tomé vitami i

y/o

(incluyendo calcio) o productos dietéticos especiales (salvado, aceite

de onagra, leche con 4cidos grasos omega-3, flavonoides, etc.), por favor indique la marca y la frecuencia con que los tomé:

Marcas de los

I + ot . 1

CONSUMO MEDIO DURANTE EL ANO PASADO

T

|
dev o I
= NUNCA

AL MES

A LA SEMANA AL DiA

o de los productos dietéticos | ocas
NUNCA | 1

-3 4

2-4 | 5-6 1 2-3 [ 4-6 6+

140.

140.1

140.2

140

(No marque aqui) 140.1 (No marque aqui)

(No marque aqui)

|%&&é&éé£&&%;4&

2y

LI EEE TS EEI s

Muchas gracias por su colaboracién

© ESTUDIO PREDIMED. Nodo Pamplona (AP-UNAV). Epidemiologfa y Salud Piblica. Universidad de Navarra. 31080 Pamplona.
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ANEXO 4.
Cuestionario de actividad fisica.
Estudio PREDIMED.
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N

Cuestionario de actividad fisica

[ L O L O

Nodo CSalud Médico Paciente Visito

Estupio PrepiMED

Identificador del participante:

Fecha del examen

LWL L] T]

Dia Mes Ao
DNI

INRNRRRNRRREED

CUESTIONARIO DE ACTIVIDAD FiSICA EN EL TIEMPO LIBRE DE MINNESOTA

A continuacién encontrara un cuadro con un listado de actividades fisicas y unas columnas con periodos de tiempo de
realizacién de las mismas(semana,mes,trimestre y afio). Cada columna esta dividida en dias y minutos.

La forma de rellenar el cuestionario es la siguiente:

1. Se lee atentamente cada actividad una a una y cuando se encuentre una que se haya realizado durante la Gltima
semana,con nimeros claros y sin salirse del recuadro se rellenan las casillas correspondientes a los dias y minutos.

2. Seguidamente se repite la misma accién para el dltimo mes,el dltimo trimestre y el dltimo afio.

Ha de tener en cuenta que si ha realizado algina actividad la Gltima semana supone tambien que la ha realizado el
Ultimo mes,trimestre y afio.

Para asegurar la uniformidad de la informacién recogida consideramos que:

- cada piso de escaleras = 1/2 min.

- una vuelta en esqui acudtico = 5 mn.

- un set de tenis indivdual = 20 min.

- un set de tenis dobles = 15 min.

- golf 9 hoyos = 90 min.

Ejemplo:
Una persona que:

- durante la Gltima semana ha ido a caminar media hora cada dia menos el fin de semana, ha de anotar un 5 en la
columna de dias de préctica a la semana y 30 en minutos/dia de practica. Si durante el Ultimo afio también ha ido a
caminar pero durante 2 meses en el verano no ha hecho esta actividad , tendra que anotar 200 en la columna de dias de
practica al afio y 30 en minutos / dia de practica .

- durante la dltima semana ha subido 2 veces al dia 2 pisos por la escalera a de anotar un 7 en la columna de dias de
prdctica a la semana y 2 a minutos/ dia de prdctica. Si esta actividad la repite todo el afio,tendra que anotar 365 en la
columna dias de préctica al afio y 2 en minutos / dia de practica.

SEMANA ANO
ACTIVIDADES FiSICAS DIAS M|NUID(:S/UIA ul;:s Mmmn(:s/w
PRACTICA PRACTICA PRACTICA PRACTICA

ANDAR/BAILAR/SUBIR ESCALERAS

1.Pasear 5 3 0 2 0 0 3 0
5.Subir escaleras 7 2 3 6 5 2
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ACTIVIDADES FiSICAS

SEMANA ANO
DIAS MINUTOS/DIA DIAS MINUTOS/DIA
DE DE DE DE
PRACTICA PRACTICA PRACTICA PRACTICA

ANDAR/BAILAR/SUBIR ESCALERAS

1.Pasear

en periodos de descanso del mismo

2.Andar de casa al trabajo y del trabajo a casa o

3.Andar (llevando carrito de la compra)

4.Andar (llevando bolsas de la compra)

5.Subir escaleras

6.Andar campo a través

7 Excursiones con mochila

i

8.Escalar montaias

(]

9.Ir en bicicleta al trabajo

10.Bailar

11.Aerdbic o ballet

12.Jugar con los nifios (corriendo, saltando,..)

EJERCICIOS DE MANTENIMIENTO GENERAL

13.Hacer ejercicio en casa

3

14.Hacer ejercicio en un gimnasio

15.Caminar deprisa

16.Trotar ("Jogging")

17.Correr 8-11 km/h

18.Correr 12-16 km/h

19.Levantar pesas

ACTIVIDADES ACUATICAS

20.Esqui acudtico

21.Surf

22.Navegar a vela

23.Ir en canoa o remar (por distraccién)

il

24.Ir en canoa o remar (en competicién)

25.Hacer un viaje en canoa

LI e (O

i

A



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI

MARCADORES BIOQUIMICOS EMERGENTES RELACIONADOS CON DIABETES MELLITUS TIPO 2

Andrés Diaz Loépez

SEMANA ANO
" DIAS MINUTOS/DIA DIAS MINUTOS/DIA
ACTIVIDADES Fisl
cH S ESIGAS DE DE DE DE
PRACTICA PRACTICA PRACTICA PRACTICA

26.Nadar (més de 150 metros en piscina

)

|

[ |

27 Nadar en el mar

28.Bucear

DEPORTES DE INVIERNO

29.Esquiar

30.Esqui de fondo

31.Patinar (ruedas o hielo)

