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1.1. Relevancia de la Diabetes Mellitus tipo 2 (DM2)
1.1.1. Epidemiologia

La diabetes mellitus (DM) se puede considerar como uno de los principales
problemas de salud mundial, entre otras razones por su elevada prevalencia, su
elevado coste econdmico y el nUmero de muertes prematuras que provoca (1,2).

Existe un interés en el estudio de la DM2 que radica en el aumento
progresivo de personas que se ven afectas cada ano por esta patologia como
consecuencia de la creciente longevidad, el sobrepeso y la obesidad, resultado de
la adopcion de estilos de vida diabetdgenos. Segun la Organizaciéon Mundial de la
Salud (OMS), el nimero de personas con diabetes ha aumentado de 108 millones
en 1980 a 422 millones en 2014. La prevalencia mundial de la diabetes en adultos
(mayores de 18 afios) ha aumentado del 4,7% en 1980 al 8,5% en 2014. Segun
proyecciones de la OMS, la diabetes sera la séptima causa de mortalidad en 2030
(3).

Los datos recogidos en 2017 por la Federacion Internacional de Diabetes
(IDF) se muestran en la figura 1 e indican que, aproximadamente, el 6% de la
poblacion mundial (425 millones de personas entre 20-79 afos) padece diabetes y
se estima que el numero de personas con esta enfermedad se incrementara a 629
millones (un incremento del 48%) (4). Ademas, también se muestran los datos del
numero total de personas con diabetes en Europa, que suman un total de 58
millones, y que representa el 8.8% de la poblacion europea comprendida entre las
edades de 20-79 anos (4). En Europa, la prevalencia de la DM2 se ha elevado entre
todas las edades debida, principalmente, a un incremento en el sobrepeso y la
obesidad, a una dieta insana y a un estilo de vida sedentario (2,5). El incremento de
estos cuatro factores ha llevado a la aparicion de DM2 en ninos, adolescentes y
adultos jovenes a nivel mundial, dejando de ser esta patologia de aparicion

exclusiva en personas en edad avanzada (4).
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Figura 1: Datos de personas con diabetes, entre 20-79 afios, en el mundo y por

regiones, en el afo 2017 y 2045, segun la Federacion Internacional de Diabetes

(IDF)(4).

Para evaluar la situacién en la que nos encontramos con respecto a este
punto, en 2014 se realiz6 en Espaifia un estudio transversal (con dos fases
simultaneas) y multicéntrico, de ambito nacional, en condiciones de préctica clinica
habitual. En la primera fase, disefiada para el calculo de la prevalencia de DM2, se
incluyeron 169.023 pacientes, y en la segunda fase, 7.754 pacientes, sobre los que
definir el perfil sociodemografico, clinico y metabdlico de la DM2 en funcién del
indice de masa corporal (IMC). Se evalud la prevalencia de la DM2 en pacientes con
sobrepeso u obesidad, cuyo resultado fue del 23,6%, siendo del 17,8% en los

pacientes con sobrepeso y del 34,8% en los obesos (6).
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En la figura 2, se observa los datos recogidos en 2017 por la IDF sobre la
prevalencia de la DM vy de la Tolerancia Alterada a Glucosa (TAG), en la poblacién
espanola, donde se indica que el 10.43% de la poblacidn presenta DM y que el
7.85% presenta TAG. Ademads, también se representa los posibles datos sobre

prevalencia de DM y de TAG para el 2045, siendo de 12.99% y 8.29%,

Espafia, datos afio 2017

respectivamente (4).
Figura 2: Prevalencia en Espafia de Diabetes y Tolerancia Alterada a Glucosa (TAG)
en adultos de 20 a 79 afos, en 2017, y prediccién del 2045, segun la Federacion

Internacional de Diabetes (IDF)(4).

Por otra parte, el riesgo de mortalidad entre las personas con diabetes es al
menos el doble del descrito para la poblacidn no diabética (1,5).

A nivel mundial, podemos ver representado en la figura 3 el nimero total
de muertes, en millones, relacionadas con la DM, en cada uno de los continentes,
en el afio 2017, en personas con el rango de edad de 20-79 afios. El continente con
un mayor numero de mortalidad es el Pacifico Oeste con 1,3 millones de
defunciones, mientras que el continente menos afectado es América del Sur, con
un total de 0,2 millones de defunciones. La suma total es de 4 millones de muertes
a causa de DM en el afio 2017 (4).

En el continente europeo ha habido mas de 477.000 muertes a causa de la
DM en personas entre 20-79 afios (9% del total de defunciones).

Aproximadamente, se estima que el 32,9% de las mismas se ha producido en

- % en bruto de la prevalencia de
g 10,43 adultos diabéticos en el afio 2017

% en bruto de la prevalencia de
adultos diabéticos en el afio 2045

=y % en bruto de la prevalencia de
adultos con TAG en el afio 2017

- % en bruto de la prevalencia de
adultos con TAG en el afio 2045
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personas de edades por debajo de los 60 afios, lo que refleja una distribucién de la
mortalidad, por edades, en la poblacién diabética, pudiendo estar relacionada con
la mejora de las tasas de supervivencia debido a la mejora de la asistencia sanitaria
de las personas con diabetes en Europa. Hay mds muertes debidas a DM en
mujeres que en hombres (413.807 vs 279.543 respectivamente). Esto es debido al
aumento del nimero de casos de DM en mujeres (30,8 millones) en relacién con el
numero de casos en hombres (28,8 millones) y al mayor nimero de mujeres en la

poblacion global (350,1 millones) con respecto a la poblacién total de hombres

(321,4 millones) (figura 4) (4).

/s

Figura 3: Numero de muertes a causa de la DM a nivel mundial, en millones, en
adultos de 20 a 79 afios, en 2017, segun la Federacion Internacional de Diabetes

(IDF)(4).
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Figura 4: NUmero de muertes a causa de la DM en Europa, separadas por género y

rango de edad comprendida entre 20 a 79 afios, en 2017, segun la Federacién

Internacional de Diabetes (IDF)(4).

Desde el punto de vista econdmico, el gasto total sanitario a nivel mundial
en relacién con la DM ha ascendido a 727.000 millones de ddlares (727 billones
USD) en 2017, segun los datos obtenidos por la IDF, cifra que se ha triplicado desde
el afio 2006 (figura 5) (4).

En Europa, el gasto sanitario total en relacién con la DM es de unos 166.000
millones de ddlares (166 billones USD) (4). Como se observa en la figura 6, Europa
es la segunda zona con mayor gasto sanitario después de América del Norte, con
un total del 23% del gasto global (4).

En Espafia, en 2012, se realizé un estudio del coste de la DM1 y DM2
mediante un enfoque de prevalencia, a través del analisis y la revisidon de las bases
de datos y de la literatura relacionada con el uso de recursos en la DM2. Los costes
directos anuales a considerar fueron: hospitalarios (incluyendo la atencién
ambulatoria), de atencidn primaria (incluyendo pruebas complementarias y tiras
reactivas de automonitorizacion de glucemia capilar) y farmacoldgicos. Para los

costes no relacionados, sélo se incorpord el sobrecoste. Adicionalmente, se analizé
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el coste de las complicaciones independientemente de la categoria de costes
donde se hubieran originado, calculandose un coste directo total anual de la DM de
5.809 millones de euros (8,2% del gasto sanitario total), donde los costes
farmacoldgicos fueron la categoria con mayor peso sobre el coste directo total (
2.232 millones de euros (38%), de lo cuales el gasto de los farmacos antidiabéticos
fue de 861 millones de euros (15%), seguido por los costes hospitalarios (33%) y el
coste de las tiras reactivas de automonitorizacién de glucemia capilar (118 millones
de euros (2%)). El coste total de complicaciones en general fue de 2.143 millones
de euros (7).

Por otra parte, en otro estudio realizado en Espafia entre el afio 2001 y
2012 para identificar los factores implicados en el gasto sanitario en pacientes con
DM2, los resultados obtenidos relacionan el 71,4% del coste directo con las
complicaciones de la DM2 (8). Diferentes estudios de costes han establecido que
las complicaciones crénicas de la diabetes mellitus (DM), tanto cardiovasculares
como microvasculares, tienen el mayor impacto econdmico para los sistemas
sanitarios (2). Ademas, diferentes estudios muestran que los costes en los
pacientes con DM son mucho mas elevados que los de la poblacién general,
diferencia que se atribuye al incremento del consumo de recursos hospitalarios por
las complicaciones de la enfermedad, al tratamiento farmacoldgico de la DM y sus
complicaciones, asi como de otros factores de riesgo asociados, que son mas
prevalentes en los pacientes con DM2 (2).

Otro grupo de investigacion realizé un estudio retrospectivo, durante el afio
2011, a partir de la base de datos SIDIAP (Sistema d’Informaciéo per al
Desenvolupament de la Investigacio en Atencio Primaria) en el que se comparan los
costes de la atencion de los pacientes con DM2 con los de los no diabéticos en los
centros de Atencién Primaria (AP) del Institut Catala de la Salut (ICS), que atiende a
un 80 % de la poblacién de Catalufia llamado Coste de la DM2. Ademas, también se
analizan distintos factores que influyen en la composicion de los costes en ambos
grupos de pacientes, como el sexo, la edad, el control glucémico o la presencia de
complicaciones(2).

Se compararon los costes de 126.811 pacientes con DM2 (el 53,5 % varones,

con una media de edad de 67,7 afios, una media de evolucion de la enfermedad de
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7,2 afios y una hemoglobina glicosilada (HbA1C) media del 7,14 %) con los de
126.811 pacientes sin DM. Un 24,6 % de pacientes diabéticos tenia alguna
complicacién (el 7,8 % macrovascular, el 5,4 % microvascular y el 11,1 % ambas). El
coste anual medio por paciente fue de 3.362,8 euros en los diabéticos y de 2.156,5
euros en los no diabéticos (diferencia de 1.206,3 euros e incremento del 59,9 %). El
coste de las hospitalizaciones ascendioé a 1.226,6 y 886,4 euros (diferencia de 340,2
euros e incremento del 38,4 %); el de farmacia, 925,0 y 489,2 euros (diferencia de
435,8 euros e incremento del 89,0 %), y el resto, 634,3 y 412,4 euros (diferencia de
222,4 euros e incremento del 54,5 %). Aplicado al conjunto del Estado espafiol (47
millones de habitantes en el afio 2011), con una prevalencia similar, el coste
adicional seria de aproximadamente unos 3.900 millones de euros anuales (2).

Los costes de la DM representan una proporcion muy elevada del total del
gasto sanitario espafiol, siendo imprescindible introducir estrategias para reducir
asi sus complicaciones y los enormes costes humanos y econdmicos asociados a la
enfermedad (7). Las estrategias terapéuticas asociadas a una menor frecuencia de
hipoglucemias y a una mejor adherencia y un éptimo control del peso permitirian

reducir el coste de la DM2 (8).

727—
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Figura 5: Comparativa del gasto total sanitario a causa de la DM a nivel mundial, en
billones (USD), en adultos de 20 a 79 afios, entre los afios 2006-2017, segun la

Federacidn Internacional de Diabetes (IDF)(4).
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Figura 6: Gasto total sanitario a causa de la DM a nivel mundial, en billones (USD),

en adultos de 20 a 79 afios, en 2017, segun la Federacion Internacional de Diabetes

(IDF) (4).

1.1.2. Patologias asociadas a la DM2 y sus complicaciones

Cuando la diabetes no es tratada correctamente es probable que aparezcan
nuevas patologias de manera progresiva. Con el tiempo, la diabetes puede dafiar el
corazodn, los vasos sanguineos, los rifiones, los ojos y el sistema nervioso periférico
(5). La asociacion observada entre riesgo vascular y resistencia a insulina (RI), a
menudo denominada sindrome metabdlico (SM), ha llevado a pensar que el riesgo
cardiovascular aparece precozmente, antes de que se desarrolle la DM2, mientras
que la relacion estrecha entre hiperglucemia y enfermedad microvascular
(retinopatia, nefropatia, neuropatia) indica que este riesgo no se vuelve aparente
hasta que aparece una hiperglucemia franca (9). El 50% de las personas con
diabetes muere de enfermedades cardiovasculares (principalmente enfermedades
cardiacas y accidentes cerebrovasculares) y el 10-20% de las mismas fallecen de
insuficiencia renal (5). El SM es la agrupacién de varios factores que aumentan el

riesgo de desarrollar enfermedad cardiovascular y diabetes mellitus. Estos factores
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son la dislipidemia aterogénica, la hipertensién arterial (HTA) y la hiperinsulinemia,
asi como un estado proinflamatorio y protrombotico (9,10). Ademas, el sindrome
metabdlico presenta hasta ocho veces mayor riesgo de DM2 y esta presente en

mas del 40% de las personas mayores de 50 afios (11).

1.1.2.1. Enfermedad cardiovascular

La enfermedad cardiovascular (ECV) constituye la principal causa de muerte
en la poblacion espafiola (12) y es la mayor causa de muerte prematura en Espaia
y en todo el mundo occidental, contribuyendo de forma sustancial al imparable
aumento de los costes de asistencia sanitaria (13). En el 2006 se produjeron un
total de 120.760 muertes (55.433 en varones y 65.327 en mujeres), lo que supone
el 33% de todas las defunciones (13). En el 2014 descendié ligeramente a un total
de 117.393 muertes, lo que supone el 30% de todas las defunciones.

La tendencia temporal en mortalidad ajustada por la edad en ECV se
encuentra en descenso en los Ultimos 40 afios (figura 7). Por el contrario, las tasas
de morbilidad hospitalaria por ECV casi se han triplicado en Espafia durante ese
periodo, aunque mostraron una disminucién entre 2003 y 2012 (figura 8) (12). A
nivel mundial, la incidencia de infarto de miocardio e ictus se ha reducido con el
paso de las décadas, aunque siguen siendo las patologias que mas se relacionan
con la DM2 (14). En cuanto a la morbilidad hospitalaria, en el 2006, la tasa de
enfermedad isquémica del corazén fue de 328 por 100.000 habitantes (464 en los
varones y 195 en las mujeres) y la tasa de enfermedad cerebrovascular fue de 261

por 100.000 habitantes (281 en los varones y 241 en las mujeres) (13).
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Figura 7: Evolucion de la tasa de mortalidad ajustada por edad de la enfermedad
cerebrovascular, enfermedad isquémica del corazdon e insuficiencia cardiaca en

ambos sexos en Espafia en el periodo 1975-2014 (12).

TASA POR 100.000 HABITANTES

ANO

+-ENF S CIRCULATORIO -+ENF CEREBROVASCULAR  + E ISQUEMICA CORAZON

Figura 8: Evoluciéon de la tasa de morbilidad hospitalaria de las enfermedades del
sistema circulatorio, enfermedad isquémica del corazén y enfermedad

cerebrovascular en ambos sexos en Espafia en el periodo 1975-2014 (12).
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Es frecuente que la insuficiencia cardiaca (IC) y la DM2 coexistan y que cada
una de ellas afecte de manera adversa al curso natural de la otra. Los factores de
riesgo de IC mas prevalentes, también los son en los pacientes diabéticos, donde la
enfermedad coronaria y la hipertension son los mas importantes (9). La prevalencia
de IC en la poblacién general, en el afio 2004, fue de un 1-4%, y de un 0,3-0,5% en
los pacientes que tienen IC y DM2 simultaneamente. Los estudios en poblaciones
con IC revelan una prevalencia de DM2 de un 12-30%, que aumenta con la edad. La
DM2 es un importante factor independiente de riesgo de IC. En el estudio de
Framingham, el riesgo relativo (RR) de IC en los pacientes con DM2 (edad, 45-74
afios) fue el doble en varones y seis veces mayor en mujeres. La alta incidencia de
IC en pacientes con DM2 también se ha confirmado en el National Health and
Nutrition Examination Survey, que ha revelado que la DM2 es un factor
independiente de riesgo de IC (pacientes diabéticos frente a no diabéticos, RR =
1,85;1C95%, 1,51-2,28) (9).

El objetivo de un estudio publicado en 2015 en el Lancet, era investigar y
comparar la asociacion entre DM2 y el riesgo futuro de 12 de las patologias
cardiovasculares de inicio mas comunes, en hombres y mujeres. El nUmero total de
pacientes consistio en 1.921.260, de los cuales 1.887.062 (98.2%) no tenian DM2 y
34.198 (1.8%) tenian DM2. Las 12 patologias cardiovasculares a evaluar fueron:
angina estable, angina inestable, infarto de miocardio, muerte coronaria
inesperada, fallo cardiaco, ataque isquémico transitorio, ictus, hemorragia
subaracnoidea, hemorragia intracerebral, enfermedad arterial periférica,
aneurisma aorta abdominal y arritmia (14). Los resultados obtenidos indicaron que
la DM2 esta positivamente asociada con enfermedad arterial periférica (RR=2,98),
ictus (RR=1,72), angina estable (RR=1,62), fallo cardiaco (RR=1,56) e infarto de
miocardio no fatal (RR=1,54), mientras que se ha relacionado de manera inversa
con aneurisma de aorta abdominal (RR=0,46) y hemorragia subaracnoidea
(RR=0.48), y no se ha asociado con arritmia o muerte cardiaca repentina (14). Se
concluyd que el fallo cardiaco y la enfermedad arterial periférica son las patologias
de inicio mas comunes en pacientes con DM2. También se observé que no habia
diferencias significativas de género entre las distintas patologias cardiovasculares y

DM2, a excepcidén de un ligero aumento del riesgo de infarto de miocardio no
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mortal en mujeres menores de 60 afios con respecto a hombres menores de 60
afios (14).

La DM es un factor de riesgo de desarrollo de aterosclerosis en cualquier
localizacion vascular, pero sobre todo de enfermedad isquémica de extremidades
inferiores, en la que aumenta el riesgo 2-4 veces, y enfermedad carotidea (9). En la
enfermedad arterial de extremidades inferiores en pacientes diabéticos, las
obstrucciones vasculares suelen localizarse distalmente, con lesiones tipicas en la
arteria poplitea o en los vasos de las extremidades inferiores. En una cohorte de
6.880 pacientes de mas de 65 anos, 1 de cada 5 pacientes tenia enfermedad
isquémica de extremidades inferiores, aunque solo el 10% estaba sintomatico. La
incidencia y la prevalencia de esta patologia aumentan con la edad y la duracion de
la DM. La progresidon de la misma puede dar lugar a ulceraciones en los pies,
gangrena y, finalmente, amputacion de parte de la extremidad afectada (9).

Ademas, la disglucemia por si sola puede tener un efecto desfavorable en el
miocardio desarrollando una patologia conocida como miocardiopatia diabética
donde la hiperglucemia de larga duracion puede afectar (incluso en ausencia de
otros factores de riesgo, como enfermedad coronaria, enfermedad valvular o
hipertension) al tejido miocardico y aumentar el riesgo de disfuncion. Una
reduccién de la distensibilidad del ventriculo izquierdo (un signo temprano de
miocardiopatia diabética) puede detectarse precozmente en el curso de la DM. La
coexistencia frecuente de hipertension y DM hace que sea dificil aislar la
contribucioén del estado glucometabdlico a la disfuncién diastélica (9).

Un estudio 13lutatidon13n130 que incluyd a 11.140 pacientes diabéticos ha
confirmado que la fibrilacién auricular es relativamente comun en la DM2 y ha
demostrado que cuando la DM2 y la fibrilacién auricular coexisten, hay un riesgo
notablemente aumentado de muerte por causa cardiovascular, accidente

cerebrovascular e IC (9).

1.1.2.2. Enfermedad renal
La DM es un importante factor de riesgo de complicaciones microvasculares
renales. En el rifidn, la disfuncién endotelial y el aumento de la permeabilidad

vascular estan clinicamente representados por la microalbuminuria, y la oclusion
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vascular se corresponde con la disminucion progresiva de la funcidn renal medida
por la TFG (tasa de filtracion glomerular) (9).

En Espafa, en el 2008, el estudio EPIRCE (Epidemiologia de la Insuficiencia
Renal Crdnica) estimd que el 10% de la poblacion adulta, aproximadamente, sufria
de algun grado de enfermedad renal crénica (ERC) (15). En este estudio se ha
observado que la frecuencia de ERC en DM2 es muy elevada, del 34,6%, lo que
supone que en 1 de cada 3 pacientes la ERC va a incrementar su ya elevado riesgo
cardiovascular y renal. Ademas, se suma otro factor que sabemos que influye en la
morbimortalidad y en el desarrollo de ERC terminal, como es la elevada prevalencia
(16,1%) de micro-macroalbuminuria (15). En otros estudios espafoles recientes, se
ha estimado que el 27,9% de los pacientes con DM2 presentan ERC y que mas del
35% presentan microalbuminuria, proteinuria o ERC, puntualizando ademas que los
pacientes diabéticos y con ERC tienen mas edad y presentan una mayor morbilidad
cardiovascular (enfermedad vascular periférica, insuficiencia cardiaca, cardiopatia
isquémica o dislipemia) en comparacién con la poblacion no diabética con ERC, asi
como una mayor mortalidad, que en el 49% de los casos es de origen
cardiovascular (16). En otro estudio se ha observado que los episodios
cardiovasculares constituyen el 75-80% de casos de causa directa o indirecta de

mortalidad en pacientes con DM2 (17).

1.1.2.3. Retinopatia diabética

La retinopatia es la complicacion microvascular mas frecuente de la DM (9).
El dafno acumulado, a largo plazo, en los pequefios vasos sanguineos del ojo
conduce a la retinopatia diabética, una causa importante de ceguera. Después de
15 afos de diabetes, aproximadamente, el 2% de las personas desarrolla ceguera y
el 10% desarrolla una discapacidad visual grave (5). Aunque su incidencia ha
disminuido lentamente tras la implementacion de regimenes terapéuticos
intensivos, la retinopatia proliferativa, que pone en riesgo la visidn, afecta al 29%
de las personas con DM2 (9).

La retinopatia de progresion rdpida indica un riesgo cardiovascular

aumentado. Asimismo, la combinacidn de retinopatia y nefropatia predice un
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exceso de morbilidad y mortalidad cardiovascular. En la DM2, la retinopatia

avanzada aumenta en mas del doble el riesgo de eventos cardiovasculares (9).

1.1.2.4. Neuropatia diabética

La neuropatia diabética afecta hasta al 50% de las personas con diabetes.
Aunque muchos problemas diferentes pueden ocurrir como resultado de la
neuropatia diabética, los sintomas mds comunes son hormigueo, dolor,
entumecimiento o debilidad en los pies y las manos. Combinada con un flujo
sanguineo reducido, la neuropatia de extremidades inferiores aumenta la
posibilidad de ulceras en el pie y su posible amputacién (5).

Finalmente, un grupo de investigadores ha determinado la prevalencia y la
relaciéon del SM con el riesgo cardiovascular segun los criterios de la OMS, el The
Third Report National Cholesterol Education Program (NCEP-ATP IIl) vy la
International Diabetes Federation (IDF), en una poblacion espafiola de pacientes
con DM2. Los resultados muestran que la prevalencia del SM es mayor en
pacientes diabéticos sedentarios (OMS=79,3%; NCEP-ATP 111=86,2%; IDF=93,9%)
que en aquellos que realizan una actividad fisica moderada (OMS=61,4%; NCEP-ATP
11=73,2%; IDF=85,5%; [p<0,001]) y que el porcentaje de pacientes con SM vy riesgo
cardiovascular moderado/alto es del 38,9% (OMS), 33,6% (NCEP-ATP Ill) y 30,1%
(IDF) (18).

1.2. Caracterizacidn patofisiolégica de la DM2
1.2.1. Fisiopatologia de la DM2. El continuo disglucémico
Desde el punto de vista clinico, la diabetes engloba una serie de trastornos
metabdlicos de etiologia multiple que se caracterizan por cursar de forma crénica
con hiperglucemia como resultado de la alteracién de la accidon de la insulina
debida a variaciones de su secrecion, de su sefializacion celular o a una
combinacion de ambos efectos. Existen dos tipos etioldgicos principales de
diabetes mellitus, la DM tipo 1 (DM1) y la DM tipo 2 (DM2) (19). En ambos casos, el

desarrollo de la enfermedad se atribuye a una combinacién de factores genéticos
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predisponentes y una serie de factores ambientales que actuarian como
desencadenantes (1).

La DM2 es la forma mas prevalente de diabetes y se origina por resistencia
periférica a la insulina, en la cual tienen lugar defectos en la sefializacion celular a
insulina en tejidos periféricos (higado, musculo esquelético y adiposo) que pueden
manifestarse con distintos grados. Al final, el aumento progresivo de la Rl, que en
un inicio promueve un aumento en la produccion pancreatica de insulina, termina
provocando el fallo generalizado y apoptosis en la propia célula B pancreatica (19).
La mayoria de los casos nuevos de DM2 ocurren en un contexto de estilo de vida
occidental, dietas ricas en grasas y poco ejercicio fisico, lo que conduce a aumento
de la obesidad, Rl, hiperinsulinemia compensadora vy, finalmente, insuficiencia de
las células beta y DM2 (9). La DM2 estd tipicamente asociada con obesidad, estilo
de vida sedentario, edad avanzada, historia familiar de DM vy la etnia, por lo tanto,
la susceptibilidad de padecer DM2 esta regulada, en parte, por factores genéticos
(20). Los trastornos del metabolismo de la glucosa, glucosa alterada en ayunas
(GAA) vy tolerancia alterada a glucosa (TAG), a menudo conocidas como
prediabetes, reflejan la historia natural de la progresidon desde la normoglucemia a

la DM2 (9).

El estudio DECODE (Diabetes Epidemiologiy Collaborative Analysis Of
Diagnostic Criteria in Europe) ha aportado informacion sobre los trastornos del
metabolismo de la glucosa en la poblacién europea (figura 9)(9). Se puede observar
como la glucosa media plasmdtica a las 2 horas post-sobrecarga (2hGP) aumenta
especialmente después de los 50 afios de edad. Las mujeres tienen una
concentracion media de 2hGP superior a los varones, una diferencia que se hace
mdas pronunciada a partir de los 70 afios de edad. Sin embargo, la glucosa
plasmatica en ayunas (GPA), aumenta sélo ligeramente con la edad (9). La DM2 no
produce sintomas especificos durante muchos afios, lo que explica que

aproximadamente la mitad de los casos de DM2 queden sin diagndstico (9).
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Figura 9: Concentracién media de glucosa plasmatica en ayunas (GPA) y a las 2h

postcarga (2hGP), en 13 cohortes poblacionales europeas incluidas en el estudio
DECODE. GPA: las dos lineas inferiores, color negro; 2hGP: las dos lineas superiores,

color rojo; Intervalos de confianza del 95% en barras verticales (9).

Son varios los mecanismos fisiopatoldgicos en que se apoya el concepto de
continuo disglucémico a través del espectro de GAA, TAG, DMy ECV (9). La DM2 se
caracteriza por un largo tiempo de RI, hiperinsulinemia compensadora y grados
variables de elevacién de la glucosa plasmatica, asociados con aumento del riesgo
cardiovascular y de aparicion de enfermedad macrovascular antes del diagndstico y
la aparicién de enfermedad microvascular tras el diagndstico (figura 10) (9). Por lo
tanto, padecer DM2 lleva consigo el riesgo de tener complicaciones
microvasculares que conducen a amputaciones de extremidades, fallo renal,
ceguera, asi como otros desérdenes como hipertension arterial (HTA), enfermedad
cardiovascular, dislipemia e infecciones (20). La hiperglucemia crénica induce
trastornos bioquimicos que causan glicosilaciones proteicas y sobreproduccién de
ROS (especies reactivas de oxigeno), lo que conduce a la aparicion de dafio vascular
y, como consecuencia, a la activacién de sistemas de reparacién/crecimiento
especifico tisular. Las caracteristicas fenotipicas del dafio microvascular en la DM

son la oclusidn vascular progresiva y el aumento de la permeabilidad vascular (9).
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Figura 10: Continuo disglucémico y ECV. (Imagen modificada) (9).

La aparicion de ECV en sujetos con Rl es un proceso progresivo,
caracterizado por disfuncion endotelial precoz e inflamacién vascular que
conducen a la movilizacién de monocitos, la formacidn de células espumosas y el
posterior desarrollo de estrias grasas. A lo largo de muchos afios, estos fenémenos
favorecen la formacién de placas ateroscleréticas, las cuales, en presencia de un
entorno inflamatorio aumentado, se convierten en placas inestables y se rompen,
lo que promueve la formacién de trombos oclusivos. Los ateromas de las personas
con DM tienen mas lipidos, cambios inflamatorios y trombos que los de aquellas sin
DM. Estos cambios ocurren en un periodo de 20-30 afios y se producen en paralelo
a una serie de anomalias moleculares observadas en sujetos con Rl no tratada y
DM2 (9). Es la punta del iceberg de un conjunto de factores de riesgo

cardiovascular descritos como SM (1).
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1.2.2. Factores de riesgo de desarrollo de DM2 y comorbilidades asociadas
Los factores de riesgo relacionados con la DM2 se pueden dividir en no
modificables y modificables. Dentro de los factores de riesgo no modificables se
incluyen el grupo étnico, los antecedentes familiares, los factores genéticos, la
edad, el género y algunas patologias de aparicidon temporal o tardia, como la DM
gestacional o el sindrome de ovario poliquistico. En cuanto a los factores de riesgo
modificables encontramos la dieta, la actividad fisica, el sobrepeso y la obesidad, la

HTA y el HDL bajo, entre otros (10).

1.2.2.1. Factores no modificables

Existen grupos geograficos/étnicos en los que la DM2 es mas prevalente,
siendo hasta seis veces mas prevalente en personas de ascendencia del sur de Asia
y hasta tres veces mas prevalente entre las personas de origen africano y africano-
caribefio (1,5). En los grupos indigenas de Norteamérica, islas del Pacifico y
Australia la prevalencia de DM2 alcanza hasta un 20 a 30%, mientras que en Africa
sélo llega a ser alrededor de un 3,1% (10).

Las personas con antecedentes familiares de DM2 tienen un riesgo mucho
mayor de desarrollar la enfermedad (1,5). En individuos con uno o mas parientes
de primer grado (padres, hermanos o hijos) diagnosticados con DM2, se estima un
aumento de 2 a 6 veces el riesgo de padecer DM2 (21). Aquellos individuos con un
padre diabético tienen un 40% de posibilidad de desarrollar la enfermedad vy si
ambos padres son diabéticos el riesgo se eleva a un 70%. Ademas, existe una
concordancia del 70% en gemelos idénticos (10), que ha demostrado que existe
una firme relacion en la herencia genética de la DM2 (21). En un estudio realizado
por Yang et al. elaboraron un modelo de prediccidon de riesgo de DM2 en el que, al
incluir los antecedentes familiares, consiguieron identificar un 23% mas de casos
con DM2 sin diagnosticar, que sin incluir los antecedentes familiares (21). Para
determinar el papel que juegan los antecedentes familiares en el desarrollo de
DM2, se realizd un estudio transversal donde se estudiaron 162 hijos, de padre o
madre con DM2, de 30 a 35 afios de edad con factores de riesgo asociados a DM2.
Se realiz6 glucosa plasmatica de ayuno y a aquellos con GAA se les realizé curva de

tolerancia a la glucosa. El 90,2% presentaron normoglucemia y el 9,8% presentaron
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prediabetes, de los cuales, el 43,8% obtuvieron resultados de TAG. La media del
IMC en el grupo con GAA y TAG fue de 27,8, y en el grupo de normoglucémicos de
26,6 (22). La historia familiar tiene la capacidad adicional de revelar tanto factores
genéticos compartidos como factores ambientales que las familias tienden a
compartir, como la actividad fisica y las conductas dietéticas (21).

Otro factor de riesgo importante es la edad, ya que cuanto mayor es un
individuo, mayor es el riesgo de diabetes, sin embargo, la DM2 estd aumentando
en todos los grupos de edad, incluso en nifios y adolescentes (5), debido a un
aumento de obesidad, inactividad fisica y dietas pobres (4). En un estudio irani, en
el 2013, realizado por Khashayar et al. reclutaron a 5.738 estudiantes con edad
14,7 + 2,4 afos, de los cuales al 2.5% se les diagnosticd SM, con una mayor
prevalencia dentro del grupo de estudiantes con sobrepeso y obesidad (23).

En general, la prevalencia de DM2 es mayor en mujeres que en hombres
(10). Ademas, las mujeres que han padecido DM gestacional (DMG) tienen un
mayor riesgo de desarrollar DM2 en un futuro proximo. Los hijos de mujeres con
DMG poseen un mayor riesgo de obesidad y de un metabolismo anormal de la
glucosa durante la infancia y/o la vida adulta (5,10). Por otra parte, el bajo peso al
nacer se asocia con un mayor riesgo de desarrollar DM2 (5,10,24).

Como es de suponer, los factores de riesgo no modificables no se pueden
alterar, por lo que nos van a permitir evaluar desde qué situaciéon parte un

individuo con respecto al riesgo de padecer o no DM2 en un futuro.

1.2.2.2. Factores modificables
La dieta es muy importante, ya que comer altos niveles de hidratos de
carbono refinados y grasas saturadas, asi como no ingerir suficientes frutas,
verduras y fibra, contribuye al aumento de peso, lo que aumenta el riesgo de
diabetes (5,10,25).
La actividad fisica regular es importante, con tan soélo 30 minutos de
ejercicio moderado al dia, cinco dias a la semana es suficiente para promover la

buena salud y reducir la posibilidad de desarrollar DM2 (5,10).
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El sobrepeso y la obesidad (IMC de mas de 25 kg/m?) representan alrededor
del 65-80% de los casos nuevos de DM2. El riesgo de padecerla esta en funcion de
la edad de inicio, la duracién de la obesidad y del aumento de peso durante la vida
adulta. Las personas con sobrepeso tienen un riesgo relativo mas bajo que las
personas obesas, sin embargo, la fraccién de la enfermedad atribuible al sobrepeso
puede ser tan alta, si no mas, que la obesidad. Esto demuestra la importancia de
prevenir el aumento de peso en todos los rangos (5,25).

Los factores ambientales pueden desencadenar cambios dindmicos en la
expresion de genes y la sintesis de proteinas que se producen independientemente
de la secuencia del ADN, lo que sugiere que los enfoques postgendmicos pueden
proporcionar instantaneas mas detalladas y oportunas de los procesos etioldgicos
que vinculan la diabetes y la ECV (26).

Los factores de riesgo modificables, como cabe esperar, son sobre los que
podemos actuar para prevenir o retrasar la aparicidon de la DM2. La progresién y la
gravedad de la DM2, en cualquier individuo, depende de la combinacién de los
factores de riesgo, tanto genéticos como no genéticos, que exhibe (21).

El grupo de Langenberg et al., en 2013, realiz6 un andlisis de la incidencia
acumulada de DM2 mediante la estratificacion de los factores de riesgo incluidos
en el estilo de vida y los cuartiles de la puntuacidn genética, en el que mostraron
un fuerte efecto de los factores modificables sobre el riesgo absoluto de DM2, en
comparacion con los obtenidos de la puntuacién genética. Este resultado fue mas
evidente para la obesidad, factor que mas interesa modificar en la DM2 (27,28). En
otro estudio realizado por Miihlenbruch et al., en 2013, sobre la prediccién del
riesgo de DM2 mediante la utilizacién de variantes genéticas y otros factores de
riesgo, no se obtuvo un valor mayor de riesgo con la informacién genética respecto
a la utilizacion de marcadores estandar (no invasivos y metabdlicos). El estudio
sugiere que2llutausion de variantes genéticas en la predicciéon del riesgo de
diabetes podria ser util, sobre todo, para subgrupos con factores de riesgo ya
manifiestos, como edad avanzada, antecedentes familiares y obesidad (29).

Otro factor de riesgo, que se quedaria fuera de esta clasificacién, son los
determinantes socioecondmicos. La desventaja socioeconémica contribuye al

desarrollo de la diabetes y sus complicaciones a través del acceso desigual al
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tratamiento y las condiciones ambientales que promueven elecciones de hdbitos
poco saludables, como peores dietas y menor actividad fisica, lo que favorece la
obesidad. Casi el 80% de los casos de diabetes ocurren en paises con bajas rentas
per capita. Sin embargo, también se encuentran altos indices de diabetes entre los
grupos de personas con bajos ingresos en muchos paises de elevada renta per
capita. Por ejemplo, la morbilidad por complicaciones de la diabetes es tres veces
mas alta entre las personas mas pobres del Reino Unido que entre las mas ricas
(1,5,25).

Las patologias asociadas con los factores de riesgo descritos estdn
relacionadas con trastornos cardiovasculares, HTA, dislipemias y SM, entre otras.
En individuos con estas patologias y en pacientes con enfermedad coronaria
establecida, el control de los distintos factores de riesgo es pobre, especialmente
en relacién con la obesidad, el tabaco, la presion arterial y mas aun en diabéticos.
La grasa intra-abdominal (grasa visceral), es un érgano endocrino metabdlicamente
activo que induce hiperinsulinemia y RI, dislipemia, HTA, y un aumento de la
secrecién de dacidos grasos libres, mecanismos a través de los que aumenta el
riesgo cardiovascular (RCV) (13). El aumento del peso corporal esta asociado a un
aumento de la morbilidad y mortalidad total y por ECV, mediado en parte por el
aumento de la presion arterial y el colesterol, la reduccién del HDL y el aumento de
riesgo de diabetes (13). Los pacientes con SM tienen habitualmente un RCV alto
(13). Se ha establecido asociaciéon entre marcadores de inflamacién, como la
interleucina-6 (IL-6), y el desarrollo de DM2 con la insuficiencia cardiaca (13).