OTRAS ACTIVIDADES

32.Montar a caballo

33.Jugar a los bolos

34.Balonvolea

35.Tenis de mesa

36.Tenis individual

37.Tenis dobles

38.Badminton

39.Baloncesto (sin jugar partido)

40.Baloncesto (jugando un partido)

41 .Baloncesto (actuando de éarbitro)

42.Squash

43.Fitbol

44.Golf (llevando el carrito)

45.Golf (andando y llevando los palos)

46.Balonmano

47 .Petanca

48.Artes marci iales

49.Motociclismo

l
|
l
|
l
l
|
|
|
l
|
I
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|

|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
l
|
|
|
|
|
l
|
|
|
|
|
|

|
|
|
I
|
|
|
|
|
l
|
|
l
|
|
|
I
|
l
|
|
l
I
l

|
|
|
|
|
|
|
|
l
I
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|

50.Ciclismo de carretera o montaiia

I IO |

|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
[
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|

|
|
|
|
|
l
|
|
l
|
|
|
|
|
I
|
l
|
I
|
|
|
|
|

I
|
|
|
|
[
|
|
|
|
|
l
|
[
|
|
|
l
|
|
[
|
|
|
|

|
|
|
|
|
l
|
|
|
|
|
|
|
|
|
l
|
|
|
|
|
|
|
|
|

|
|
|
l
I
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|

|

|

l
|
l
|
|
|
|
|
|
|
|
l
|
|
|
|
|
|
|
|
|
l
I
|

|

|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|

IMAWIEN
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SEMANA ANO
i DIAS MINUTOS/DIA DIAS MINUTOS/DIA
ACTIVIDADES FISICAS DE DE O DE
PRACTICA PRACTICA PRACTICA PRACTICA

ACTIVIDADES EN EL JARDIN

51.Cortar el césped con maquina

l I

52.Cortar el césped manualmente

53.Limpiar y arreglar el jardin

54.Cavar el huerto

55.Quitar nieve con pala

TRABAJOS Y ACTIVIDADES CASERAS

56.Trabajos de carpinteria dentro de casa

57.Trabajos de carpinteria (exterior)

58.Pintar dentro de casa

59.Pintar fuera de casa

60.Limpiar la casa

61.Mover muebles

L]
L[]
L[]
HE
L]
L
L]
L[]
L]
L]
L1
L[]

CAZA Y PESCA

62.Tiro con pistola

63.Tiro con arco

L[]

64.Pescar en la orilla del mar

65.Pescar con botas altas dentro del rio

66.Caza menor

67.Caza mayor (ciervos, 0sos...)

OTROS (ESPECIFICAR)

LI
[ [ ]
[ [ 1] ]
[ L]
[ LI
[ [ ]
L[] |
[ [ ]|
[ [ ]
[ [ ]|
[ L] |
L[] |
[ [ ]
[ [ ]!
L[] ]
[ []] ]
[ L] |
L[] |
HE
L[] |
L LI
L[] |
[ [ ] 1
HEI

|
| |
[ |
[ ]
||
| |
[ |
[ |
| |
[ |
[ |
[ |
[ |
[ |
[ |
[ |
[ |
||
[ |
[ |
| |
[ |
| |
[ |

N I I I I I O O

l
|
|
l
I
|
I
l
|
|
|

LS T
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ANEXO 5.

Cuestionario de adherencia a la Dieta Mediterranea.
Estudio PREDIMED.
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. ESTUD'O PRED'MED Cumplimienta de la dieta .

ldentificader del pardicipante:

Hede Chaled Wedicr

Medo: anotar &l nimers de nodo comespondiente.

Fogete Wisita

0] Anduivo - Mdioge [ (2. Andafvda - Sevilla - S Pablo [ 03. Andafucia - Sevillo - V Rodo | 04, Baleares |
05, Cataksia - Barcelono norte | 06. Cotaluia - Barcelona Sur | OF. Cafekeie - Reus - Tarmogess | 08, Madrid Norfe |

09. Mockid Sur | 10 Mavarra | T1. Pa's Vasco | 12 Yalencio
. Salud: anotar &l mimero del centro de saled comespondiente.
Medice: anctar el nomere del medice comespondiente.
Paciente: anotar el nimero del padiente corespondiente.
Visita: anotar el nd de wisita o pondi

0. Inchusicn - exclusian [ 0. Visita Inicid | 02 Viita 3 meses | 03. Visita 1 afo | 04, Viita 2 aies | D5 Visite Janoes

Fecha del examen

/ /200

T Mes M
1. iUsa usted el aceite de sliva come principal grasa para cecinar? 5 =1 punto |:|
2. iCuanie aceite de sliva consume en tetal al dia (incluyendes el usade e =1 p
para freir, comidas fuera de casa, ensaladas, ete.)?
3. iCuantas racienes de verdura v hertalizas consume al dia? 2 o mds {al menos una de ellas en
(las guarniciones o ocompabamientos = 12 rodian) 1 rocidn = 200q. ensalada o crudas) = 1 punto
4. iCuantas piexas de fruta (incluyende Tume natural) consume al dia? 3 o mas al dia = 1 punto |:|
5. iCuantas raciones de earnes rejas, hamburguesas, salchichas o )
. . " menes de 1 al dia = 1 punto
embutides censume al dia? (racidn: 100 - 150 q)
&. iCuantas racienes de mantequilla, margarina ¢ nata consume al dia? o
[porcién individual: 12 g) menes de 1 al dia =1 punte
7. iCuantas bebidas carbenatadas y/e azuearadas (refresees, ealas, )
- . . menos de 1 al dia = 1 punto
tenicas, Blﬂer] consume al dia?
8. iBebe usted vine? ;Cudnte consume a la semana? 7 o mas vasos a la semana = 1 punto |:|
2. iCuantas racienes de legumbres consume o la semana? A
{1 plata o racién de 150 q) 3 omas a lo semana = 1 punto
10. iCuantas racienes de peseade-marisces consume a la semana? i _
(1 plate pieza o radién: 100 - 150 de pescodo o 4-5 piezos o 200 g de marisce) 3 omas ala semana = 1 punfo
11. iCuantas veees eansume repasteria camercial (ne casera) come
menas de 2 a la semana = 1 punto
galletas, flanes, dulee & pasteles a la semana?
12. iCuantas veees eansume frutes seces o la semana? (racién 30 q) 3 o mas a la semana = 1 punto |:|
13. iConsume usted preferentemente carne de pells, pave & coneje en
vex de ternera, cerde, hamburguesas o salechichas? (core de pollo: 1 pieza o 8i=1 punto |:|
racion de 100 - 150 g
14, iCuwantas veces a la semana consume los vegetales cocinades, la
pasta, arrex u ofres plates aderezades con salsa de temete, aje, ceballa 2 o mds a la semana = 1 punto |:|

o puerre elaberada o fuege lente con aceite de sliva (sofrita)?
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ANEXO 6.

Cuestionario de adherencia a la Dieta baja en grasa.
Estudio PREDIMED.
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CUESTIONARIO DE ADHERENCIA A LA DIETA BAJA EN GRASA

1. ¢Cuantas cucharadas de aceite toma al dia, incluyendo el usado
para freir, cocinar, alifiar y en comidas fuera de casa? 2 o menos =1 punto

(1 cucharada: 10 ml)

2. ¢Retira la grasa visible o la piel de las carnes de pollo, cerda,
cordero o ternera, antes de cocinarlas y desgrasa los caldos y Si =1 punto

platos cocinados antes de consumirlos?

3. ¢Cuantas raciones de carnes grasas (lomo alto, costillejas, falda,

cuello, alitas, etc.), hamburguesas o carnes picadas comerciales,
, . . . 1 o menos =1 punto
visceras, precocinados, salchichas o embutidos consume a la

semana? (racion de carne: 100 g; racion de embutidos: 30 g)

4. ¢Cuantas raciones de mantequilla, margarina, manteca,
mayonesas, helados cremosos o nata consume a la semana? 1 0 menos = 1 punto

(racion grasa para untar: 12 g; helado: 100 g)

Si=1 punto
5. ¢ Consume solo lacteos desnatados? .
(id. si no toma lacteos)

6. éCocina los arroces, pastas, patatas o legumbres sin embutidos
2 o menos por semana =1
ni sofritos, ni panceta, ni tocino, ni carnes grasas como costilla o
punto
cuello de cerdo o cordero?

7. éCuantas veces a la semana consume pescado azul o pescado
. . 1 o menos =1 punto
blanco o marisco enlatado en aceite?

8. ¢ Cuantas raciones de bolleria consume a la semana: galletas,
L, , 1 o menos =1 punto
coca, dulces o pasteles? (1 racion de bolleria: 80 g; 6 galletas: 40g)

9. ¢Cuantas veces a la semana toma frutos secos, patatas chips u
" . 1 o menos =1 punto
otros aperitivos fritos?
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ANEXO 7.

Cuestionario de tolerancia.
Estudio PREDIMED.
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Estupio Prepimep

Tolerancia

ldertificad ar del paricipante: | | |

C5ohud

Magiz

Fecha del examen: ‘ ‘f‘|

/20

Lin

Pazissts

GRUPO asignades:

Wichn

Aceite de oliva virgen
Frutes secos
Dieta bajo &n graso

Con respects o su situeacion antes de empezar el estudie:

1. Estade gencral de salud - Se encuentra:
2. Las comidas le sientan:
3. Hace la digestisn:

4. Tiene el ritme intestinal (depesiciones):

Pear
Pear
Pear

Peor

4.1 (5éle si ha cambiades) - Ahera defeca:

- més blande:

- més dure:

- més velumen:

= més veees al dia:

Si
Si

Si
§i

Mejor
Mejor
Mejor
Mejor

No sobe
M sobe
M sobe

He sobe

Los participontes de la Dieta Bajo en Grasa (DBG] sélo deberan responder hasta lo pregunta 4.1 indusive.

5. iHa tenide alguna dificultad pera ingerir les alimentes gue le hemes dade?

5.1_Aceite virgen de slive: 5i

Demasiada confidad

o lo talera

o le gusta

Diras motivas. Indigue ooales:

Otras shservacienes (ef., calidad del aceite)

5.2 Frules secos: 5i

Si la respuesta ex afirmativa: (marcar la speién que cerespeonda):

Demasinda confidod

Na lws talera Dfros motives. Indigue (udles:

Si la respuesta es afirmativa: (marcar la apeidn que corresponda):

Dificuffod pora mosficarios...  §0émo se ha solucienode?

Na le qushan

Otras shservacienes (ef., eulidad de los frutes seces)
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ANEXO 8.