El dafio renal, el RCV y la DM2 comparten factores de riesgo. El riesgo de
ECV aumenta progresivamente desde la microalbuminuria con TFG aparentemente
preservadas hasta la enfermedad renal terminal. Estimar la TFG es relevante para la
poblacién general aparentemente sana y para los que tienen HTA, DM, edad
avanzada, ECV e IC. La insuficiencia renal (IR) se asocia a HTA, hiperlipemia, SM,
acido Urico y homocisteina elevados y anemia. Los pacientes con dafio renal
requieren un control especialmente intenso de los factores de riesgo (13).

Los estudios epidemioldgicos de diabetes sugieren que los factores de
riesgo modificables explican aproximadamente el 80% del aumento en la

prevalencia (5). Con respecto a la prevencién del desarrollo de DM2, muchos de los
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riesgos para la salud asociados con el aumento de peso corporal aparecen primero
en ninos y jovenes. Para ayudar a prevenir la DM2 y sus complicaciones, las
personas de todas las edades deben alcanzar y mantener un peso corporal
saludable, mantenerse fisicamente activas, seguir una dieta saludable y evitar el
consumo de tabaco (5). En el estudio de Aguila et al., en 2012, se evaluaron los
resultados de aplicar, o no, un programa de ejercicio fisico en personas diabéticas
con predominancia de sobrepeso y con una edad promedio de 49 afios. Se obtuvo
una disminucion de los valores de glucemia, colesterol y triglicéridos a las 6 y a las
12 semanas con respecto a la determinacién inicial en el grupo con actividad fisica
y, también, una reduccidén significativa de la presion arterial sistélica y diastdlica.
Por lo tanto, un programa de ejercicios moderados favorece el control metabdlico y
los factores de riesgo existentes (30).

Las personas con TAG o GAA se encuentran en la etapa intermedia entre la
normalidad y la diabetes y tienen un alto riesgo de desarrollar DM2. Este riesgo
puede reducirse drasticamente mediante la modificacion intensiva del estilo de
vida y la intervencién farmacoldgica (5). Los malos habitos dietéticos y un estilo de
vida sedentario tienen gran importancia en el desarrollo de la DM2. Tal como se ha
revisado en las guias europeas basadas en la evidencia sobre prevencion de la
DM2, los estudios clinicos aleatorizados demuestran que una modificacion en el
estilo de vida, basada en una pérdida de peso moderada y un aumento de la
actividad fisica, previene o retrasa la progresion en sujetos de alto riesgo con TAG
(9).

En la DM2, el consejo dietético, la reduccién de peso y la actividad fisica
deben ser el primer paso del tratamiento, seguido de tratamiento farmacoldgico
(hipoglucemiantes orales, e insulina si es necesario) dirigido a la consecucién de un
buen control de la glucemia. Los objetivos terapéuticos recomendados para la DM2
se basan en la glucemia y en la hemoglobina glicosilada (HbA1c) (13).

Los habitos de vida tienen una fuerte influencia en todos los componentes
del SM, por lo que en el manejo de éste se debe hacer especial énfasis en su
modificacidn, particularmente en la reduccién del peso y el aumento de la actividad
fisica, con un seguimiento profesional cercano. En caso de presién arterial alta,

dislipemia e hiperglucemia (en el rango de diabetes) puede ser necesario afiadir
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tratamiento farmacolégico adicional, tal y como se recomienda en la Guia Europea
de Prevencion Cardiovascular de 2008 (13).

Por otro lado, el diagndstico precoz de la enfermedad isquémica de
extremidades inferiores en los pacientes diabéticos es importante para prevenir la
progresién, asi como para predecir el riesgo cardiovascular total. Una medida
objetiva de la enfermedad isquémica de extremidades inferiores es el indice
tobillo-brazo (ITB), que se calcula dividiendo el valor de presién arterial sistélica en
la tibia posterior o dorsal del pie por la presion arterialsistélica braquial. Un indice
<0,9 indica enfermedad isquémica de extremidades inferiores, especialmente en
presencia de sintomas o hallazgos clinicos como soplos o ausencia de pulsos. Un
ITB <0,8 indica enfermedad arterial periférica, independientemente de los
sintomas. Un ITB > 1,40 indica vasos poco compresibles como resultado de la
rigidez de la pared arterial (calcinosis de la media), lo que puede impedir la correcta
estimacion de la presion en la arteria, incluso en caso de isquemia grave de las
extremidades (9). Si se practica correctamente la prevencion, la eliminacion de
conductas de riesgo podria evitar hasta un 80% de la ECV (12).

Para el diagnodstico y seguimiento de la ECV y la DM se puede utilizar el
algoritmo que incluye la guia de practica clinica de la European Society of
Cardiology (ESC) sobre diabetes, prediabetes y enfermedad cardiovascular (figura

11) (9).
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Figura 11: Algoritmo para el diagndstico y manejo de la ECV en pacientes con DM.
ECG: electrocardiograma; GPA: Glucosa Plasmatica en Ayunas; HbA,: Hemoglobina
Glicosilada; 1G: Intolerancia a la Glucosa; IM: Infarto de Miocardio; SCA: Sindrome

Coronario Agudo; TTOG: Test de Tolerancia Oral a la Glucosa (9).

La grave carga de la enfermedad asociada con la DM2 ha llevado a un
énfasis en la identificacién temprana de las personas con alto riesgo para que las
estrategias de manejo e intervencion puedan implementarse eficazmente antes de
gue comience la progresion de la enfermedad. Los factores clinicos como el IMC,
una medida de sobrepeso y obesidad, la edad y los antecedentes familiares se usan
con mayor frecuencia para predecir el riesgo de DM2 y las estrategias de
tratamiento inicialmente tienden a ser las mismas para la mayoria de los
individuos. Sin embargo, la complejidad subyacente al riesgo individual, la
progresion de la enfermedad y la respuesta terapéutica pueden limitar la
efectividad de la prediccion del riesgo estandarizada y los enfoques terapéuticos
(9). A pesar de los nuevos farmacos para el tratamiento de la DM2, la evidencia
cientifica y las guias 25lutatales e internacionales disponibles para poder conseguir
los objetivos de control glucémico, éste es complejo y todavia insuficiente. Como

principales motivos implicados en la no consecucién de objetivos en el paciente
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con DM2, se barajan la inercia terapéutica (presente en un 40% en nuestro medio
en pacientes con HbAlc > 7%), el incumplimiento terapéutico por parte del
paciente, los problemas inherentes al sistema sanitario y la historia natural de la

enfermedad (17).

1.2.3. Mecanismos celulares implicados en la génesis del continuo disglucémico

En la mayoria de los casos de DM2 la herencia es poligénica y en presencia
de otros factores como la obesidad determinaran el desarrollo posterior de la
enfermedad (1). La Genome Wide Association (GWAS) ha realizado un catalogo con
los loci genéticos replicados en el que se incluye mds de 100 variantes. Sin
embargo, estas variantes genéticas solo explican una fraccion inesperadamente
pequefia (<15%) de la heredabilidad estimada de la DM2 y su inclusién sélo mejora
marginalmente el rendimiento de los modelos predictivos previamente existentes
(31). Ademas, se ha identificado alrededor de 60 loci (SNPs) susceptibles para el
desarrollo de la DM2, lo que nos proporciona una mayor informacion para poder
entender las bases de la patologia relacionada con la intolerancia a la glucosa y la
subsecuente DM (21,32,33), estando muchos de ellos relacionados con la biologia
de las células B pancreaticas, lo que subraya la importancia de su disfuncién en la
patogénesis de la DM2 (24).

En el excesivo estado nutricional encontrado en la obesidad, en la
hiperglicemia y en la hiperlipidemia se desarrolla un aumento de la carga
metabodlica conjuntamente con la inherente Rl y la inflamacién crénica. La
respuesta de los islotes pancreaticos difiere entre individuos, teniendo en cuenta la
susceptibilidad genética e incluyendo el estrés inflamatorio, estrés del reticulo
endoplasmico, estrés metabdlico y oxidativo (p.e glucotoxicidad, lipotoxicidad...),
estrés amiloide y la pérdida de la integridad celular. Si no se tratan y aumentan en
el tiempo, van a promover la disfuncion de las céluas B y por ultimo la pérdida de
su masa junto con la posible desdiferenciacion, marcando el inicio de la DM2
(figura 12) (24).

Practicamente toda la glucosa que entra en las células B pancreaticas se
oxida via glicolisis y fosforilacion oxidativa mitocondrial, generando ATP (respuesta

a un aumento de la glucosa extracelular). Esto conduce al cierre de los canales de
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ATP-K en las células B, lo que desencadena la despolarizacion de la membrana, la
actividad eléctrica dependiente de Ca**, el flujo de Ca** y la liberacién de insulina.
Por tanto, la secrecién de insulina estd regulada por el estado bioenergético
mitocondrial (34,35). Muy poca cantidad se metaboliza a lactato debido a la baja
actividad de lactato deshidrogenasa (LDH) y la supresidon de la expresion del
transportador de monocarboxilato (MCT1) (Slc16al) en las células B. Debido a la
circulacion de lactato y piruvato, los genes de LDH y MCT1 se encuentran inactivos,
evitando la estimulacion de la secrecion de insulina durante el ejercicio.
Mutaciones en el promotor de MCT1 que aumentan su expresion en células B
humanas, conducen a la hipoglucemia inducida por el ejercicio (35).

En un estudio, realizado por Ashcroft et al. observaron que el
almacenamiento de glucégeno en las células B pancredticas produce su disfuncion
y la reduccién de su masa, en DM2. Se produce un aumento de la expresion de
glucdgeno sintasa (disminucién de glucégeno fosforilasa) cuando aumentan los
niveles de glucosa, desencadenando la acumulacién de glucégeno. Ademas, se
producen cambios en la expresién de los genes metabdlicos de las células B a
consecuencia de la hiperglucemia crénica: se reduce la expresién de las enzimas en
el ciclo de Krebs y la fosforilacion oxidativa, y aumenta la expresién de las enzimas
glucoliticas, gluconeogénicas y del metabolismo de glucdgeno (35).

Otros estudios realizados con islotes pancredticos humanos, junto con
estudios in vitro de células B clonales, sugieren que la hiperglucemia altera la
metilacion del ADN en la region de los genes PDX1 (Pancreatic And Duodenal
Homeobox 1) e INS (insulina). Estos CpG-SNP estdn asociados con la metilacién
diferencial del ADN, la expresion génica, los eventos de corte y empalme
alternativos (splicing) y la secrecién de hormonas en los islotes pancreaticos, lo que

sugiere fuertes interacciones genético-epigenéticas (24).
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La mayoria de las variaciones genéticas identificadas aumentan
aproximadamente entre el 10% y el 45% el riesgo de DM2, ademas los individuos
gue tienen copias homocigadticas de ciertos alelos tienen un riesgo mas elevado que
los no portadores (21). Otros estudios realizados por la GWAS también han descrito
algunos genes ligados a la obesidad y a la ECV, enfermedades conectadas
metabodlicamente a la DM2. Los sistemas de integracion de datos moleculares
especificos de tejido han revelado algunos procesos que relacionan tejido y
enfermedad, como la relacién del metabolismo lipidico centrado en higado y las
rutas de transporte en el caso de ECV y obesidad, la relacion de la fosforilacidon
oxidativa especifica de higado y tejido adiposo, oxidacion de 4acidos grasos,
sefializacion de PPAR (receptor de activacion de factores de proliferacion
peroxisomal) y diferenciacién de células adiposas para obesidad, Rl y DM2, y el ciclo
de regulacién celular especifico de islote pancredtico para DM2 (36).

Recientemente, en el estudio sobre una poblacién de gemelos, realizado por
grupo de Heinonen et al. se observd que los gemelos obesos presentaban una
deficiente regulacion global de la expresién de las vias oxidativas mitocondriales,
conjuntamente con una baja regulacion de ADNmt, del sistema de traduccion

dependiente de ADNmt y de los niveles de proteinas implicadas en la fosforilacion
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oxidativa, en comparacién con sus respectivos gemelos no obesos. Ademas, los
resultados mostraron una reduccién en la oxidacién AG, en la sintesis y degradacién
de cuerpos cetdnicos y en el ciclo Krebs, que se correlaciond de manera inversa con
la RI, la adiposidad y las citoquinas inflamatorias (34,37).

Las rutas metabdlicas que se encuentran afectadas por la insulina coinciden
con algunas de las descritas anteriormente, siendo las mas conocidas el
metabolismo de la glucosa, el de los aminoacidos, el de los lipidos y el ciclo de
Krebs. Dentro de las vias metabdlicas hasta hace poco desconocidas, se encuentran
la de las prostaglandinas, el acido araquiddnico, los leucotrienos, asi como las de
ciertos neurotransmisores, nucledtidos y los mecanismos de la respuesta
inflamatoria (38).

Todas las rutas metabdlicas descritas, se encuentran relacionadas unas con
otras. Las sefiales celulares responden a factores ambientales, ademas de genéticos,
y controlan la homeostasis energética a diferentes niveles celulares.

Las alteraciones endocrino-metabdlicas asociadas al sindrome metabdlico
implican la participacion de factores ambientales y genéticos, los cuales llevan a un
desequilibrio en el metabolismo energético celular, particularmente en Ia
degradacion vy utilizacion de lipidos y carbohidratos. Se han identificado varios
sistemas claves en el control de las enzimas que modulan la homeostasis energética
celular: la proteina cinasa dependiente de AMP (AMPK), PPARs, la leptina vy la

adiponectina (39).

1.2.3.1. Via de la AMPK (AMP-activated protein kinase)

La AMPK es un sensor del estado nutricional y metabdlico de la célula.
Puede activarse por ejercicio, estrés osmotico, isquemia e hipoxia, al fosforilarse la
subunidad catalitica. A nivel cardiaco, la activaciéon de la AMPK participa en el
reclutamiento de los transportadores de glucosa en el sarcolema y en la activacién
de la glucdlisis al fosforilar a la fosfofructocinasa-2, la cual produce fructosa-2,6-
bifostato para activar a la fosfofructocinasa I, uno de los pasos limitantes de la via
glucolitica. Ademas, la AMPK esta relacionada con la estimulacion de la oxidacion
de los acidos grasos al fosforilar a la acetil-CoA carboxilasa (ACC), con lo cual

disminuye el contenido de malonil-CoA, el principal inhibidor fisiologico de la

29



1. INTRODUCCION

degradacion de acidos grasos, liberando asi la inhibicion de la carnitin palmitoil-
transferasa | (CPTI), con lo cual se intensifica la oxidacion de acidos grasos en la
mitocondria (34,39). El grupo de investigacion de Rovira-Llopis et al. observé que
en el musculo esquelético de pacientes con Rl se produce la inhibicidn de la funcion
mitocondrial y un aumento de la peroxidacion lipidica (34).

Las hormonas secretadas por el tejido adiposo, leptina y adiponectina,
activan a la AMPK tanto en el tejido adiposo como en los tejidos periféricos,
incluyendo el musculo esquelético e higado, aumentando el consumo de energia.
Por el contrario, en el hipotdlamo, la AMPK es inhibida por leptina e insulina,
hormonas que normalmente suprimen la ingesta alimenticia. A su vez, la activacién
de AMPK, promueve la activacién de los PPARs-y que promueven la expresion de

enzimas que participan en la oxidacién de acidos grasos (figura 13)(39).

Hipotalamo
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Figura 13: AMPK como sensor de estrés metabdlico y nutricional. AG: acidos
grasos; GLUT4: Transportador de glucosa 4; AMPK: proteina cinasa dependiente de

AMP. Las flechas en verde indican activacion y las flechas en rosa inhibicion (39).

1.2.3.2. Via de los PPARs (Peroxysome proliferator activated receptors)
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Los PPARs pertenecen a una amplia familia de receptores nucleares
activados de la proliferaciéon de peroxisomas, que actian como activadores de la
transcripcion. Los PPARs controlan la expresion de los genes relacionados con la
homeostasis de la glucosa y de los lipidos, asi como de las respuestas inflamatorias.
La modificacién de la 31lutation de los PPARs estd ligada a la progresién de
enfermedades como la obesidad, la DM2, la ECV, el cancer, la HTA o la inflamacién
cronica (40). Los PPAR-a se expresan principalmente en el higado, en musculo
esquelético, en el rifidn y en menor grado en el corazén. Los PPAR-y se expresan
principalmente en el tejido adiposo, mientras que los PPAR-6 se expresan
practicamente en todos los tejidos. A nivel molecular, se ha propuesto que la
activacion farmacoldgica de los PPAR-y en células de tejido adiposo mejora su
capacidad de almacenar lipidos, lo que disminuye la liberacidn de acidos grasos
libres y la acumulacién de triacilgliceroles en sangre y en musculo, con lo que
mejora la respuesta a insulina en estos tejidos. Existe un polimorfismo del gen de
PPAR-y que confiere resistencia a desarrollar DM2. Los portadores de este
polimorfismo también presentan niveles elevados de adiponectina, mientras que

aquéllos que no son portadores presentan niveles bajos (39).

1.2.3.3. Via de la adiponectina

La adiponectina se encuentra disminuida en pacientes obesos, con RI, en
DM2 o con alguna dislipidemia. La expresidn de la adiponectina se incrementa por
los agonistas de los PPARs, mientras que el TNF-a y la IL-6 la inhiben (39). Por otro
lado, la acumulaciéon de macréfagos que tiene lugar en el tejido adiposo de los
obesos se ha reconocido recientemente como uno de los procesos esenciales de la
inflamacién metabdlica y la Rl. Ademds, en la Rl los macrofagos aumentan la
expresion de la forma oxidada del receptor scavenger tipo B (SR-B) de las LDL y
promueven la formacion de células espumosas y aterosclerosis. Estos cambios se
pueden revertir por la activacion de PPAR-y, que aumenta la sefializacion de la
insulina en los 31lutatién31 (figura 14) (9).

En el mismo sentido, Halvorsen et al. postularon la hipdtesis de la
implicacion de la activacién de rutas de inflamacion en la patogénesis de la DM2,

concretamente la implicaciéon de la superfamilia TNF-14 (LIGHT/TNFSF14). Los
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resultados obtenidos implicaban un aumento significativo de niveles plasmaticos
de LIGHT/TNFSF14 en el grupo con DM2 con respecto al grupo sano, sugiriendo la
posible contribucion de LIGHT/TNFSF14 en la progresion de DM2 mediante la
disminucion de la secrecidn de insulina de los islotes pancreaticos y su participacion

en la inflamacidn a nivel vascular y procesos aterogénicos (41).