Cuestionario de seguimiento.
Estudio PREDIMED
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Estupio Prepimep

Cuestionario de seguimiento

ldentifisader del parizipante: | | | | | | | |

[ [T Wi Facarna Fiite
Mode: anotar &l mimere de node comespondiente.
01 Andolucii - Malage | 02. Andufrcia - Swvilla - 5 Poblo | 09. Andokscio - Savills - ¥ Recio | 04. Bolsares |
0F. Cataluis - Barcalana narts | 0%, Carslufia - Barcalsas Sur [ 07, Covalia - Baum - Tarragans | 08, Madrid Marts |
0% Modvid Ser | T0. Newarrn | 17 Paiz Varco | 12, Volsnco
C Salud: anotar el nomero del centro de salud cormespondiente.
Medico: anotar el nomers del medico comespondiente.
Paciente: anotar &l mémere del paciente comespondiente.
Wisito: anotar &l de visita correspondiente.
D0, inchriza - axchvridn [ 1. Virite bnicial | 02. Vaite 2 mazs: [ 02, Viita | ofo [ 04. ¥isio 2 afor | 05. Viin Sais
Fecha del examen
O [T o
NIF
CIP
Infermacién de comtacts (Pariente o amigs):
Primer apellids Sequndn opellido Membre
Telztenn Teléfoma
Ha sambiads su estads eivil desede la Olimea visibe: | i e
Estade Civil: ) Saliero/a ) Cosndofo ) Yindu/o [ Diverciodn/n () Separodo/a Religinsn
Ha cambiado el nimes de personas con las que comparte el hogar desde la dlima visita: | si na
Mimers de parsenas ean las que comparte el hagar
He cambicde su situacion laberal desde la Gltimea visita: Osi ) na
iCoal es su situacién labsral asual?
() Esti trahojande I Incopocidod parmonznte () Ama de cos () Estudionte () Iubildo
(. Trobaja pers tienz una boja lsboral de mas de tres meses () Parn on subsidin . Pare sim subsidio _ Dotes msuficientes

Qué trubaje concrete hace o hacia

Qué trakaje concrete hage o hacia el/la cabeza de familia
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EXPLORACION FiSICA

Altura s n Pess kg IMC +_ lgfms Cintura |

Presidn Presidn
Arterial Arterial Frecuéntin
Sistolico Dinstolica Cardinc

Extremided superier izgquierda 1

(paciente sentads) 2

Extremided superier derecha 1

(paciente sentecs) 2

DOPPLER  |paciente decubite supins)

Extremided superier derecha 1
Extremidad inferier izgquierda 1
Extremidad inferior derecha 1

Anctacién de incidéncias

Tipe d ida de la infe idn:
pe €8 reeeglea g T Intermacien Gltima Fecha en histéria clinica

Praseninl ) Teléfana ) Histéria Clinica / /20 Dtros
AR

Jin LTH

Adhesisn a la intervencién:
) Bueno ) Regular ) Mala

Muestra bislégica en este seguimiente:

| 5 {7 Mo
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En pacientes diab&tices, ile han diagnesficads en el Gltime ane algunas de las siguientes

complicaciones?

Afectugién renal |

programa de dialisis
ik L ne

b

Eil

na . dutes inswficientes

En case de afectucién renal, el empesramients de la funcisn renal ha metivads gue entrara en un

) dains inswficientes

Afectacién de la reting por la diabetes [Retinepatia diabética) que haya metivade un ratamients con laser

I s

| A

| daivs msuficientes

éle han diagnosticade en el Ultime ane de cetaratas?
{ i | M@

__| datos imswficientes

iHa side sametide a algin tipa de intervencién quirdrgica este Gltime ane? (En caso afirmative indique cual)

s

i datus insuficientes

iHa desarrellade en este Gltime ane algin tipe de enfermedad que ne se le hubiera diagnesticads

previamente? (En caso ofirmative indique cual)
] ] (" dates inswficientes

e

Durante el Glime mes, jHa temade algin medicamentes de les siguientes?

Aspiring, Adire o similar

Otras medicinas para aliviar el deler o la fiekre

Tranquilizantes, sedantes, pastillas para la ansiedad,

pastillas para dermir,

Vitaminas & minerales

Medieamentes para el earazén

Medicamentos pera la presién arerial

Medicamentos para el calesteral

Insuline

Medicamentes parala diaketes (diferentes de la insulina)

Sele mujeres: Tratamierte hermenal

Otras

En case afirmative, nembre del medicamente/s y desis

]

iHe cambiade este tipe de medicacién en el dltime are?

LOS TRATAMIENTOS AMOTADOS POR EL PACIENTE DEBEM SER COMFIRMADOS POR LA ENFERMERA A PARTIR DE LA HISTORIA CLIMICA DEL CENTRO DE SALUD
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.E,Fumu wsted cigarilles actvalmente?
_si () ex-famader de 0o 1 afo | ex-fomodor de 10 5 afies (| ex-fumader > de 5 afos () nunca fomader (! dates insuficientes

cAproximadamente, jevames cigamilles, pures & pipas fuma al dia?
cigarrills din puros|din pipos/dia  BE=meprersde 99 = dotos inswdicientes

Ha cambiade su hakite tabéguice en los Gltimos & meses: | s L
EM LAS SIGUIENTES PREGUMTAS, en case afirmetive selicitar informe médice y rellenar heja de eventss.

i5e le ha diagnesticade en el Gltime afio de diaketes?
g (O {_ daivs insuficientes
iHa side usted infermacds per persenal sanitarie, que se le hayan hallades cifras de sslesters| alte?
s () mo () dafvs inswficientes
iHa side usted informade per personal sanitario, gque tenga la tensién alta?
i [ m ! datos insuficientes
iHa side usted informade per persenal sanitarie, que haye tenide alguna vex un infarte de miscardio
enel Oltime ane? (s me [ dafos inswficientes
iHa side usted infermades per persenal sanitarie, que hayea tenide alguna vex una angina de peches en
el Gltime aneo? s Cme () dalos insufiientes
iHa side usted informacds per persenal sanitario, que le hayan practicades una angisplastia coronaria
con o sin implantacién de stert o realizade una iMtervencién de bypass corenarie quirdrgice?
Jd (Om _ datos insuficientes
iHa side usted informacde per persenal sanitario, que hayea sufride un pare cardiace del que haya
recuperde en el |.'|||irr|9 ano? ) )
s [ mo 1 dafos insuficientes
iHa side usted infermade per persenal sanitarie, que haya sufride alguna aritmia en el Oltime ane?
i (m | datus inswficientes
iHa side usted infermacde per persenal sanitarie, que hayea sufride un accidente vaseular cerebral en el
oltime ano? s m {_J dains insuficientes
ile han diagnesticads en el Ultime ane de anewvrisma de aerta?
s (m {_ dates insuficientes
iHa netade en el Ultime ane, gque se cansa excesivamente o le falta el aire al realizar algin ejercicie
(subsir esealeras, caminar, ete.)?
! Mo disnea
I Disnea o qrondes esfuerzos (bailar, cominar duronfe medio horo, frobojos de jordinerin, efc)
| Disnea o mederados esfuerzes {ducharse, vestirse efc)
) Disnea o minimes esfuerzos (cualguier activided, levantarse de la camn)
) Disnea sin especificar grodo
I Doies inswficientes

iEn el Oltime anfeo, le han diagnesticade de un frasterne circulatorio en las piemas?
s (m 1 datos insuficientes
iHa metivade este trastorne cireulaterie que le intervinieran gquirirgicamente o gue le amputaran parte

de una extremidad? i o ) datos insuficientes

Ultima ingesta de aceite de sliva virgen | |f| ‘J" 20 ‘ _desoywno () comidn () cenn |
[ ™ [

Ulima ingesta de hebida aleshélica & vine | |f| ‘f 20 ‘ ) desoyuno ) comido () cenn |

Qi LT Ao
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11.2. APORTACIONES CIENTIFICAS
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Aportaciones cientificas

Publicaciones propias derivadas del presente trabajo de Tesis Doctoral

Diaz-Lopez A, Chacon MR, Bull6 M, Maymoé-Masip E, Martinez-Gonzalez MA, Estruch R, Vendrell
], Basora ], Diez-Espino ], Covas MI, Salas-Salvadé ]. Serum sTWEAK concentrations and risk
of developing type 2 diabetes in a high cardiovascular risk population: a nested case-
control study. J Clin Endocrinol Metab. 2013; 98(8): 3482-90. PMID: 23760626. Factor de
impacto: 6,31

Diaz-Lopez A, Bullé M, Chacén MR, Estruch R, Vendrell ], Diez-Espino ], Fité M, Corella D, Salas
Salvadé ]. Reduced circulating sSTWEAK levels are associated with metabolic syndrome in
elderly individuals at high cardiovascular risk. Cardiovasc Diabetol. 2014; 13: 51. PMID:
24565471. Factor de impacto: 4,015

Diaz-Ldpez A, Bullé M, Juanola-Falgarona M, Martinez-Gonzalez MA, Estruch R, Covas MI, Arés
F, Salas-Salvadé ]. Reduced serum concentrations of carboxylated and undercarboxylated
osteocalcin are associated with risk of developing type 2 diabetes mellitus in a high
cardiovascular risk population: a nested case-control study. ] Clin Endocrinol Metab. 2013;
98(11): 4524-31. PMID: 24037881. Factor de impacto: 6,31
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Otras publicaciones realizadas durante el transcurso de la tesis

Guasch-Ferré M, Bull6 M, Martinez-Gonzalez MA, Corella D, Estruch R, Covas MI, Arés F,
Wairnberg ], Fiol M, Lapetra ], Mufioz MA, Serra-Majem L, Pint6 X, Babio N, Diaz-Lépez A, Salas-
Salvadé J. Waist-to-height ratio and cardiovascular risk factors in elderly individuals at
high cardiovascular risk. PLoS One. 2012; 7(8): e43275. PMID: 22905246.

Guasch-Ferré M, Bull6 M, Costa B, Martinez-Gonzalez MA, Ibarrola-Jurado N, Estruch R, Barrio F,
Salas-Salvadd J; PREDI-PLAN Investigators. A risk score to predict type 2 diabetes mellitus
in an elderly Spanish Mediterranean population at high cardiovascular risk. PLoS One.
2012; 7(3): e33437. PMID: 22442692.

Diaz-Lépez A, Bull6 M, Martinez-Gonzalez MA, Guasch-Ferré M, Ros E, Basora J, Covas MI, del
Carmen Loépez-Sabater M, Salas-Salvadd J; PREDIMED (Prevenciéon con Dieta Mediterranea)
Reus Study Investigators. Effects of Mediterranean diets on kidney function: a report from
the PREDIMED trial. Am J Kidney Dis. 2012; 60(3): 380-9. PMID: 22541738.

Diaz-Lopez A, Bullé M, Basora ], Martinez-Gonzalez MA, Guasch-Ferré M, Estruch R, Warnberg J,
Serra-Majem L, Arés F, Lapetra ], Ros E, Pinté X, Covas MI, Salas-Salvadé ]. Cross-sectional
associations between macronutrient intake and chronic kidney disease in a population at
high cardiovascular risk. Clin Nutr. 2013; 32(4): 606-12. PMID: 23141101.