1.2.3.4. Via de laleptina

A nivel genético, se ha identificado el gen de la leptina como el factor
causante de obesidad y DM2. La leptina es sintetizada principalmente por el tejido
adiposo y su sobreexpresion en células de este tejido reduce la expresion de ACC,
enzima clave en la sintesis de acidos grasos. La leptina también puede inhibir la
lipogénesis en higado, islotes pancreaticos y en tejido adiposo. En otros tejidos,
como el musculo liso y cardiaco, la leptina inhibe la lipogénesis y estimula la
oxidaciéon de acidos grasos. Este mecanismo involucra la estimulacién directa de la

AMPK, la cual al fosforilarse inhibe a la ACC (figura 14) (39).
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Figura 14: Regulacion de la oxidacion de acidos grasos mediada por el tejido

adiposo a través de la leptina y adiponectina. (Imagen modificada) (39).

1.2.3.5. Vision integrada de los mecanismos celulares conducentes a la disglucemia

El punto de regulacion entre la sintesis y la oxidacion de acidos grasos en los
adipocitos representa un punto estratégico para el tratamiento de desérdenes
metabodlicos como la obesidad, |la diabetes y el SM (39).

Por otra parte, para comprender la fisiopatologia de la DM2, a nivel
metabdlico, es necesario hacer referencia a 4 aspectos fundamentales: a) El hecho
anatémico, por el que los vasos arteriales grandes y pequefios se ven involucrados
en un proceso aterotrombadtico que conduce a la enfermedad vascular generalizada
(infarto de miocardio, ictus, pie diabético, neuropatia diabética, ceguera e
insuficiencia renal crénica progresiva e irreversible); b)la base bioquimica, en la
gue una serie de factores, como la glicosilacion no enzimatica de proteinas

especificas, las vias metabdlicas alternativas de los polioles por las que se genera
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sorbitol a partir de la aldosa reductasa y los aumentos de diacilglicerol y
proteincinasa C (PKC), se transducen en sefales que modifican estructural y
funcionalmente el endotelio, que es el punto por donde el proceso
aterotrombdtico se inicia y se mantiene; c) los trastornos procoaguladores, que
incrementan la adhesividad y agregabilidad plaquetaria, lo que aumenta la
hipercoagulabilidad y disminuye la fibrinolisis, y d) el complejo factor inflamatorio,
en el que intervienen numerosos componentes humorales y celulares (42).

La RI tiene un papel importante en la fisiopatologia de la DM2 y la ECV, y
tanto los factores genéticos como los ambientales facilitan su desarrollo. Mas del
90% de las personas con DM2 son obesas y la liberacién de acidos grasos libres
(AGL), debida a la lipolisis, y citocinas desde el tejido adiposo disminuye la
sensibilidad a la insulina. EI aumento de la liberacion de AGL aumenta la
produccién hepatica de lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL), ademas de una
disminucion de la degradacién de 34lutation34n34034a B-100 (ApoB) y un
aumento de la lipogénesis (9). En el musculo esquelético y el tejido adiposo, la
produccién de especies reactivas del oxigeno (ROS) inducida por los AGL impide la
activacion del sustrato 1 del receptor de insulina (IRS-1) y de la sefializaciéon por
fosfatidilinositol 3-cinasa/protein-cinasa B (PI3K/Akt), lo que produce una
regulacion a la baja del transportador de glucosa 4 (GLUT-4) sensible a la insulina
(figura 15) (9).

En la DM2 y el SM, estos cambios conducen a un perfil lipidico caracterizado
por una concentracion elevada de triglicéridos (TG), una baja concentracién de
colesterol unido a lipoproteinas de alta densidad (cHDL), un aumento de
lipoproteinas residuales y una sintesis de ApoB y particulas de LDL pequefias y
densas, que desempeian un papel importante en la aterogénesis. En pacientes con
DM2, la dislipemia aterogénica es un predictor independiente del riesgo
cardiovascular, mas fuerte que la concentracién elevada aisladade TG o la
concentracion baja de cHDL (figura 15) (9).

En el grupo de investigacion de Zhao et al., realizaron un estudio
multiétnico para evaluar si pacientes con DM2 y enfermedad coronaria compartian
la misma etiologia genética. Evaluaron las variaciones genéticas de todo el genoma

de 265.678 pacientes con DM2 y de 260.365 con enfermedad coronaria y
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demostraron que genéticamente existe un riesgo de padecer DM2 que también
confiere riesgo de padecer enfermedad coronaria. A su vez, observaron la
asociacion regional para multiples SNP (por ejemplo, Cyclin Dependent Kinase
Inhibitor 22 (CDKN2A) / 2B o apoliproteina E (APOE)). En particular, la asociacién
entre SNP APOE, DM2 y enfermedad coronaria resulté controvertida, ya que, como
se habia visto en otros estudios, las variantes genéticas del locus APOE se asocian
con aumento de lipidos y enfermedad coronaria, pero en el estudio realizado por
Zhao et al. observaron que estas variables de riesgo de DM2 se asociaban con una
disminucion del riesgo de enfermedad coronaria y disminucién de LDL y un tamafio
reducido de particulas LDL. Sin embargo, estas observaciones son consistentes con
estudios recientes que indican que la reduccién en los niveles de LDL, un factor de
riesgo importante de enfermedad coronaria, puede conferir un mayor riesgo de
DM2. Ademas, se ha demostrado que las variantes genéticas en el gen PCSK9, que
disminuyen los niveles de LDL, se asocian con un mayor riesgo de DM2, mayor
concentracion de glucosa en ayunas, mayor peso corporal y mayor relacion cintura-
cadera. Estos resultados sugieren que LDL puede representar una via, del pequefio
subconjunto de las existentes, que muestran asociaciones opuestas para estos dos
resultados (43).

En otra linea, los trastornos metabdlicos como la obesidad, la Rl y la DM2
estan relacionados con la miocardiopatia diabética que conduce a la IC (9,44). En
pacientes con DM2, la disminucién de la sensibilidad a la insulina predispone a una
alteracion de la funcidon y la estructura miocardicas y explica la prevalencia
aumentada de la IC en esta poblacién (9). La cardiomiopatia se caracteriza
inicialmente por hipertrofia de los cardiomiocitos, seguida de disfuncién
mitocondrial y fibrosis, ambas agravadas por la angiotensina (44). Los mecanismos
fisiopatoldgicos incluyen la acumulacién de productos de glicosilacion avanzada,
formacién de coldgeno vy fibrosis intersticial, que conducen a una alteracién de la
homeostasis del calcio y deficiencias en la sefalizacidon 35lutation35 dependiente
de insulina, que aumentan la rigidez miocardica y reducen la distensibilidad. La Rl
disminuye la contractilidad miocardica debido a una reduccion del flujo del Ca* a
través de los canales de Ca®" de tipo L y del intercambio inverso Na'/Ca®. La

alteracion de la via de sefializacién de PI3K/Akt, consecutiva a la hiperinsulinemia
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crénica, tiene un papel esencial en la disfuncién cardiaca de la DM2. La disminucion
inducida por AGL de la via de sefalizacion de PI3K impide la activacion de Akt y la
fosforilaciéon de la sintasa del dxido nitrico endotelial (eNOS) lo que produce una
disminucion de la sintesis de NO, disfuncion endotelial y remodelado vascular
(aumento del grosor intimomedial), importantes predictores de ECV (9). La
evidencia respalda el concepto de que la hiperglucemia disminuye aun mas la
disponibilidad del NO producido en el endotelio y afecta a la funcién endotelial por
diversos mecanismos, muchos de ellos relacionados con el exceso de produccion
de ROS (figural5) (9).

Junto con la RI, la hiperglucemia contribuye a las anomalias cardiacas
funcionales y estructurales a través de la acumulacion de ROS mitocondriales,
sefializacidon por Advanced glycation end products/ Receptor Advanced glycation
end products (AGE/RAGE) y flujo de hexosamina. La activacién de las vias de
sefializacion mediadas por ROS afecta a la circulacién coronaria y conduce al
desarrollo de hipertrofia miocardica y fibrosis con rigidez ventricular y disfuncion
de las cavidades (figural5) (9).

En el grupo de investigacion de Waldman et al.,, observaron que la
restriccion caldrica es cardioprotectora en modelos animales con enfermedades
cardiacas, debido a su actividad catabdlica y a la activacidon de la expresion de
genes adaptativos. Plantearon la hipdtesis de que, en el corazén diabético, este
efecto involucra defensas antioxidantes y esta mediado por SIRT1 y el coactivador
transcripcional PGC-1a (coactivador PPAR) y llegaron a la evidencia de los efectos
cardioprotectores de la restriccidn caldrica que operan a través de SIRT1 y PGC-1a,
disminuyendo asi el estrés oxidativo, la fibrosis y la inflamacidn, sugiriendo que el
aumento de los niveles de SIRT1 y PGC-1a ofrece nuevos enfoques terapéuticos
para la proteccion del corazdn diabético (44).

Por tanto, la hiperglucemia y la DM2 estan directamente relacionadas con la
produccién elevada de especies reactivas de oxigeno (ROS) y bajos niveles de ATP,
lo que genera un cambio a posteriori en el estado redox y la homeostasis celular y
desencadena una disfuncidn mitocondrial, ya que las mitocondrias son una de las
principales fuentes de ROS y de produccién de ATP (34). El deterioro mitocondrial

también puede contribuir al desarrollo de Rl dependiente de la edad. La biogénesis
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de las mitocondrias contribuye a regular el balance energético, y se cree que una
mayor producciéon de ROS por la cadena de transporte de electrones, en
condiciones de hiperglucemia, exacerba la alteracidén de las vias metabdlicas, lo que
conduce a complicaciones microvasculares (nefropatia, retinopatia y neuropatia) y
complicaciones macrovasculares (ictus e isquemia de miocardio), incluso después
de que se normalice la concentracion de glucosa (9,34). Los cambios epigenéticos
derivados de los ROS estan especialmente involucrados en este proceso (9).

En pacientes con DM2, niveles altos de glucosa pueden inducir la oxidacion
de ésta, generando asi piruvato y NADH, y liberando las ROS del complejo
mitocondrial | y Ill. En estas condiciones, se activan diferentes sistemas
antioxidantes, como la superdéxido dismutasa (SOD) o la proteina de
desacoplamiento 1 (UCP-1), para prevenir la produccién de ROS e inhibir la
formacioén de productos finales de glicosilacién avanzada o la activacion del factor
nuclear kappa beta (NF-KB) (figura 15), impidiendo asi que se produzca un estado
proinflamatorio crdnico (9,34).

Segln el grupo de Sharma et al., la hormesis mitocondrial en DM2 implica
una reduccion de la produccidon de ROS y una reduccién de la sintesis de ATP en
diferentes tejidos en respuesta a niveles altos de glucosa o en respuesta al exceso
de ingesta de nutrientes, lo que constituye una respuesta compensatoria a la
sobrenutricion. Este efecto puede activar sirtuina 1/3 (SIRT1/3), AMPK y PGC-1a,
restaurando asi la funcién mitocondrial y aumentando la sensibilidad a la insulina
en las células B, el higado y el musculo, lo que, a su vez, evita complicaciones
vasculares (34). En situaciones de estrés metabdlico y oxidativo se pueden inactivar
los factores clave de transcripcion de las células B, las cuales dejan de responder
temporalmente a la glucosa y almacenan cantidades anormales de insulina.
Ademas, debido a que las células B carecen de ciertas enzimas antioxidantes que
eliminan las ROS, el aumento de su produccién puede promover la disfuncion e

incluso la apoptosis (24).
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Figura 15: Rutas metabdlicas AGE/RAGE. En la imagen se observa la implicacién de
algunas de las rutas descritas como PI3K/Akt, NOS y NF-KB. AGEs: Advanced
glycation end products; AGT: angiotensin Il; AT1R: Type-1 angiotensin Il receptor;
AP-1: transcription factor activator protein-1; AKT: RAC-alpha serine/threonine-
protein kinase; Bax: Apoptosis regulator protein; Bcl-2: Apoptosis regulator protein;
CASP3: Caspase-3; Cbb42Racl: CDK4: Cyclin-dependent kinase 4; COL1: Collagen
alpha-1; DAG: Diacylglycerol; Dia-1: Protein diaphanous homolog 1; Egr-1: Early
growth response protein 1; END1: Endothelin-1; ERK1/2: extracellular
signal-regulated protein kinase; FN: Fibronectin; FOXO1: Forkhead box protein O1;
ICAM-1: Intercellular adhesion molecule 1; IL-1, 6, 8: Interleukin-1, 6, 8; IP3: Inositol
trisphosphate; JAK2: Tyrosine-protein kinase 2; JNK: c-Jun N-terminal kinases;
MAPK: Mitogen-activated protein kinase; MCP-1: Monocyte Chemoattractant
Protein-1; MMP2: Matrix Metallopeptidase 2; NAPDH: Nicotinamide adenine
dinucleotide phosphate; NFATcl: Nuclear factor of activated T-cells cytoplasmic
1; NF-KB: Nuclear factor-kappa-beta; NOS: Nitric oxide synthase; PAI-1:
Plasminogen activator inhibitor-1; PI3K: Phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate 3-
kinase; Pim-1: Serine/threonine-protein kinase pim-1; PKC: protein kinase C; PLC: 1-
phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate phosphodiesterase; p21:cyclin-dependent
kinase inhibitor; p27: cyclin-dependent kinase inhibitor; p38: mitogen-
activated protein kinase; RAGE: Advanced glycosylation end product-specific
receptor; ROS: Reactive oxygen species; SELE: E-selectin; Smad: mothers against
decapentaplegic homolog; STAT: signal transducer and activator of transcription;
TGFB1l: Transforming growth factorbeta 1; TGFBR: Transforming growth
factor beta receptor; THBD: Thrombomodulin; TNF-a: Tumor necrosis factor alpha;
VCAM-1: vascular cell adhesion protein 1 ; VEGF: Vascular endothelial growth

factor (45).
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Como ya hemos visto, la cadena mitocondrial de transporte electrénico es
una de las primeras dianas de la hiperglucemia, lo que produce un aumento neto
de la formacién de anién superdxido (0*) donde, ademds, se produce un
incremento adicional de la produccién de 0° debido a la formacién de un circulo
vicioso secundario a la activacién inducida por ROS de PKC. La activacién de la PKC
por la glucosa induce un aumento de la expresion de la oxidasa de NADPH, del
adaptador mitocondrial p66Shc y de la ciclooxigenasa 2 (COX2), asi como de la
produccién de tromboxano, y una disminucion de la liberacion de NO (figura 16)
(9).Ademas, en los pacientes con DM2, la Rl y la hiperglucemia contribuyen a la
patogenia de un estado 40lutatién40n400 caracterizado por un aumento de la
concentracion de inhibidor del activador de plasmindgeno 1 (PAI-1), factores VIl y
Xll'y fibrindgeno, y una reduccidn del activador de plasmindgeno tisular (figura 16).
Entre los factores que contribuyen al aumento del riesgo de eventos coronarios en

la DM, la hiperreactividad plaquetaria tiene una importante relevancia (9).
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Figura 16: Relacion entre la hiperglucemia, la resistencia a la insulina y enfermedad
cardiovascular. AGE: productos glicosilacién avanzada; AGL: acidos grasos libres;
APT: activador de plasmindgeno tisular; cHDL: colesterol unido a las lipoproteinas
de alta densidad; GLUT-4: transportador 4 de glucosa; LDL: particulas de
lipoproteinas de baja densidad; NO: éxido nitrico; PAI-1: inhibidor del activador de
plasmindgeno; PI3K: cinasas del fosfatidilinositol 3; PKC: proteincinasa C; PPARy:
receptor gamma activado por proliferadores de peroxisoma; RAGE: receptor de
productos avanzaos de glicosilacién; ROS: especies reactivas de oxigeno; SR-B:

receptor scavenger tipo B (9).
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1.2.4. Heterogeneidad fenotipica y necesidad de mejores marcadores

Existe una gran variabilidad genotipica y, por lo tanto, fenotipica en los
individuos que desarrollan DM2. Como ya sabemos, los factores genéticos
desempeiian un papel importante en el riesgo, la aparicion, la gravedad y las
complicaciones posteriores de la DM2. En general, el conocimiento actual sobre la
contribucién de los factores gendmicos a la DM2 refuerza el concepto de que es
una enfermedad compleja que puede ser diferente en cada persona y que la
predicciéon de riesgo y el tratamiento son excepcionalmente dificiles para los
profesionales de la salud (21).

Nos encontramos con un gran abanico de actuacidn que se regira en funcion
de la situacion en la que se encuentre el paciente, encontrandonos desde la
importancia de enfoques universales dirigidos a la intervencidn en el estilo de vida
(27) hasta el desarrollo de estrategias terapéuticas basadas en los distintos
mecanismos involucrados en la DM2 y en las patologias subyacentes, como podria
ser la inhibicién de enzimas clave involucradas en el dafio vascular inducido por
hiperglucemia o la activacion de vias de sefalizacién que mejoren la sensibilidad a
la insulina (9).

Los efectos de la edad avanzada, las comorbilidades y los problemas
asociados con cada grupo especifico indican la necesidad de enfocar el riesgo
individualizadamente, permitiendo al paciente tener un papel importante en el
manejo de su propia enfermedad (9).

En este conjunto de patologias multifactoriales nos encontramos con la
necesidad de nuevos marcadores bioquimicos, junto con la utilizacion de nuevas
tecnologias, que nos permitan el diagnostico precoz y la seleccién de individuos
segun su estado fisiopatoldgico, para establecer unas dianas terapéuticas concretas
en cada individuo y escapar, de esta forma, de la progresién de la enfermedad,
ayudando al personal sanitario a establecer unas estrategias personalizadas y
evitando el incremento de las comorbilidades, ademads del incremento del gasto

sanitario.
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1.3. Medicina personalizada: Metaboldmica
1.3.1. Fundamentos de la metaboldmica: Definicion y principios

La metabolémica es la disciplina cientifica, dentro de las “dmicas”,
encargada de estudiar los metabolitos, pequefias moléculas organicas (<1500 Da)
que intervienen en los diferentes procesos celulares y que nos revelan como estd
funcionando el metabolismo, desde una célula hasta un ser vivo. El conjunto de
estos metabolitos es denominado también metaboloma (46,47). Se estima que hay
mas de 2.000 metabolitos diferentes que pueden ser sintetizados de forma
enddgena, ademas, de los metabolitos exdgenos incorporados en la dieta, por
ejemplo, las vitaminas. Otro factor contribuyente importante para el conjunto de
metabolitos del organismo es la flora intestinal (48). The Serum Metabolome es una
base de datos, disponible de forma gratuita, que contiene informacion detallada
sobre 4651 metabolitos que se encuentran en el suero humano (47). También
existe la Human Metabolomics Database 5.0 (HMDB) en la cual podemos encontrar
220.945 metabolitos en distintos bioespecimenes como suero, orina, saliva, LCR,
sudor, etc (49). La metaboldmica permite estudiar los perfiles metabdlicos en
muestras bioldgicas (fluidos, tejidos, cultivos celulares, células, etc.) con la finalidad
de descubrir enfermedades, factores de riesgo y determinar biomarcadores
(46,50). Las cantidades de metabolitos en una enfermedad reflejan la adaptacion
de los sistemas bioldgicos a los estados patoldgicos (48).