Ibarrola-Jurado N, Bull6 M, Guasch-Ferré M, Ros E, Martinez-Gonzalez MA, Corella D, Fiol M,
Warnberg |, Estruch R, Roman P, Arés F, Vinyoles E, Serra-Majem L, Pint6 X, Covas MI, Basora ],
Salas-Salvadé ]J; PREDIMED Study Investigators. Cross-sectional assessment of nut
consumption and obesity, metabolic syndrome and other cardiometabolic risk factors:
the PREDIMED study. PLoS One. 2013; 8(2): €57367. PMID: 23460844.

Juanola-Falgarona M, Candido-Fernandez ], Salas-Salvadé |, Martinez-Gonzalez MA, Estruch R,
Fiol M, Arija-Val V; Monica Bull6; PREDIMED_Study Investigators. Association between
serum ferritin and osteocalcin as a potential mechanism explaining the iron-induced
insulin resistance. PLoS One. 2013; 8(10): e76433. PMID: 24167545.

Babio N, Ibarrola-Jurado N, Bull6 M, Martinez-Gonzalez MA, Warnberg |, Salaverria I, Ortega-
Calvo M, Estruch R, Serra-Majem L, Covas MI, Sorli JV, Salas-Salvad6 |; PREDIMED Study
Investigators. White blood cell counts as risk markers of developing metabolic syndrome
and its components in the PREDIMED study. PLoS One. 2013; 8(3): e58354. PMID: 23526980.
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Guasch-Ferré M, Bullé M, Martinez-Gonzalez MA, Ros E, Corella D, Estruch R, Fité M, Arés F,
Warnberg ], Fiol M, Lapetra ], Vinyoles E, Lamuela-Raventés RM, Serra-Majem L, Pint6 X, Ruiz-
Gutiérrez V, Basora |, Salas-Salvad6é ]; PREDIMED study group. Frequency of nut
consumption and mortality risk in the PREDIMED nutrition intervention trial. BMC Med.
2013; 11: 164. PMID: 23866098.

Salas-Salvad¢ ], Bullé M, Estruch R, Ros E, Covas MI, Ibarrola-Jurado N, Corella D, Ards F, Gomez-
Gracia E, Ruiz-Gutiérrez V, Romaguera D, Lapetra |, Lamuela-Raventds RM, Serra-Majem L, Pint6
X, Basora ], Muiioz MA, Sorli ]V, Martinez-Gonzilez MA. Prevention of diabetes with
Mediterranean diets: a subgroup analysis of a randomized trial. Ann Intern Med. 2014;
160(1): 1-10. PubMed PMID: 24573661.

Juanola-Falgarona M, Salas-Salvad6 ], Ibarrola-Jurado N, Rabassa-Soler A, Diaz-Lopez A,
Guasch-Ferré M, Hernandez-Alonso P, Balanza R, Bulld M. Effect of the glycemic index of the
diet on weight loss, modulation of satiety, inflammation, and other metabolic risk factors:
arandomized controlled trial. Am J Clin Nutr.2014; 100(1): 27-35. PMID: 24787494.

Mayneris-Perxachs |, Sala-Vila A, Chisaguano M, Castellote Al, Estruch R, Covas M], Fité M, Salas-
Salvadé ], Martinez-Gonzalez MA, Lamuela-Raventoés R, Ros E, Lopez-Sabater MC; PREDIMED
Study Investigators. Effects of 1-year intervention with a mediterranean diet on plasma
Fatty acid composition and metabolic syndrome in a population at high cardiovascular
risk. PLoS One. 2014; 9(3): e85202. PMID: 24651160.

Flores-Mateo G, Elosua R, Rodriguez-Blanco T, Basora-Gallisa ], Bull6 M, Salas-Salvadé ],
Martinez-Gonzalez MA, Estruch R, Corella D, Fit6 M, Fiol M, Arés F, Gémez-Gracia E, Subirana I,
Lapetra ], Ruiz-Gutiérrez V, Sdez GT, Covas MI; PREDIMED Study Investigators. Oxidative
stress is associated with an increased antioxidant defense in elderly subjects: a multilevel
approach. PLoS One. 2014;9(9): e105881. PMID: 25269026.

Becerra-Tomas N, Estruch R, Bull6 M, Casas R, Diaz-Lépez A, Basora ], Fité M, Serra-Majem L,
Salas-Salvadé J. Increased serum calcium levels and risk of type 2 diabetes in individuals
at high cardiovascular risk. Diabetes Care. 2014; 37(11): 3084-91. PMID: 25139884.

Martinez-Gonzalez MA, Toledo E, Arés F, Fiol M, Corella D, Salas-Salvadé ], Ros E, Covas MI,
Fernandez-Crehuet ], Lapetra ], Mufioz MA, Fit6 M, Serra-Majem L, Pint6 X, Lamuela-
Ravent6sRM, Sorli ]V, Babio N, Buil-Cosiales P, Ruiz-Gutierrez V, Estruch R, Alonso A;
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PREDIMED Investigators. Extravirgin olive oil consumption reduces risk of atrial
fibrillation: the PREDIMED (Prevencion con Dieta Mediterranea) trial. Circulation. 2014;
130(1): 18-26. PMID: 24787471.

Diaz-Lépez A, Bull6 M, Martinez-Gonzalez MA, Corella D, Estruch R, Fit6 M, Gomez-Gracia E, Fiol
M, Garcia de la Corte FJ], Ros E, Babio N, Serra-Majem L, Pint6 X, Mufioz MA, Francés F, Buil-
Cosiales P, Salas-Salvadé ]. Dairy product consumption and risk of type 2 diabetes in an
elderly Spanish Mediterranean population at high cardiovascular risk. Eur J Nutr. 2015 Feb
7. [Epub ahead of print]. PMID: 25663611.

Babio N, Becerra-Tomas N, Martinez-Gonzalez MA, Corella D, Estruch R, Ros E, Sayo6n-Orea C,
Fit6 M, Serra-Majem L, Aro6s F, Lamuela-Raventés RM, Lapetra ], Gdmez-Gracia E, Fiol M, Diaz-
Lopez A, Sorli JV, Martinez JA, Salas-Salvadé J; PREDIMED Investigators. Consumption of
Yogurt, Low-Fat Milk, and Other Low-Fat Dairy Products Is Associated with Lower Risk of
Metabolic Syndrome Incidence in an Elderly Mediterranean Population. / Nutr. 2015 Aug
19. pii: jn214593. [Epub ahead of print] PMID: 26290009.

Diaz-Lépez A, Babio N, Martinez-Gonzalez MA, Corella D, Amor A, Fité M, Estruch R, Aroés F,
Goémez-Gracia E, Fiol M, Lapetra ], Serra-Majem L, Basora ], Basterra-Gortari ], Zanon-Moreno V,
Mufioz MA, Salas-Salvadé ] and PREDIMED Study Investigators. Mediterranean diet,
retinopathy and nephropathy microvascular diabetes complications: A post hoc analysis
of a randomized trial. Diabetes Care. 2015; 38: 1-8. DOI: 10.2337/dc15-1117. PMID:
26370380.

Becerra-Tomas N, Guasch-Ferré M, Quilez ], Merino j, Ferré R, Diaz-Lopez A, Bull6 M,
Hernandez-Alonso P, Pala-Galindo A, Salas-Salvadé ]. Effect of functional bread rich in
potassium, y-aminobutyric acid and angiotensin converting enzyme inhibitors on blood
pressure, glucose metabolism and endothelial function: a double-blind randomized
crossover clinical trial. MEDICINE. 2015 (aceptado).

Autores (por orden de firma): Jordi Salas-Salvad6, Anna Bonasai Sanjaume, Roser trallero
Casarias, M. Engracia Sal6 i Sola, Rosa Burgos Peldez. Titulo de libro: Nutricién y Dietética
Clinica, 32 edicion. Capitulo de libro (paginas): 25 (269-271). Afio: 2014. Editorial:
ELSEVIER MASSON. Lugar de publicacién: Espaiia.
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Participacién en proyectos de investigacion

Titulo de proyecto: Determinantes clasicos, nutricionales y bioquimicos de la incidencia de
diabetes tipo 2 en la cohorte del estudio PREDIMED.

Expediente: PI11001407.

Empresa o administracién financiadora: Fondo de Investigacién Sanitaria (FIS). Instituto de
Salud Carlos III (ISCIII).

Duracion (meses): 2011-2013 (36).

Investigador Principal: Prof. Jordi Salas-Salvadé.

Cargo en el proyecto: Investigador asociado.

Titulo de proyecto: Efecto de pan funcional reducido en sal y fermentado con masa madre
de lactobacillus brevis con capacidad para formar acido y-amino butirico, sobre la
tension arterial, el metabolismo de la glucosa y la funcién endotelial.

Expediente: PV13039S.

Empresa o administracién financiadora: Europastry S.A.

Duracién (meses): 2014-2015 (24).

Investigador principal: Prof. Jordi Salas-Salvadé.

Cargo en el proyecto: Investigador asociado.

Titulo de proyecto: PREDIMED-PLUS: Efecto de una dieta mediterranea hipocaldrica y
promocion de la actividad fisica en la prevencion primaria cardiovascular. Estudio piloto
sobre marcadores intermedios y la calidad de vida.

Expediente: 2013ACUP00194.

Empresa o administracidn financiadora: Recercaixa.

Entidades participantes: [ISPV - URV.

Duracion (meses): 2014-2015 (24).

Investigador principal: Prof. Jordi Salas-Salvadé.

Cargo en el proyecto: Investigador asociado.



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI
MARCADORES BIOQUIMICOS EMERGENTES RELACIONADOS CON DIABETES MELLITUS TIPO 2
Andrés Diaz Loépez

Titulo de proyecto: Efecto de una dieta mediterranea hipocaldrica y promocion de la
actividad fisica en prevencion primaria cardiovascular. Estudio piloto sobre marcadores
intermedios. Proyecto coordinado.

Expediente: P113/00462

Empresa o administracion financiadora: Fondo de Investigacion Sanitaria (FIS). Instituto de
Salud Carlos III (ISCIII).

Entidades participantes: [ISPV - URV.

Duracion (meses): 2014-2016 (36).

Investigador principal: Prof. Jordi Salas-Salvadé.

Cargo en el proyecto: Investigador asociado.
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Contribuciones a congresos cientificos

Congreso: 11th European Nutrition Conference (FENS). Madrid, 26-29 de Octubre del 2011.
Autores: Diaz Lopez A, Bullé Bonet M, Moreno-Navarrete ], Fernandez-Real ], Salas-Salvadé J.
Titulo: Total and undercarboxylated osteocalcin predict changes in insulin sensitivity and
beta cell function.

Formato: Péster.

Publicacion: Ann Nutr Metab 2011; 58 (suppl 3):279.

Sessiones Cientificas del CCNIEC: Aliments Funcionals, Reus, 17 de novembre de 2011.
Organitzacié: Centre Catala de la Nutricié (CCNIEC).
Horas: 6 h.

Congreso: IV Symposium Ciber Fisiopatologia de la Obesidad y Nutricion (CIBERobn):
Nuevos avances en Obesidad y Nutricidon. Malaga; 10-11 de Noviembre de 2011.