El objetivo de la metabolémica es caracterizar el conjunto de moléculas
pequefias de una muestra determinada e interrogar sobre ellas a las redes
metabdlicas, en condiciones normales y patoldgicas, de manera cualitativa y
cuantitativa (48).

Las tecnologias metaboldmicas se estan aplicando a diferentes areas de
investigacion clinica, entre ellas el descubrimiento de biomarcadores y farmacos, la
toxicologia y la nutricién. Los primeros estudios de metabolémica se publicaron a
comienzos de la primera década de este siglo (48).

Por otra parte, al igual que en otras “disciplin-dmicas” (protedmica,
transcriptdmica, etc.), el hecho de poder analizar varios biomarcadores en un Unico
proceso nos permite, por una parte, acceder a la deteccidon de un numero elevado

de biomoléculas simultaneamente y, ademas, poder conjugar la informacién que
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ofrecen todas ellas paralelamente en un mismo entorno, ya sea fisioldgicoo
patoldgico. El manejo de esa informacién puede facilitarnos la elaboracion de
algoritmos multiparamétricos que nos ayuden, principalmente, a evaluar riesgos o
establecer prondsticos, tal como se viene haciendo desde hace tiempo en diversas
patologiascomo la ECV, ERC, diversos tipos de canceres, etc., permitiendo
individualizar la actuacion médica sobre cada proceso al situar a cada paciente
dentro de grupos clinicos especificos (51).

Los procesos reguladores en el ADN afectan a la expresion de moléculas de
procesos posteriores, como los ARN, las proteinas y los metabolitos. Los efectos de
los diferentes elementos reguladores son aditivos. La biologia de sistemas intenta
analizar las interacciones entre las diferentes entidades moleculares para ofrecer
una visién holistica de los procesos bioldgicos y las alteraciones patolégicas que se
producen en la enfermedad. Las plataformas «dmicas» permiten el estudio de
interacciones mas complejas en sistemas bioldgicos. A diferencia del genoma, el
proteoma y el metaboloma son dinamicos y estan mucho mas proximos al fenotipo
de la enfermedad (figura 17) (48). El metaboloma integra la informacion bioldgica
del genoma, el transcriptoma, el proteoma y las reacciones enzimaticas generales
de un individuo, lo que permite la deteccion de los cambios fisioldgicos o
patoldgicos, a corto y largo plazo, que ocurren en las distintas patologias (52). Son
tantos los datos que se pueden obtener de los perfiles metabdlicos, que muchos
investigadores se aventuran a afirmar que los datos de expresion génica a partir del
ARNm vy los analisis protedmicos no nos ofrecen un informe completo de qué esta
pasando en la célula, mientras que la evaluacion de los perfiles metabolomicos si

nos proporciona conocimientos directos e indirectos sobre su fisiologia (53).
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modificada) (48).

La ventaja de las técnicas «dmicas» es que pueden usarse para
comparaciones de muestras clinicas no sujetas a ninguna hipétesis, lo cual ha sido
posible gracias a las mejoras alcanzadas en la sensibilidad y la exactitud de los
espectrometros de masas, al desarrollo de mejores técnicas de separacién, junto
con nuevos métodos de marcado y la disponibilidad de bases de datos para
comparar y analizar series de datos de creciente complejidad (48).

La metaboldmica, a nivel clinico y epidemiolédgico, proporciona una
oportunidad uUnica para poder observar las relaciones entre el genotipo y el
fenotipo, asi como las respuestas de un organismo en relacién con los factores
ambientales y el estilo de vida. Fundamentalmente, proporciona informacién sobre
los factores que influyen en las enfermedades, permitiendo entender su
patogénesis, obtener un diagndstico temprano, una terapia adecuada y la

monitorizacion de la misma (54).
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1.3.2. Técnicas de estudio en metabolémica

Las tres técnicas que se suelen utilizar para obtener los patrones metabolémicos

son:

a.

La espectroscopia basada en la resonancia magnética nuclear de protén (H-
NMR). Puede detectar, en principio, cualquier sustancia organica por la
caracteristica de poseer protones.

La espectrometria de masas acoplada a la cromatografia de gases (GC-MS). Se
basa en la identificacion de metabolitos que previamente han sido vaporizados
y separados a través de una columna dependiendo del tiempo de vaporizacion
(cromatografia de gases (GC)), para posteriormente ser identificados
espectrométricamente segln su masa, después de haber sido ionizados vy
acelerados tras atravesar una distancia determinada (espectrometria de masas
(MS)).

La espectrometria de masas acoplada a la cromatografia liquida (LC-MS). Difiere
de la anterior en que los metabolitos se separan de acuerdo a su solubilidad
con respecto a la fase movil liquida y en contra de la fase estacionaria, de
distinta polaridad que la fase liquida, que se encuentra en el interior de la

columna cromatogréfica (50,55-57).

Estas técnicas son particularmente apropiadas en patologias como DM2, obesidad

y desérdenes relacionados con las mismas, ya que son en su conjunto trastornos

poligénicos (56).

1.3.2.1. Resonancia magnética nuclear de protén (H-NMR)

Cuando se sitlua un compuesto organico dentro de un campo magnético,

generado por un iman, los nucleos de los protones poseen distinta energia segun si

su spin se encuentra paralelo o no al campo magnético. Esta diferencia de energia

también depende del entorno quimico en el que se encuentran los protones en la

molécula, lo que proporciona una huella digital para esa molécula (56,58). El spin

puede entenderse como el nucleo de un dtomo que gira alrededor de su propio eje.

Cuando se coloca en un campo magnético constante, los nucleos que poseen spin
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pueden excitarse, la energia del momento magnético depende de la orientacién del
nucleo con respecto a ese campo. La aplicacion de radiacion electromagnética a
una frecuencia adecuada puede estimular las transiciones entre estados de alta y

baja energia y esta transicion proporciona la base para la H-NMR, ya que la energia

“""---....___.l_* ---------
absorbida puede ser detectada. Los spines se comportan como dipolos que se

alinean a lo largo del eje de un campo magnético aplicado (figura 18) (48,58,59).

Figura 18: Precesién de protones alineados a un campo magnético (58).

Durante la relajacion seguida de la excitacidn, las senales de radiofrecuencia
que se han generado se pueden expresar como un espectro de frecuencia (figura
19) (47,58,59). El hidréogeno (protdn) es el atomo mas abundante en los organismos
vivos y al utilizar campos magnéticos de alta potencia en muestras in vitro se
pueden obtener espectros metabodlicos de alta resolucién con picos de metabolitos

claramente definidos de moléculas pequeiias (58).
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Figura 19: Espectro de H-NMR de 500 MHz tipico de un suero de humano sano. Los

numeros indican los distintos metabolitos obtenidos (47).

La resonancia magnética nuclear ocurre porque los nucleos de, al menos,
uno de los isotopos de la mayoria de los elementos, poseen un momento
magnético. Surge un momento magnético porque el ndcleo puede girar ademas de
poseer carga. La sefal resultante, llamada Free Induction Decay (FID), consiste en
una superposicion de toda la resonancia de la muestra, que debe decodificarse
para obtener la presentacion familiar en forma de espectro. El proceso de
decodificacion se realiza mediante un proceso aritmético conocido como

Transformada de Fourier (figura 20) (58).

FID
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S
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Figura 20: Transformada de Fourier (FT) a partir de Free Induction Decay (FID) para

generar un espectro de H-NMR (58).

Los datos generados en H-NMR de multiples muestras pueden generar
alrededor de 30.000 variables (58). Para interpretar los cambios bioquimicos que
ocurren en un organo en caso de DM2, obesidad o SM, es necesario entender
cémo interactua dicho érgano con el metabolismo sistémico. A este respecto, se
puede examinar el plasma/suero sanguineo o la orina para monitorizar los cambios
gue ocurren a nivel organico. Asimismo, los extractos de tejidos se pueden
examinar de forma rapida y econdmica mediante H-RMN, el cual es capaz de
producir espectros de alta resolucion a partir de tejidos intactos. Esto brinda la
oportunidad de monitorizar los cambios en los metabolitos acuosos y lipofilicos en
la misma muestra de foma rapida, econdmica y robusta (56).

Por otra parte, se debe tener en cuenta algunas consideraciones al analizar
un espectro in vitro, ya que el metaboloma humano esta influenciado por una serie
de factores fenotipicos, fisioldgicos y externos, que incluyen género, edad, IMC,
dieta, estrés, medicamentos, consumo de tabaco, ejercicio, ayuno y consumo de
alcohol 24 horas antes de la obtencion de la muestra. El conocimiento de estos
factores puede ayudar en el analisis de los datos, aunque muchos de estos factores
a menudo estan mal caracterizados (58). Algunos ejemplos de los metabolitos
afectados por estos factores son: N-Oxido trimetilamina, el cual se ve afectado por
la dieta, pues se encuentra en mayor cantidad si se ingiere pescado que si se
ingiere carne o que si la dieta es vegana; la 1-metil-histidina, la cual esta
aumentada en los consumidores habituales de carne; el manitol, el cualse
incrementa en orina con la ingensta de manzana, piia, esparragos y zanahorias o
las dietas ricas en proteinas, las cuales incrementan la excrecion urinaria diaria de
creatinina (58).

En definitiva, las principales ventajas de H-NMR son que se puede medir los
metabolitos directamente y que permite una clara distincion entre compuestos,
ademas de ser una técnica robusta, con reproducibilidad, rapida, que no destruye

la muestra, que utiliza volimenes de muestra pequeios y que requiere una escasa
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50lutatién50n de la muestra antes de ser analizada. Las muestras pueden ser
biofluidos, biopsias y tejidos (58,59).

Por otra parte, una de las principlaes desventajas de H-NMR es el fallo en Ia
deteccién de los metabolitos de escasa abundancia, particularmenere los < 5mM
(nucledtidos o neurotransmisores). Ademas, algunos metabolitos pueden quedar
“ocultos” en los espectros si estan en armonia con otros metabolitos de mayor

concentracion. También el analisis de datos puede ser muy complejo y se requiere

de personal experto en la interpretacion e identificacion de potenciales
metabolitos importantes (58). En la figura 21 se puede ver representado de manera

esquematica un sistema de H-NMR (58).

Figura 21: Diagrama esquematico de un sistema de H-NMR. A: celda exterior; B:
nitrégeno liquido; C: helio liquido; D: bobina de alambre, solenoide; E: bobina de
compensacion; F: bobinas de pulsos de radiofrecuencia y receptor; G: muestra

biofluido (58).

1.3.2.2. Espectrometria de masas acoplada a cromatografia de gases (GC-MS)
La GC-MS es la piedra angular de muchos laboratorios de quimica analitica y
también es una herramienta muy robusta para la obtencidn de perfiles metabdlicos
(56,60). En la cromatografia de gases los metabolitos volatiles se vaporizan, sin

descomponerse, en la fase gaseosa y se introducen en una columna cromatografica
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que contiene una fase estacionaria liquida o sélida (56,60). Algunos compuestos
deben ser modificados quimicamente mediante un proceso llamado derivatizacion
antes de ser analizados para eliminar efectos de adsorcion indeseados que
afectarian la calidad de los datos (56,60). La solucion de muestra preparada se
inyecta en el cromatdgrafo y los solutos se transportan a través de la columna por
una fase movil (gas inerte) y se detectan a medida que se eluyenen funcién de su
afinidad por la fase estacionaria (59,60). La columna se encuentra dentro en un
horno, donde se incrementa la temperatura a lo largo de un ciclo de tiempo y se
produce el efecto de vaporizacién a diferentes tiempos, segun el metabolito,

llevandose a cabo la separacion cromatografica (56). Los solutos generalmente
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eluyen segun se incrementa su punto de ebullicidn, excepto cuando hay
interacciones especificas con la fase estacionaria de la columna. Se utiliza una
temperatura elevada, de 50-350 °C, para garantizar que los solutos tengan una
volatilidad adecuada y asi puedan eluir de manera mas rdpida (59,60). En la figura
22 se puede observar un cromatograma obtenido a partir de un cromatégrafo de
gases (GC) (47).

Figura 22: Cromatograma obtenido a partir de un suero de humano sano por
cromatografia de gases. Los nimeros indican los distintos metabolitos obtenidos

(47).

Posteriormente, los metabolitos, segln el orden de elucidn, son ionizados y

analizados por el espectrometro de masas (56,59).
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La espectrometria de masas (MS) es una técnica analitica en la que los iones
gaseosos que se forman a partir de moléculas o atomos de una muestra, se
separan en el espacio/tiempo y se detectan de acuerdo a su relacion masa-carga
(m/z). Cuando los iones llegan al detector la sefial que emiten es amplificada para
poder aumentar la intensidad. El detector envia la informacién a un ordenador
donde quedan registrados los datos obtenidos, convirtiendo los impulsos eléctricos
en archivos visuales. El conjunto de iones constituye el espectro de masas, que
proporciona informacién estructural y, a menudo, una masa molecular relativa
mediante la cual se puede identificar un compuesto desconocido o confirmar su
estructura (60).

Para reducir las posibles variaciones entre muestras, la combinacion de los
distintos picos se debe realizar antes que el subsecuente analisis. El tiempo de
retencién depende de cdmo se haya desarrollado el experimento. Los tiempos de
retencion de un mismo metabolito deben ajustarse entre los distintos
experimentos. El proceso de alineamiento se conoce como “alineamiento de
picos”. Este proceso incluye dos etapas: coincidencia de picos, donde se compara la
identidad de picos de cada experimento, y un ajuste del tiempo de retencion que
se basa en los resultados de la coincidencia de picos (50,61).

Como enfoque metabdlico, hay que tener en cuenta el inmenso beneficio
de un método de ionizacién por impacto de electrones, altamente reproducible,

que le permite al usuario identificar los metabolitos por sus espectros de masas
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haciendo uso de grandes bases de datos como el National Institute of Standards
and Technology, tanto si el ensayo metabolémico es dirigido como si no lo es
(50,56). En la figura 23 se muestra el esquema de un equipo de GC-MS (59).
Figura 23: Esquema de un sistema GC-MS (59).

1.3.2.3. Espectrometria de masas acoplada a cromatografia liquida (LC-MS)

Esta técnica es la mas utilizada para examinar los distintos tipos de lipidos,
de manera intacta, y asi poder definir los grupos quimicos que se ven alterados en
distintas patologias. LC-MS también se utiliza para buscar cambios en las fracciones
acuosas de tejidos, plasma sanguineo u orina (56). La cromatografia liquida (LC)
permite separar los metaboitos de la muestra de acuerdo a la solubilidad que
presentan estos en la fase liquida (fase movil) frente a su afinidad por la fase sélida
que envuelve la columna (fase estacionaria). La principal ventaja frente a la GC es
gue la LC no requiere el proceso de derivatizacion. Tras obtener la separacion de
los metabolitos por LC y obtener un espectro similiar al que se obtiene en GC, la
muestra se pasa al espectrometro de masas (56) (explicado en el apartado
anterior).

Un enfoque de la metabolémica no dirigida es intentar identificar e
interrogar todas las moléculas en una muestra usando primero GC o LC para su
separacion seguida de la deteccidon por MS (50). Normalmente, la metabolémica
utiliza métodos no dirigidos donde las condiciones analiticas estan optimizadas
para detectar e identificar tantas moléculas como sea posible, aunque también se
utilizan métodos metabolémicos especificos en los que la cromatografia estd
indicada para la detecciéon de una molécula o una clase especifica de moléculas
(por ejemplo, lipidos) (56). El bajo coste por muestra, al realizar LC-MS, hace que la
investigacion de biomarcadores metabdlicos sea particularmente atractiva con esta

ténica (55). En la figura 24 se muestra el esquema de equipo formado por LC-MS.
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Figura 24: Esquema de un sistema LC-MS (62).

En cuanto a las principales diferencias que podemos encontrar entre las
distintas técnicas, las mas significativas son las encontradas entre H-NMR y MS, vya
que sendos métodos son de deteccidn. La H-NMR es menos sensible que la MS,
pero aporta ventajas en la cuantificacion de los metabolitos en tejidos intactos y en
extractos de tejidos (48,55). La H-NMR muestra su potencia a la sensibilidad
requerida principalmente en extractos acidos. La sensibilidad y la resolucion se
reducen en los tejidos sdlidos. La metabolémica basada en MS proporciona un
método muy sensible de recopilar la informacion de un perfil metabdlico,
especialmente en los liquidos corporales. Por ejemplo, se han realizado andlisis
metabolomicos basados en el plasma después de una isquemia miocardica,
pruebas de esfuerzo y 54lutatides prediabéticos (48). Con esto se prevee que los

MS seran la tecnologia clave en la metaboldémica para hacer avanzar nuestro
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conocimiento de distintas patologias multifactoriales y aportar nuevos
biomarcadores candidatos (48). En la siguiente tabla se muestra las principales

diferencias entre la H-NMR y MS (58).

Tabla 1. Comparativa de la Resonancia Magnética Nuclear de proton (H-NMR) y la

Espectroscopia de Masas (MS) (Modificacion) (58)

H-RMN MS
SENSIBILIDAD MENOR (nanomolar) MAYOR (picomolar)
REPRODUCIBILIDAD ELEVADA MODERADA
DEGRADACION DE LA MUESTRA NO S|
ACCESIBILIDAD A LA TECNOLOGIA MUY DIFICIL DIFiCIL
IDENTIFICACION DE METABOLITOS BIEN CATEGORIZADA COMPLEJA

1.3.3. Analisis e interpretacion de los resultados metabolémicos

Una vez desarrolladas las técnicas que se utilizan en los estudios de
metaboldmica es necesario identificar los pasos que se deben seguir para el
desarrollo de un estudio metabolémico. De manera muy resumida, estos son los
pasos a seguir:

1. Eleccién de la muestra, extraccion y tratamiento previo si la técnica
metaboldmica de eleccion lo requiere.
En nuestro estudio, para la realizacién de la técnica experimental, se afiaden

50ul tampdn KHZPO4([TSP]=O,787mM en DZO) a 450 ul de orina en un tubo de 5

mm para H-NMR.

2. Introduccion en el analizador, procesamiento de la muestra y obtencién de los
resultados en bruto.
En nuestro estudio, la medicidn se realiza a 372C. A todas las muestras se les
aplica un unico pulso de presaturacion. Los espectros de H-NMR obtenidos se
registran utilizando el espectrémetro Bruker Avance DRX 600 (BrukerGmbH,
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Rheinstetten, Germany). Se utiliza como referencia en el espectro un doblete
de hipurato a 7.83 ppm. La region de desplazamiento quimico empleada para el
proyecto, incluye un espectro de frecuencias con resonancias entre 0.50 vy
4.20ppm.

3. Procesamiento de los resultados y comparacién de los patrones de metabolitos
con bases de datos oficiales.

El drea del pico que corresponde a la sefial de cada metabolito puede calcularse
mediante la comparacion con el patréon de referencia interno para obtener
valores cuantitativos. Las sefiales que pertenecen a las regiones seleccionadas
(posibles metabolitos) se cuantifican utilizando la integracion y el ensamblaje
de los picos mediante un programa propio semiautomatico, el MATLAB 6,5
(TheMathWorks Inc., Natick, Massachusetts).

Pueden examinarse al mismo tiempo muchas clases de moléculas en las
muestras extraidas, sin partir de supuestos previos respecto a los tipos de
moléculas, lo que hace que la H-NMR sea un método excelente para abordar
los andlisis no dirigidos (48,50).

4. Estudio estadistico, que dependerd de los resultados que se quieran comparar.
En nuestro estudio se realiza un analisis univariante (prueba post hoc) que
permite visualizar las diferencias importantes entre grupos de datos,
reduciendo los datos multidimensionales a dos o tres variables. Ademas, las
diferencias entre los grupos de pacientes se pueden caracterizar por un grupo
de relaciones de metabolitos en lugar de un solo metabolito.

El andlisis estadistico multivariante, en la forma de andlisis de componentes
principales (PCA), y el andlisis discriminante parcial de minimos cuadrados (PLS-
DA) son herramientas comunes que se utilizan para este propdsito (58).

Ademas, también se pueden clasificar grupos representando los metabolitos

como VIP SCORES o como BOX PLOTs.

Las técnicas metaboldmicas nos permiten medir tantos metabolitos como
sea posible y, a través de esto, categorizar las muestras como parte de una huella
metabdlica o identificar estos metabolitos como parte de un perfil metabdlico y asi

determinar los biomarcadores como parte de una enfermedad o como parte de la
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respuesta / toxicidad a un tratamiento. Estas herramientas permiten un andlisis de
datos que proporciona correlaciones a través del metabolismo, demostrando la
alta interconectividad de muchas vias metabdlicas (56).

El estudio de la metaboldmica requiere incluir analisis de datos
multivariantes, documentando de forma exhaustiva los distintos procesos de
obtencion, tanto de las muestras como de los resultados, para poder
correlacionarlos a posteriori con otros estudios realizados en la misma area.

Esta es la principal limitacidn que tienen los estudios metaboldmicos, mas
gue el hecho de estar estudiando una de las “disciplin-dmicas” que se encuentra

cronolégicamente a la cola de sus predecesoras.

1.4. Metabolémica enla DM2
1.4.1. Marcadores metabolémicos de desarrollo de DM2

El reciente empleo de “Omicas” (metaboldmica, transcriptémica,
protedmica...) permite un enfoque clinicamente relevante que puede proporcionar
interpretaciones muy acertadas sobre las sefiales bioldgicas relacionadas con la
diabetes, ya que la posibilidad de analizar una gran cantidad de moléculas
simultaneamente ha dado a las “Omicas” la capacidad de generar enormes
cantidades de datos que pueden ofrecer una magnifica “ventana a la enfermedad”
(26). De las ventajas que la metabolémica ofrece como metodologia, derivan
diversos trabajos realizados tanto de forma conjunta como individualmente (63-
66).

Es conocido que la alteracion en la composicidon y concentracidon de ciertos
perfiles de aminoacidos y acidos grasos esta involucrada en la Rl y en las fases
iniciales de la DM2. La metaboldomica permite acceder a la elaboracion y
perfeccionamiento de estos perfiles y, aunque hasta ahora su uso no ha conseguido
una mejora sustancial en la evaluacion del riesgo de padecer dicha alteracidn, si
nos permite progresar en el conocimiento del mismo vy realizar nuevos enfoques
que puedan llevarnos hasta nuevos y efectivos biomarcadores de riesgo (67).

En esta linea de trabajos, se han relacionado distintas rutas metabdlicas que

pronostican el desarrollo de la enfermedad, como son las rutas implicadas en el
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estrés oxidativo, regulacion de lipidos o inflamacion. Se ha demostrado que la
disminucion de antioxidantes en suero, como glutation, vitamina C o vitamina E,
entre otros, esta presente en pacientes con DM2. En cuanto a los marcadores
lipidicos se ha demostrado que cuando la adiponectina, proteina reguladora del
metabolismo de glucosa y lipidos y potenciadora de la accidn de la insulina a nivel
hepatico, aumenta sus niveles en suero, se relaciona con una disminucion de la
incidencia de DM2. Por otra parte, la diminucidn de los niveles séricos de
adiponectina se relaciona con aumento de obesidad. Por ultimo, en cuanto a
marcadores inflamatorios, se ha observado que niveles elevados de IL-18, en suero,
estan relacionados con un aumento en el riesgo de padecer DM2,
independientemente del estado preinflamatorio general (54).

En un estudio metabolémico realizado por Fiehn et al. en el que se
analizaron diferentes perfiles metabodlicos en mujeres obesas de raza negra, con y
sin DM2, se observd un aumento de acilcarnitinas en plasma en las diabéticas
respecto de las no diabéticas, siendo estas acilcarnitinas productos de un
catabolismo oxidativo incompleto de acidos grasos de cadena larga (AGCL). Por
este motivo se piensa que la Rl puede estar acompanada por un mayor desajuste
entre la liberacion de AGCL por el musculo y la capacidad oxidativa de los tejidos, lo
que produce la acumulacion de subproductos del catabolismo oxidativo incompleto
de AGCL(68).

En el estudio realizado por Gall et al. se utilizd un enfoque metabolémico no
dirigido para identificar los metabolitos plasmaticos asociados con el desarrollo de
Rl y/o intolerancia a la glucosa. Los dos metabolitos mejor clasificados fueron un
acido organico, el a-hidroxibutirato (a-HB) y un lipido, el 1-linoleoil-
glicerofosfocolina (L-GPC) (69). El grupo de Ferrannini et al. propusieron los niveles
de a-HB y L-GPC, en ayunas, como nuevos biomarcadores para ayudar a predecir la
disglucemia y la DM2 (70).

Por otro lado, el grupo de investigacion de Suhre et al. pusieron de
manifiesto que ninguna técnica analitica individual puede cubrir todo el espectro
del metaboloma humano e investigaron qué tipo de resultados se podian obtener
en el campo de la investigacion de la diabetes al combinar los datos metabolémicos

recopilados en un conjunto de plataformas analiticas complementarias en el marco

58



1. INTRODUCCION

de un estudio epidemioldgico (71). En el estudio participaron 40 pacientes con
DM2 y 60 controles sanos donde se obtuvieron alrededor de 420 moléculas a partir
de muestras de sangre en ayunas. Las observaciones clave incluyen las alteraciones
de las vias metabdlicas relacionadas con la disfuncion renal (3-indoxisulfato), el
metabolismo de los lipidos (glicerofosfolipidos, dcidos grasos libres) y la interaccion
con la microflora intestinal (acidos biliares). Los biomarcadores conocidos de la
diabetes se pueden identificar con este enfoque de plataforma metabolémica
multiple, incluidos los metabolitos del azicar (1,5-anhidroglucitol), los cuerpos
cetonicos (3-hidroxibutirato) y los aminoacidos de cadena ramificada (figura 25). El
estudio sugiere que los marcadores metabdlicos tienen el potencial de detectar

complicaciones relacionadas con la diabetes que ya se encuentran en condiciones
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subclinicas en la poblacién general y describe el potencial prometedor de la
metaboldmica en la investigacion de la diabetes mediante la identificacion de una
serie de metabolitosafectados, tanto conocidos como novedosos, que se asocian a

esta patologia (71).
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Figura 25: Principales marcadores metaboldmicos y vias metabdlicas implicadas en
poblacién diabética europea respecto de poblacién no diabética. (AAR: Amino

acidos de cadena ramificada) (71).

Estos perfiles metabdlicos no dirigidos representan una nueva herramienta
qgue permite el estudio exhaustivo del metabolismo y de las redes metabdlicas para
obtener informacién sobre el fenotipo e identificar nuevos biomarcadores y vias
patofisioldgicas (72).

En dos estudios acerca de la prediccién de desarrollar DM2 realizados por
los grupos de Wang et al. (73) y McKillop et al. (54), se demues |NTESTINOS
tiene el metabolismo de los aminoacidos al principio de la patc ACIDOS BILIARES
sugiere que ciertos perfiles de aminoacidos, como es el caso de isoleucina, leucina,
valina, tirosina y fenilalanina, se relacionan con el riesgo de desarrollar la
enfermedad (54,73). Hallazgo confirmado por multiples estudios posteriores que
relacionan niveles elevados de amino acidos ramificados (AAR) y aromaticos (AAAr)
con individuos que presentan RI, obesidad y DM2, ademas de estar relacionados
con la prediccidn de la progresién de la DM2 (72). Son multiples los estudios que
relacionan los niveles elevados de AAR y AAAr con individuos que presentan
resistencia a la insulina, obesidad y DM2, ademas de estar relacionados con la
prediccién de la progresion de la DM2 (54,72-75). Los AAR, particularmente la
leucina, juegan un papel esencial en la secrecidn y accion hormonal, asi como en la
sefalizacion intracelular. La leucina estd involucrada en la captacion aislada de
glucosa en musculo, en la sintesis de glucégeno a través de la inactivaciéon de la
glucégeno sintasa quinasa-3 (GSK-3) y en el efecto de secrecién de insulina en el
pancreas (75).

Borros et al. (76) y Guash-Ferré et al. (77) realizaron sendas revisiones
sistematicas para identificar los posibles metabolitos que permitan relacionar DM1
y/o DM2, asi como prediabetes y la DM2 respectivamente. En sendos estudios se
describen distintos compuestos bioquimicos agrupados dentro de aminoacidos,

acidos organicos, acidos grasos, lipidos, hidratos de carbono y cuerpos cetdnicos,
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los cuales ofrecen una visidon de cdmo se comportan los distintos metabolitos

dentro de la patologia diabética (76,77). En la tabla 2 se agrupan los distintos

metabolitos, a los que hacen referencia las revisiones y los estudios mencionados a

lo largo de las distintas etapas del continuo disglucémico actual.

Tabla 2. Metabolitos relacionados con DM2, prediabetes y DM1.

METABOLITOS PREDIABETES DM2 DM1
4 Aa aromaticos (tirosinay 4 Aa aromaticos (tirosinay 4 Aa aromaticos (tirosinay
fenilalanina) 4(73)77) fenilalanina)54(73)77) fenilalanina)7®
4 Aa de cadena ramificada 4 Aa de cadena ramificada 4 Aa de cadena ramificada
(leucina, isoleucina y (leucina, isoleucina y (leucina, isoleucina 'y
valina)®54(73)(77) valina)>4173)((76)(77) valina)(6)
AMINOACID !
atio glutamato
OACIDOS IR | /
glutamina(76)(77)
JGlicinal™
rginina, citrulinay rginina, citrulinay
M Arginina, citruli M Arginina, citruli
ornitina(””) ornitinal7617?)
- - PAc. dodecanoico!”®, ac. 1 Ac. palmitico, ac. estearico
. Ac. palmitico, ac. est - P ) ac.
ACIDOS GRASOS TAc 5aa::nlr;ci:::'s:izot(e7s7)earlco palmitico, ac. Estearico, ac. y ac. miristico(7®)
' miristico(7”)
sfingomielinay
MEsfi ieli
glicerofosfolipidos(”®)
J Esfingomielina y GEsfi -
Lo Esfingomielina y
' 4 -linoleiol- glicerofosfolipidos””) ) .
LIPIDOS glicerofosfocolinal®9im glicerofosfolipidos(”®)
/M Fosfatidilcolinal”)
-linoleiol-
/M 1-linoleiol
glicerofosfocolina(®®(70)
JAlquilfosfatidilcolinal’”
4\B-OH-butirato, 3-OH- 4\ B-OH-butirato, 3-OH-
CUERPOS CETONICOS butirato’® y a-OH- butirato’ y a-OH-
butirato(62(70) butirato(69)(70)
; i+01(76)
ALCOHOLES 31,5 anhl((iﬁc))gluatol

HIDRATOS DE CARBONO

M Glucosa, dihexosa, manosa,
arabinosa y fructosa(””)

1 Glucosa, dihexosa, manosa,
arabinosa y fructosa(7é/7?)

ACIDOS ORGANICOS y
ACILCARNITINAS

AAcilcarnitinas (€2)177)

M Acilcarnitinas (€2,3,C6,C8
y C10)77

P Ac. Acético, dimetil ester y
ac. maleico(™

MAc. Acético, dimetil ester y
ac. maleico!78)77)

J Propionilcarnitina”)
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En la figura 26 se pueden observar las relaciones de los metabolitos
plasmaticos citados en los estudios y revisiones anteriores con respecto al
desarrollo, la progresion y el riesgo de desarrollar prediabetes y DM2. Se pueden
englobar a los metabolitos a-hidroxibutirato, R-hidroxibutirato y L-GPC como
posibles predictores de prediabetes, apareciendo antes de que se dé la Rl y TAG
(69,70). El estado disglucémico de prediabetes ya presenta niveles elevados de AAR
y AAAr (54,73) y de la relacidon glutamato/glutamina (Glu/GlIn) (76,77). Previa a la
instauracién del estado disglucémido de DM2, también aumentan los niveles de
AAR, AAAr y B-hidroxibutirato y la relacion Glu/GIn (54,73,76,77), donde ademas se
ha observado una relacién entre el aumento de AAR, AAAr y la Rl (72). Una vez

instauraa la DM2, se produce un mayor aumento de los metabolitos descritos.

N a-OH- BUTIRATO
NB-OH- BUTIRATO [ TL-GPC ]
PREDIABETES RI TAG

$ 4 i
N AAAr dly MAAR NGLU/GLN }I@

N RIESGO Y
PROGRESION DM2

DM2
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Figura 26: Metabolitos implicados en el desarrollo, la progresidn y el riesgo de la DM2.

1.4.2. Marcadores metabolomicos de desarrollo de complicaciones diabéticas
En patologias como la DM2, la enfermedad renal crénica (ERC) o la
enfermedad cardiovascular (ECV), con un complejo conjunto de interacciones entre
factores ambientales y genética, y en las que se observan multiples cambios en los
perfiles bioquimicos del organismo, esta metodologia nos da la posibilidad de
encontrar potenciales marcadores para el diagnostico y la eleccion de sus terapias

(54,78).

1.4.2.1. Complicaciones macrovasculares

Segun la American Diabetes Association (ADA), la DM2 se define como una
ECV de origen metabdlico, debido a que las estadisticas indican que en occidente
mas del 80% de los pacientes con DM la mortalidad y la morbilidad es de tipo CV,
mientras que menos del 1% de los pacientes diabéticos muere por trastornos
derivados del descontrol metabdlico (79).

En un estudio transversal y descriptivo realizado por el grupo de Ramos et
al. con 1005 pacientes con DM2, se observd que el 10,7% del total de los casos
afectados (108 pacientes) presentaron cardiopatia isquémica, ademds se asocio
significativamente la DM2 con el desarrollo de cardiopatia isquémica y con distintas
patologias como HTA, edad > 55 afios en mujeres y edad > 45 afios en hombres,
hipertrigliceridemia, hipercolesterolemia y SM (80).

Una de las principales carencias de evidencia en el manejo de la DM
consiste en la estratificacion del riesgo CV. Las herramientas de calculo de riesgo
disponibles para poblacion diabética siguen siendo deficientes en su capacidad
predictora, que podria mejorar con la incorporacion de biomarcadores
metaboldmicos. Por lo tanto, el hallazgo de nuevos biomarcadores es un desafio
importante en esta area (26).

Liu et al. compararon muestras de plasma de 15 controles sanos, 13
pacientes con enfermedad coronaria (EC), 15 pacientes con DM2 sin EC y 28

pacientes con DM2 con EC. Se identificaron entre 11 y 12 metabolitos
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representativos de EC y DM2 respectivamente, mediante el analisis de perfiles
plasmaticos metaboldémicos basados en H-NMR, que incluian principalmente
alanina, arginina, prolina, glutamina, creatinina y acetato. A partir de estos

resultados los autores construyeron un modelo para detectar DM2-EC con una
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sensibilidad del 92,9%, una especificidad del 93,3% y una precisién del 93,2%,
validando la solidez del perfil metabolémico plasmatico hallado como predictor de
EC en poblacién diabética. En la figura 27 podemos observar las distintas rutas
metabdlicas implicadas en el estudio de Liu et al. con los distintos metabolitos
afectados (66).

Figura 27: Diagrama de las rutas metabdlicas que se han visto alteradas y que han

sido detectadas por el andlisis de H-NMR en poblacién diabética que han
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desarrollado EC. Se muestra la relacion existente entre los metabolitos de las rutas
metabdlicas identificadas. (DHAP: Dihidroxiacetona fosfato; IDL: Lipoproteina de
densidad intermedia; LDL: Lipoproteina de baja densidad; VDLD: Lipoproteinas de
muy baja densidad). (Modificacién) (81).

1.4.2.2. Complicaciones microvasculares

La afectacién microvascular mas caracteristicas de la DM es la insuficiencia
renal (IR), la cual se detecta inicialmente mediante la tasa de excrecion de
albumina en orina. La IR es uno de los sintomas de dafio crénico microvascular en
la DM, ademds de producir un incremento en la tasa de mortalidad (13,68). Es una
de las peores complicaciones que afecta aproximadamente a un tercio de los
pacientes con DM. No existe tratamiento una vez diagnosticada, pero si se actia en
estadios subclinicos se puede prevenir o, al menos, ralentizar la progresion (82).