Autores: Diaz-Lépez A, Bullé6 M, Martinez-Gonzalez MA, Guasch-Ferré M, Ros E,Basora ], Covas
MI, Salas-Salvad¢ ], for the PREDIMED study investigators.

Titulo: Mediterranean diet and renal function: Cross-sectional evaluation and results of
one-year intervention in the Reus cohort of the PREDIMED Study.

Formato: Péster.

Publicaciéon: Abstract Book; p.35. Depdsito Legal: M-43-380-2011.

Congreso: IXth Barcelona International Conference on the Mediterranean Diet, a healthy
lifestyle for obesity prevention. Barcelona, 27-28 de Marzo de 2012.

Autores: Diaz-Lopez A, Bull6 M, Martinez-Gonzalez MA, Guasch-Ferré M, Ros E, Basora ], Covas
MI, Del Carmen Lopez-Sabater M, Salas-Salvadé J; PREDIMED Reus Study Investigators.

Titulo: Effects of Mediterranean diets on kidney function: a report from the PREDIMED trial.

Formato: Poster.

Congreso: I Congreso Médico-Quirargico de la Obesidad (XI Congreso de la Sociedad
Espafiola para el Estudio de la Obesidad-SEEDO; XV Congreso de la Sociedad Espafiola de
Cirugia de la Obesidad Moérbida y de las Enfermedades Metabdlicas-SECO; Seccion de
Obesidad Moérbida de la AEC. Madrid, 14-15 de Marzo del 2013.
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Autores: Diaz-Lopez A, Bull6 M, Martinez-Gonzalez MA, Guasch-Ferré M, Ros E, Basora ], Covas
MI, Del Carmen Ldopez-Sabater M, Salas-Salvadd ]; PREDIMED Reus Study Investigators.

Titulo: Concentraciones séricas del STWEAK y riesgo de incidencia de diabetes mellitus tipo
2 en una poblacion de alto riesgo cardiovascular: estudio de casos y controles anidado.
Formato: Comunicacién oral.

Publicacion: Abstract Book; p. 1. Deposito Legal: M-7562-2013.

Congreso: World Forum for Nutrition Research: Mediterranean Food on Health and
Disease. Reus (Tarragona), 20-21 de Mayo del 2013.

Autores: Diaz-Lopez A, Bullé M, Martinez-Gonzalez MA, Guasch-Ferré M, Estruch R, Warnberg J,
Arés F, Ros E, Covas MI, Salas-Salvadé J.

Titulo: Macronutrient intake, kidney function and chronic kidney disease: a cross-sectional
study in a population at high cardiovascular risk.

Formato: Péster.

Publicacion: Annals of Nutrition and Metabolism, 62(suppl 2):1-90.

Congreso: IUNS 20th International Congress of Nutrition. Granada, 15-210 de Septiembre del
2013.

Autores: Diaz-Lépez A, Bullé M, Juanola-Falgarona M, Martinez-Gonzalez MA, Estruch R, Covas
MI, Arés F, Salas-Salvadé J.

Titulo: Reduced serum concentrations of osteocalcin are associated with risk of developing
type 2 diabetes mellitus in a high cardiovascular risk population.

Formato: Poster.

Congreso: III World Congress of Public Health Nutrition de Las Palmas de Gran Canarias.
Las Palmas de Gran Canarias, 7-12 de noviembre del 2014.

Autores: Diaz-Lépez A, Bullé6 M, Martinez-Gonzalez M.A, Corella D, Estruch R, Fit6 M, Serra-
Majem L, Lapetra ], Ros E, Basora |, Fiol M, Salas-Salvadé J.

Titulo: Dairy product intake and risk of type 2 diabetes in an elderly Spanish Mediterranean
population at high cardiovascular risk.

Formato: Péster.

Publicacion: International Journal of Community Nutrition, Volume 0, (Supp), November 2014.
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Congreso: III Congreso FESNAD. Sevilla, 5-7 de marzo del 2015.

Autores: Diaz Lopez A, Bull6 Bonet M, Martinez GonzalezMA, Corella Piquer D, Estruch Ribas R,
Fit6 Colomer M, Gémez-Gracia E, Fiol Sala M, Garcia de la Corte F. ], Ros Rahola E, Babio Sanchez
N, Serra Majem L, Pinté Sala X, Mufioz M.A, Francés Bozal F, Salas-Salvadé J.

Titulo: Consumo de productos ldcteos y riesgo de diabetes tipo 2 en una poblacién
mediterrdnea con alto riesgo cardiovascular.

Formato: Péster.

Publicacion: Nutricién Clinica en Medicina, libro de comunicaciones FESNAD 2015, Vol. IX -N° 1-
2015.

Congreso: III Congreso FESNAD. Sevilla, 5-7 de marzo del 2015.

Autores: Babio Sanchez N, Becerra Tomas N, Martinez Gonzalez MA, Corella Piquer D, Estruch
Ribas R, Ros Rahola E, Saydn Orea C, Fit6 Colomer M, Serra Majem L, Arés Borau F, Lamuela
Raventds RM, Lapetra Peralta J, Gdmez Gracia E, Fiol Sala M, Pint6 Sala X, Diaz Lépez A, Martinez
Hernandez JA, y Salas Salvadd J.

Titulo: Ingesta de leche, yogur y otros productos ldcteos y riesgo de desarrollar sindrome
metabdlico en una poblacién con alto riesgo cardiovascular

Formato: Péster.

Publicaciéon: Nutricién Clinica en Medicina, libro de comunicaciones FESNAD 2015, Vol. IX -N° 1-
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