El grupo de investigacion de Van der Kloet et al. hipotetiza que ligeros
cambios en el metaboloma urinario de pacientes con DM precede al aumento
clinicamente significativo de la tasa de excrecidn de albumina en orina. El estudio
evalla la progresidon de pacientes con patologia renal de causa diabética
observando que los pacientes que evolucionan de normoalbuminuria a
microalbuminuria respecto de aquellos que se mantienen normoalbuminuricos
presentan elevaciones de acilcarnitinas, valina, cistina y acido hidroxiglutarico; y
descensos de 4dacido hipurico, acido glicélico, D-acido glutamico y acido 3-
hidroxifenilacético, permitiendo la distincion entre ambos grupos con una exactitud
de un 75% y una precisién de un 73% (82).

En otro estudio el grupo de Rhee et al. realizaron perfiles metabolémicos en
plasma de 200 pacientes (estudio anidado de casos y controles) para evaluar la
progresion de ERC. Los resultados centraron el interés en los aminoacidos arginina,
metionina y treonina como potenciales indicadores de la funcion metabdlica renal
y como marcadores de prondstico renal, encontrandose disminuidos en el grupo de
casos con respecto al grupo de control (83).

Esto pone de manifiesto que otras patologias derivadas de las

complicaciones de la DM2, como es la ERC, también pueden beneficiarse en
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multiples aspectos de las plataformas metodoldgicas descritas (82,84) y asi obtener

diferentes enfoques terapéuticos y/o farmacoldgicos (46,85).

En la tabla 3 se agrupan los distintos metabolitos, a los que hacen referencia

las revisiones y los estudios mencionados en las complicaciones macrovasculares y

microvasculares.

Tabla 3. Metabolitos relacionados con el desarrollo de complicaciones diabéticas

macrovasculares y microvasculares (P: Plasma; O: Orina).

; COMPLICACION COMPLICACION
GRUPO METABOLICO
MACROVASCULAR MICROVASCULAR
' Arginina, Metionina,
Treonina (P) (83) y Ac. D-
J  Alanina, Arginina,

AMINOACIDOS

Prolina y Glutamina (P)

(66)

glutamico (O) (82)

N Valina y Cistina (O)
(82)

ACIDOS ORGANICOS

{ Ac. hipurico (0) (82)
N Acilcarnitina y Ac. D-
OH-glutérico (0) (82)

ORGANONITROGENADOS

{ Creatinina (P) (66)

CUERPOS CETONICOS

J Acetato (P) (66)

J  B-OH-fenilacético vy
Ac. glicosico (O) (82)

Existe una gran variabilidad interindividual en la respuesta glucémica a los

distintos antidiabéticos (64). Se piensa que la respuesta variable al tratamiento

1.4.3. Marcadores metabolomicos de respuesta a farmacos antidiabéticos

para la DM2 es debida, parcialmente, al resultado de variaciones genéticas que

afectan el metabolismo del medicamento. En algunos casos las variaciones
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genéticas pueden resultar en una mayor eficacia al tratamiento, como los pacientes
gue tienen variantes en el gen que codifica el citocromo P450-2C9 y que tienen un
aclaramiento de sulfonilureas disminuido, o como los portadores de ciertas
variantes del receptor PPAR-y, que muestran mayores disminuciones en los niveles
de glucosa en sangre y HbAlc en respuesta a la toma de rosiglitazona y pioglitazona
gue los no portadores (21).

Van Doorn et al. analizaron los patrones metaboldmicos diferenciales entre
diabéticos y no diabéticos en relacidn a la respuesta a la toma del inhibidor del
receptor PPAR-y rosiglitazona. Se obtuvieron muestras de orina y plasma de los
participantes. Respecto de los no diabéticos, el tratamiento con rosiglitazona en el
grupo con DM2 condujo a una répida reduccidén relativa de los hipuratos urinarios y
los aminoacidos aromaticos, a un aumento de los aminoacidos de cadena
ramificada en plasma, asi como alanina, glutamina y glutamato. Los analisis basales
exploratorios mostraron que los metabolitos de la orina y del plasma discriminaban
entre los géneros y el estado de la enfermedad (86).

El grupo de den Ouden et al. analizaron la respuesta al tratamiento con
metformina y/o sulfonilurea de diabéticos a los cinco afios del diagndstico de su
DM2 observando que la disminuciéon de HbAlc se asociaba a un aumento
significativo de metabolitos en el grupo en tratamiento con metformina y en el
grupo de terapia combinada (metformina + sulfonilurea). Algunos de estos
metabolitos estdn implicados en el metabolismo hepatico, como el acido 2-OH-
butanoico (implicado en la resistencia a la insulina), el acido 3-OH-butanoico
(implicados sendos también en estrés oxidativo), 2-OH-piperidina y 4-oxoprolina,
los cuales se vieron mas aumentados cuanto mayor fue la disminucion de la HbAlc
en el grupo de terapia combinada (64).

Siguiendo esta misma linea Dong et al. analizaron los cambios
metabolomicos en orina que acontecian en ratas “Zucker diabetic fatty (ZDF)”
(ratas que desarrollan hiperglicemia, hiperinsulinemia e hipertrigliceridemia) en
respuesta al tratamiento con metformina y/o glimepirida. El andlisis metabolémico
de las ratas ZDF revelé respecto de las ratas control no diabéticas elevaciones en
los niveles de glioxilato, dicarboxilato, pentosas fosfato, interconversiones del

glucuronato y los esfingolipidos, viéndose implicados 29 metabolitos enddgenos.
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Tras el tratamiento con estos antidiabéticos orales, observaron que seis
metabolitos disminuian significativamente, alcanzando niveles de nomalidad y que
dos de ellos (acido citrico y esfinganina) podian utilizarse como indicadores de
respuesta glucémica (87). El acido citrico juega un importante papel en el ciclo de
Krebs y en el metabolismo glucidico, mientras que la esfinganina bloquea el
transporte de colesterol post-lisosomal e inhibe la esterificacion del colesterol
inducida por las LDL. Estos resultados demuestran que el tratamiento con
metformina y/o glimepirida podrian revertir y posiblemente regular las rutas
metabdlicas del metabolismo del glioxilato y del dicarboxilato, el metabolismo de

los esfingolipidos y el ciclo de Krebs o ciclo (figura 28) (87).
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Figura 28: Vision sistematica de las rutas metabdlicas asociadas al tratamiento de
metformina y/o glimepirida en ratas Zucker diabetic fatty (ZDF). Los metabolitos en
rojo representan los metabolitos alterados con respecto al grupo control. En
naranja, amarillo, verde y azul se indican las vias metabdlicas implicadas (ATC:

Acidos tricarboxilicos) (87).
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Estos estudios confirman la idea de que la metaboldmica puede ser utilizada
como herramienta para identificar potenciales biomarcadores predictores de la

respuesta a tratamientos antidiabéticos (64,87).

También existen trabajos que relacionan la metabolémica con la terapia
utilizada en patologia CV, evaluando el efecto metabdlico que producen algunos
farmacos antihipertensivos (beta-bloqueantes y diuréticos) e hipolipemiantes, lo
cual nos permite comprender de manera mas exhaustiva como actuan dichos
tratamientos en nuestro metabolismo y deducir que implicaciones conllevan (88).

Trupp et al. observaron, en relacion con la toma de simvastatina, un
aumento de los niveles de metabolitos como cistina, ornitina, citrulina y lisina, los
cuales se relacionan con una disminucion de los niveles de LDL en el grupo de
respondedores totales al tratamiento. Los metabolitos que mejor separaban los
grupos de respuesta pretratamiento y podian predecir la respuesta de LDL fueron
xantina, acido 2-hidroxivalérico, acido succinico y &cido estearico. Dichos
metabolitos se encontraban disminuidos en el grupo con mejor respuesta al
tratamiento. En conjunto, los hallazgos de este estudio indican que los grupos de
metabolitos involucrados en multiples vias que no estan directamente relacionadas
con el metabolismo del colesterol pueden desempefiar un papel en la modulacion
de la respuesta al tratamiento con simvastatina a la vez que podrian utilizarse
como predictores de respuesta a la toma de este hipolipemiante (85).

En otro estudio, Pena et al., descubrieron una serie de metabolitos séricos
capaces de mejorar la prediccion de la respuesta de la excrecion urinaria de
albumina en pacientes con DM con micro y macroalbuminuria, en respuesta a un
blogueador del receptor de angiotensina (ARB). Identificaron como predictores de
respuesta los metabolitos dimetilarginina asimétrica (ADMA), asparagina,
glutamina, citrulina, fosfatidilcolinas (C36:0 y C42:2), lysofosfatidilcolinas (C16:0 y
C16:1) vy triptéfano. Los metabolitos incluidos en el estudio se relacionan con los
mecanismos moleculares generales de estrés oxidativo, de inflamacién y de las vias

implicadas en la fibrosis. Especialmente la actividad del éxido nitrico sintasa 3
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(NOS3) parece ser un factor relevante en la predicién de la dismunicién de la

albuminuria en respuesta a ARB (52).

Tabla 4. Marcadores metaboldémicos de respuesta a farmacos antidiabéticos (P:

GRUPOI FARMACO GRUPOS MEDIDOR | MARCADORES METABOLOMICOS
FARMACOLOGICO COMPARADOS | EFICACIA DE RESPUESTA FAVORABLE
Metformina MAc. 2-OH-butanoico (P)
+ e “MAc. 3-OH-butanoico (P)
Sulfonilurea DL e ARl N2-OH-piperidina (P)
(64) M -oxoprolina (P)
NGlioxilato (O)
Metformina “MDicarboxilato (O)
. . “MPentosas fosfato (O)
’ * Glimepirida Ratas ZDF A Esfingolipidos (O)
ANTIDIABETICOS (87) LAc. citrico (0)
J Esfinganina (O)
M Aminoacidos ramificados (P)
M Alanina (P)
Rosglitazona Diabéticos vs no M Glutamina (P)
(86) Diabéticos 1 Glutamato (P)
J Aminoacidos aromaticos (O)
J Hipurato (O)
Postto (P) Pretto (P)
Simvastatina MEEE AT
HIPOLIPEMIANTES LDLc elevada LDLc MOrnitina J Ac. 2-OH-valérico
(85) T .
M Citrulina J Ac. succinico
“MLisina JAc. estedrico
Dimetilarginina asimétrica (ADMA) (S)
Asparagina (S)
b Excrecién GIutaImin(aS)(S)
ARAII Diabéticos con . Citrulina
LA R (52) microalbumindria uarlllgf’:;;?n(jae Fosfatidilcolinas (C36:0 y C42:2) (S)

Lysofosfatidilcolinas (C16:0 y C16:1)

(S)
Triptéfano (S)

Plasma; O: Orina; S: Suero).
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2. PERTINENCIA'Y TRASCENDENCIA DEL PROYECTO ACTUAL

Ya hemos comentado la trascendencia que en nuestra sociedad tiene la
DM2, tanto por su elevada prevalencia como por su repercusién e impacto, al ser el
motor del desarrollo de complicaciones crénicas tanto micro como
macrovasculares. Recordemos como la principal causa de ceguera sigue siendo la
DM, ademas de ser también la primera causa que lleva a un paciente a un programa
de didlisis. Si anadimos las complicaciones derivadas de las frecuentes
amputaciones y que la enfermedad aterosclerosa sigue siendo la principal causa de
mortalidad en nuestro medio, es facil entender el impacto funcional y de consumo
de recursos que supone. Si bien es cierto que la incidencia de este capitulo esta
descendiendo en las ultimas décadas, probablemente como consecuencia de un
abordaje temprano del conjunto de todos los factores de riesgo vascular a los que
se asocia la DM, a pesar de ello la incidencia de las enfermedades cardiovasculares

en diabéticos practicamente dobla a la registrada en la poblacién no diabética (89).

Teniendo en cuenta las previsiones de incremento significativo del nimero
de diabéticos en nuestro pais y a nivel mundial es facil entender la trascendencia de
todo esfuerzo destinado a un mejor entendimiento de la diabetes y de su

abordaje(4).

Dentro de las estrategias de mejora en la evolucion de la diabetes sin duda
es crucial un tratamiento temprano, lo cual pasa por una deteccion en la fase donde
no se ha desarrollado plenamente. La diabetes se caracteriza por una enorme
variabilidad fenotipica a lo largo de un continuo disglucémico que en la mayor parte
del tiempo de evolucién es asintomatico; pero el hecho de que se trate de un
proceso evolutivo en el tiempo posibilita una intervencion temprana, sin embargo,
ello se ve entorpecido por la ausencia de manifestaciones clinicas en las fases
iniciales de resistencia insulinica y prediabetes. La heterogeneidad, asi como pobre
expresion clinica en las fases de prediabetes, podria soslayarse en el caso de

obtener un mejor fenotipado de estas fases.

Las disciplinas -Omicas, y entre ellas la metabolédmica, muy probablemente
nos sirvan para desarrollar nuevas estrategias de diagndstico temprano e incluso

para disefiar nuevas moléculas con fines farmacoldgicos, al desentrafiar nuevos
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mecanismos patofisioldgicos que intervienen evolutivamente a lo largo del continuo
disglucémico. También es posible que en un futuro préoximo podamos utilizar esta
metodologia para mejorar la predicibilidad del desarrollo de complicaciones
cronicas e intervenir de forma mas eficiente y temprana, si no evitandolas, al menos
si retrasandolas a través de un abordaje terapéutico ajustado de forma

individualizada.

Respecto de otras ciencias -émicas (como la genédmica o la protedmica) una
de las principales ventajas de la metaboldmica es el hecho de su mayor “cercania”
al fenotipo final del proceso estudiado. Cabe resaltar, también la facilidad de
obtencion del material bioldgico necesario, que en el caso del actual estudio es una

simple muestra de orina.
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®* Hipdtesis 1

HO: No hay diferencias en el perfil metaboldmico de individuos con diabetes

mellitus 2 respecto de pacientes no diabéticos.

H1: Si hay diferencias en el perfil metaboldmico de individuos con diabetes mellitus

2 respecto de pacientes no diabéticos.

® Hipdtesis 2

HO: No hay diferencias en el perfil metabolémico de individuos con prediabetes

respecto de pacientes no diabéticos.

H1: Si hay diferencias en el perfil metabolémico de individuos con prediabetes

respecto de pacientes no diabéticos.

® Hipdtesis 3

HO: No hay diferencias en el perfil metabolémico de individuos con prediabetes

respecto de pacientes diabéticos.

H1: Si hay diferencias en el perfil metabolémico de individuos con prediabetes

respecto de pacientes diabéticos.

® Hipdtesis 4

HO: No hay un perfil metabolémico evolutivo a lo largo del continuo disglucémico.

H1: Si hay un perfil metabolémico evolutivo a lo largo del continuo disglucémico.
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4.1.

4.2.

4. OBJETIVOS

Objetivo principal

Caracterizaciéon metaboldmica de individuos con DM?2.

Objetivos secundarios

Caracterizaciéon metabolémica de individuos con prediabetes.
Caracterizaciéon metabolémica del continuo disglucémico.

Identificacion de las principales vias metabdlicas implicadas en la DM2.
Identificacion de las principales vias metabdlicas implicadas en Ia
prediabetes.

Identificacion de las principales vias metabdlicas implicadas en el continuo

disglucémico.
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5.1.

5.2.

5. MATERIALY METODOS

Tipo de estudio

Estudio descriptivo transversal de no intervencion

Poblacion de estudio

El reclutamiento ha sido realizado entre los pacientes atendidos en la
consulta de Medicina Interna y aquellos detectados por el Servicio de Analisis
Clinicos del Departamento de Salud de Alcoy, en el interior de la provincia de
Alicante. Las valoraciones clinicas como estudios antropométricos y en su caso
ajustes terapéuticos han sido realizados en la consulta externa de Medicina Interna
y siempre segln practica clinica habitual.

Se han distinguido tres grupos categdricos a lo largo del continuo
disglucémico: pacientes normoglucémicos (nG), pacientes prediabéticos (pDm) vy
pacientes diabéticos (DM). Compusieron el grupo Dm aquellos con DM2 vya
conocida y seguida al menos en el afio previo en su centro de salud. Los grupos
pDm y nG se obtuvieron de entre los pacientes sometidos por causas diferentes a
una sobrecarga oral con 75 g de glucosa en los dos meses previos a la inclusion.
Estos pacientes se identificaron a partir de los registros del Servicio de Analisis
Clinicos del Departamento de Alcoy y voluntarios sanos sin diabetes conocida. Se
clasificaron como pDm o nG segun criterios de la American Diabetes Association

(90) y aparecen expresados en la tabla 5.

Tabla 5. Criterios diagnosticos categoricos de DM y prediabetes tras TTOG 75 segun

criterios ADA (American Diabetes Association) (90).

PREDIABETES (TAG) DIABETES

Valores entre 140 mg/dL
Valores 2200 mg/dL (11.1
2h post 75gr 85lutati oral | (7.8 mmol/L) y 199 mg/dL
mmol/L)
(11.0 mmol/L)

TTOG: Test de tolerancia oral a la glucosa
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5.2.1. Criterios de inclusion

* Mayores de 18 afios.
* Diabéticos con al menos un afo de seguimiento en Atencién Primaria o
pacientes con test de sobrecarga oral con 75 g de glucosa.

* Firma del Consentimiento Informado.

5.2.2. Criterios de exclusion

5.3.

* Menores de 18 afios.
e Diabéticos con menos de un afio de seguimiento previo en Atencidén Primaria.
¢ Negativa a la firma del Consentimiento Informado.

¢ Deseo expreso del paciente de retirada del estudio.

Procedimientos

Tras contacto telefénico, los participantes fueron citados en el Servicio de
Analisis Clinicos para comprobar que los potenciales participantes cumplian todos
los criterios de inclusion y ninguno de los de exclusion, proceder a lectura de la
Hoja de Informacién al paciente y firma del Consentimiento Informado (ANEXO 1),
extraccion analitica convencional, realizacion de TTOG en voluntarios no diabéticos
en los que no se habia hecho previamente y recogida de muestra de orina para
estudio bioquimico convencional y metabolémico.

Ese mismo dia los participantes eran valorados en la Consulta Externa de la
Unidad de Hipertension Arterial y Riesgo Cardiometabdlico del Servicio de
Medicina Interna del Hospital Virgen de los Lirios de Alcoy, donde se procedio a
realizar la valoracion clinica, las distintas pruebas antropométricas, medicion
protocolizada de la presion arterial con sistema automatico braquial y triple toma,
realizaciéon del Indice Tobillo Brazo (ITB), realizacién de electrocardiograma,
colocacién de grabadora MAPA (Monitorizacion ambulatoria de la presién arterial)
asi como la solicitud de estudio Doppler arterial de troncos supraadrticos por el

Servicio de Neurologia. Todos estos datos se reunieron en un cuaderno de recogida
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de datos (ANEXO 2) para posterior volcado a una base electrénica anonimizada y

con acceso acotado a sélo el personal investigador.

BUSQUEDA DE
PACIENTES
PREDM2 Y NO DM2

*REVISION
TTOG 75
*CONTACTO
VIA
TELEFONICA
O PERSONAL

BUSQUEDA DE
PACIENTES DM?2

CRONOGRAMA

RECOGIDA DE
DATOS

*«ANAMNESIS
«ANTROPOMETRIA

*ANALISIS + ORINA
METABOLOMICA

*|TB
*MAPA
*EKG

RECOGIDA DE
DATOS

VALORACION
CLINICA

24 H DESPUES
RECOGIDA DE
DATOS

*RESULTADOS
MAPA

*¢RESULTADOS
ANALITICOS

*HISTORIADOS Y
SEGUIDOS
DURANTE UN
ANO PREVIO AL
INICIO DEL
ESTUDIO

*HISTORIA
CLINICA DEL
DEL PACIENTE

*«MUESTRA
ORINA
METAOLOMICA

J \.

J
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.
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METABOLO
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*PROCESADO
DE LAS
MUETSRAS
DE ORINA

*OBTENCION
RESULTADOS
REALIZACION
DE
ESTADISTICA

*PROCESADO DE
LAS MUETSRAS
DE ORINA

*OBTENCION
RESULTADOS Y
REALIZACION
DE ESTADISTICA
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5.4. Variables del estudio
Las variables registradas en el estudio de cada paciente son las que se

expresan en la tabla 6.

Tabla 6. Variables del estudio

Variable Definicion Tipo variable y valores
Datos demograficos
Edad Edad en el momento dela Numérica: Anhos.
inclusién.
Sexo Sexo del paciente al Categorica: Varon / mujer.
nacimiento.
Aios de diabetes Célculo desde primera Numeérica: Afos.

mencion del diagndstico
en la historia electrdnica.

Antecedentes personales

Diabetes Si consta en historia Categorica: Si/ No.
clinica que el paciente
tiene diabetes mellitus

tipo 2.

Prediabetes Si en TTOG 75 el paciente  Categorica: Si/ No.
cumple Criterios ADA
2021

Normoglucemia Ausencia en historia Categorica: Si/ No.

clinica del diagnéstico de
diabetes y TTOG 75

normal.
Hipertension arterial Si consta en historia Categorica: Si/ No.
(HTA) clinica que el paciente

tiene hipertensién

arterial.
Dislipemia Si consta en historia Categorica: Si/ No.

clinica que el paciente
tiene dislipemia.

Tabaquismo Estado en el momento de Categodrica:

valoracion global. Nunca/Exfumador/Activo.
Insuficiencia cardiaca Si consta en historia Categorica: Si/ No.
(1C) clinica que el paciente

tiene insuficiencia
cardiaca cronica.

Insuficiencia renal Si consta en historia Categorica: Si/ No.
crénica (IRC) clinica que el paciente
padece insuficiencia renal
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cronica (FGe MDRD4
<60ml/min (1.73 m?).

Obesidad

Si consta en Historia
clinica que el paciente
estd obeso o consta IMC
>30.

Categorica: Si/ No.

Retinopatia

Si consta en Historia
clinica el diagnéstico de
retinopatia.

Categorica: Si/ No.

Neuropatia diabética

Si consta en Historia
clinica que el paciente
tiene una neuropatia
diabética.

Categorica: Si/ No.

Evento cardiovascular
previo

Si consta en Historia que
el paciente ha tenido
episodio anginoso y/o
ictus previos.

Categorica: Si/ No.

Valoracion antropométrica

Presion arterial sistdlica
(PAS) clinica

Valor en mmHg de PAS
medida mediante sistema
semiautomatico braquial.
Promedio de tres
medidas consecutivas.

Numérica: Valor de PAS
en mmHg.

Presion arterial
diastdlica (PAD) clinica

Valor en mmHg de PAD
medida mediante sistema
semiautomatico braquial.
Promedio de tres
medidas consecutivas.

Numérica: Valor de PAD
en mmHg.

Peso Peso medido en la Numérica: Kilogramos
valoracion basal. (Kg).
Talla Talla medida en Ia Numeérica: metros (m).

valoracion basal.

indice de masa corporal
(IMC)

IMC obtenido a partir de
peso y talla medidos en la
valoracion global.

Numérica: Kg/m?

Perimetro abdominal

Perimetro medido en la
valoracion basal

Numérica: cm.

Obesidad abdominal

Perimetro de cintura
(cm). Hombres>102.
Mujeres>88.

Categorica: Si/No

Valoracion analitica

Glucemia

Glucemia plasmatica en
ayunas.

Numérica: mg/dL.

Hemoglobina glicosilada
(HbA1c)

Hemoglobina glicosilada
plasmatica.

Numérica: %
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Insulinemia

Insulinemia plasmatica
obtenida en ayunas.

Numérica: mU/mL)

indice de resistencia
insulinica HOMA
(Homeostatic model
assessment)

Se obtiene con el calculo:
(Glucosa en ayuno
(mg/dl) x Insulina en
ayuno (nUl/ml)) /405

Numérica: %

Colesterol LDL

Formula de Friedewald:
Colesterol total —
(Colesterol HLD +
(Triglicéridos/5))

Numérica: mg/dL.

Colesterol HDL

HDL colesterol plasmatico
en ayunas

Numérica: mg/dL.

Triglicéridos

Triglicéridos plasmaticos
en ayunas

Numérica: mg/dL.

Creatinina plasmatica

Creatinina plasmatica en
ayunas

Numérica: mg/dL.

Lesion de 6rgano diana y riesgo cardiovascular

EKG

Trazado
electrocardiografico en el
momento de la inclusion
o en los seis meses
previos

Categorica:
Alterado/Normal.

Filtrado glomerular
MDRD4

Célculo FG estimado
MDRD4: 186 * sCr— 1,154
*(edad) — 0,203 * 0,742
(si mujer) o * 1,212(si
raza negra)

Numérica:
mL/min/1.73 m?

Excrecion urinaria de
albumina (EUA)

Cantidad de
microalbdmina en
muestra Unica de orina a
primera hora del dia.

Numérica: mg/g
creatinina.

Microalbuminuria

EUA con valores 30-299
mg/g.

Categorica: Si/No.

Macroalbuminuria

EUA con valores >299
mg/g.

Categorica: Si/No.

indice Tobillo/Brazo
(ITB)

Valor del cociente entre
PAS de brazo y el de
pierna segun protocolo
ESH.

(ITB<0.9: sinénimo de
Enfermedad Arterial
Obstructiva periférica; ITB
<0,96>1,400
incompresible indica alto
riesgo cardiovascular.

Numeérico: Valor del
cociente entre valores de
PAS.
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Grosor intima media
carotideo

Medicion mediante
ecografia 91lutati arterial
de carétidas.

Numeérica: mm.

Vasculopatia periférica

Claudicacion intermitente

con ITB alterado.

Categorica: Si/No.

Sindrome metabdlico
segun criterios ATP-IlI

Criterios: TG=150 mg/dL,
HDLc<40mg/dl en
hombres y <50mg/dL en
mujeres,
PA>130/85mmHg,
Glucosa en ayunas
>100mg/dL y obesidad
abdominal.

Categorica: Si/No.

Sindrome metabdlico
segun criterios IDF

Criterios: TG=150 mg/dL,
HDLc<40mg/dl en
hombres y <50mg/dL en
mujeres,
PA>130/85mmHg,
Glucosa en ayunas
>100mg/dL y obesidad
abdominal.

Categorica: Si/No.

Puntos Tabla SCORE de
riesgo vascular

Puntuacion individual
segun criterios SCORE
para Espafia.

Numeérica: puntos.

Categoria de riesgo
vascular seguin Escala
SCORE

Riesgo muy alto (>10%),
alto (5-10%), moderado
(1-5%) o bajo (>1%) de
fallecer por una causa CV
en los siguientes 10 afios.

Categorica:
Bajo/Moderado/Alto/Muy
alto

5.5.

5.5.1. Analisis convencional

Metodologia del laboratorio

Las condiciones preanaliticas mas importantes, previas a la extraccién de

sangre fueron: ayuno de 8 a 12 horas y seguimiento de las indicaciones del

personal de enfermeria durante la realizacion de la TTOG 75. En cuanto a la

recogida de la muestra de orina, se registré la medicacién del paciente previa al

analisis metaboldmico, ya que es un factor que puede alterar el patrén de

metabolitos.

La glucemia se ha determinado mediante espectrofotometria de absorcion

molecular, utilizando 2 reacciones enzimaticas acopladas (hexoquinasa y glucosa-6-
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fosfato-deshidrogenasa) en el entorno del sistema analitico Cobas c711 (Roche
Diagnostics®) tanto en el analisis de la glucemia basal en ayunas como para la
realizacion del TTOG 75. El resto de parametros bioquimicos convencionales,
utilizaron la misma plataforma analitica. Los parametros hormonales se
determinaron mediante electroquimioluminiscencia en el sistema analitico Cobas
¢602 (Roche Diagnostics®). La hemoglobina glicosilada se analiz6 mediante HPLC
(high performance liquid chromatography) en el equipo Adams HA-8180V de

Menarini ©.

5.5.2. Analisis metaboldmico
Para el analisis metabolémico se ha empleado una muestra de orina en
muestra Unica matutina tras doce horas de ayuno. Posteriormente la muestra se
congela a -80°C para su posterior descongelacion y analisis metaboldmico
mediante espectroscopia basada en la resonancia magnética de proton (H-NMR).

Se anaden 50 pl tampon KH,PO, ([TSP]=0,787mM en DZO) a 450 pl de orina en un

tubo de 5 mm para H-NMR.

Los espectros de H-NMR obtenidos se registran utilizando el espectrémetro
Bruker Avance DRX 600 (Bruker GmbH®, Rheinstetten, Germany). La medicién se
realiza a 372 C. A todas las muestras se les aplica un Unico pulso de presaturacion.
Se utiliza como referencia en el espectro un doblete de hipurato a 7.83 ppm. La
region de desplazamiento quimico empleada para el proyecto, incluye un espectro
de frecuencias con resonancias entre 0.50 y 4.20 ppm. Las muestras se procesaron
de forma aleatoria y sin saber a qué grupo pertenecian.

Los espectros se normalizan con el area total de carbonos alifaticos para
eliminar diferencias en la concentracion total de metabolitos, obteniendo unos
valores en unidades arbitrarias. Los espectros se agrupan en paquetes de 0.01 ppm
y son centralizados en el andlisis multivariado. Para minimizar el ruido de fondo, el
espectro se reduce a 98 regiones en base a su ganancia en metabolitos. Se utiliza la
integracion del area del pico para calcular la cantidad relativa del metabolito. Las
sefales que pertenecen a las regiones seleccionadas se cuantifican utilizando la
integracion y el ensamblaje de los picos mediante el programa propio
semiautomatico, MATLAB 6,5 (The Math Works Inc®, Natick, Massachusetts). La
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cuantificacién se realiza sélo en las regiones espectrales que contienen
contribuciones de un solo o como maximo dos metabolitos. Para el resto de
metabolitos, la cuantificacién estd comprometida debido al solapamiento y la baja
intensidad de las sefiales.

A partir de los espectros se identificaron 39 regiones de posibles
metabolitos, procediendo a la normalizacion de dichas regiones por mediana y con
autoescalado (centrado en la media y dividido por la raiz cuadrada de la desviacién
estandar de cada variable). Con la normalizacién de los datos lo que se persigue es
reducir la variabilidad técnica sin eliminar la variabilidad bioldgica.

La reproducibilidad de la técnica de H-NMR se prueba mediante el ensayo
de superposiciéon de espectros normalizados de orina. Para la anotacién de los
metabolitos que son significativos se necesita la identificacion de sistemas
completos de spin a partir del analisis de los experimentos bidimensionales de H-
NMR, incluyendo la espectroscopia de correlacidon homonuclear (TOCSY) vy la
espectroscopia de correlaciéon cuantica Unica heteronuclear (HSQC), las cuales
proporcionan correlaciones estadisticas entre las variables de H-NMR que sugieren
una conexién estructural o bioldgica. El procedimiento para la asignacién de
metabolitos utiliza el conocimiento de las bases de datos generales de espectros,

como HMDB 20°, asi como bases de datos patentadas (Chenomx RMN Suite 4.5®).

5.6. Analisis estadistico
5.6.1. Analisis descriptivo de la muestra
Se han empleado medias y desviacidon tipica como medidas de tendencia
central y dispersién de las variables cuantitativas con distribucién normal. En las
variables cuantitativas con distribucién no normal se han empleado la mediana y
rango intercuartilico (IQR). NUmeros absolutos y porcentajes en las cualitativas.
Para el andlisis de la normalidad se ha empleado el test de Kolmogorov-Smirnov.
Para los contrastes de hipdtesis se ha empleado la t de Student (comparacion dos
grupos) o la ANOVA (comparacion mas de dos grupos) para las variables

cuantitativas con distribucion normal y pruebas paramétricas para las que no
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tenian distribucién normal. Los analisis estadisticos se han realizardo mediante el
software estadistico SPSS 15.0°.
5.6.2. Analisis estadistico metabolomico

Los andlisis estadisticos quimiométricos se han realizado utilizando el
programa MetaboAnalyst 5.0.

El primer paso consistié en un analisis univariado (ANOVA con prueba post
hoc, que en nuestro estudio utilizamos Bontferroni y Fisher) entre los grupos
glucémicos para visualizar las diferencias entre grupos de datos, reduciendo los
datos multidimensionales a dos o tres variables. Ademas, las diferencias entre los
grupos de pacientes se pueden caracterizar por un grupo de relaciones de
metabolitos en lugar de un solo metabolito. En la prueba de Fisher, ademas, se
controla el FDR (false 94lutation rate) cuyo objetivo es establecer un limite de
significancia para un conjunto de test tal que, de entre todos los test considerados
como significativos, la proporcién de hipétesis nulas verdaderas (falsos positivos)
no supere un determinado valor.

Seguidamente se realizd el analisis multivariado de los componentes
principales (PCA) de cada muestra, que consiste en una reduccion rutinaria de
datos multivariados no supervisados que sirve para evaluar de forma rapida la
distribucién de los datos y la similitud intermuestra (por ejemplo, asociaciones y
valores atipicos). PCA es una herramienta analitica no supervisada que proporciona
una vision general de los datos a través de un andlisis de la estructura de la
covarianza, destacando patrones atipicos y patrones de agrupamiento. Los
componentes principales se representan uno frente a otro. Esencialmente, se crean
nuevas variables (componentes principales) basadas en la varianza resultante entre
los perfiles de metabolitos, entre las muestras y las muestras que se representan
como nuevas variables, que actian como ejes x e y, y ocasionalmente como eje z.
De esta manera, las muestras que son similares se agrupan y las que son diferentes
se separan. Se puede superponer una medida de distribucién, similar a la
distribucidn gaussiana, para identificar aquellas muestras que estan fuera del nivel
de confianza del 95%, clasificandolas como valores atipicos ya que probablemente
contengan un nivel anormalmente alto o bajo de un metabolito en particular, lo

que hace que no sean representativos de ningun grupo (58).
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Después del PCA, se hizo un andlisis parcial por minimos cuadrados (PLS-DA,
del inglés: Partial Least Squares—Discriminant Analysis) para construir un modelo
estadistico que permita optimizar la separacidn entre grupos poblacionales objeto
de estudio, en nuestro caso entre pacientes nG, pDm, y Dm. PLS-DA es un método
analitico supervisado que relaciona los datos de los metabolitos con los miembros
de su misma clase, lo que permite dilucidar la separacién entre los grupos. Al igual
qgue con el PCA, cada muestra se distribuye en un espacio n-dimensional en funcion
de su perfil metabdlico, pero en el lugar de la variacién entre muestras, es la
variacién entre los grupos lo que permite la elucidacién de las diferencias de
variables entre los grupos (58).

Los modelos quimiométricos multivariados utilizan para la validacion
cruzada Venetian blind con 10 iteraciones, de tal manera que en cada desarrollo el
10% de los resultados se quedaran fuera del ensayo. Los resultados de la validaciéon
cruzada se evaluaron mediante los parametros Q2 (R2CV), y el error medio
cuadratico de la validacion cruzada (RMSCV), donde Q2 es el coeficiente de
correlacién media entre la variable dependiente y las predicciones de PLS-DA vy
proporciona una medida de la precisién de la prediccidon durante el proceso de
validacién cruzada (valores mas altos son indicativos de mejor prediccion). El
RMSCYV se calcula como la medida mas adecuada del sobreajuste. A partir de estos
datos se realizaron las curvas ROC (Receiver Operating Characteristic).

En un segundo paso se construyeron diagramas de caja (BOXPLOT) y
calcularon los VIP scores de los metabolitos obtenidos en el paso previo de
validacién cruzada. En los diagramas de caja se representan los cuartiles (Q), la
mediana y los valores atipicos de cada variable. El tamafio de cada caja viene
definido por el Q1 y el Q3, y la distancia entre ellos corresponde al IQR. Los VIP
scores (VIP) estiman la importancia de cada variable en la proyeccién utilizada en
un modelo PLS-DA vy se utilizan para la seleccién de variables que mas discriminan
entre dos o mas modelos. Una variable con un puntaje VIP cercano o mayor a 1 se
puede considerar importante en un modelo dado. Las variables con puntajes VIP
significativamente menores a 1 son menos importantes y podrian ser buenos

candidatos para la exclusién del modelo.
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Finalmente, se 96lutation una matriz de confusiéon y un andlisis de
correlacién de metabolitos mediante mapas de calor. Para la matriz de confusion
se utilizaron todos los datos (resultados del modelo) y sélo los resultados de la
validacién cruzada (resultados VC). En los resultados de la VC se utilizaron grupos
de datos para validar internamente el modelo a falta de otra cohorte para validarlo
externamente. Se realiza la matriz de confusion para establecer la capacidad de
predicciéon del modelo. En el analisis de correlacion de los metabolitos, se realizod
una correlacién de los 39 metabolitos con respecto a los 39 mismos metabolitos
cuyo mapa de calor indica las correlaciones que existen entre los distintos
metabolitos. A estas correlaciones se les asigna un valor y un color en base a una
escala, que en este caso va del 1 al -1, siendo el rojo intenso el 1, el 0 el blanco y el
-1 el azul intenso. Cuando se correlacionan los dos mismos metabolitos se obtiene
un valor de correlacion de 1 con un color rojo intenso. Una correlacion positiva
(color rojo) nos indica que van en la misma direccién; por ejemplo, podria ser que
pertenezcan a la misma ruta metabdlica. El analisis de correlacién se puede utilizar
para visualizar las correlaciones generales entre diferentes caracteristicas. Tras el
estudio de las correlaciones entre los grupos glucémicos, observamos la tendencia
de algunos metabolitos y elaboramos graficas con las medias y las desviaciones
tipicas de las unidades arbitrarias de dichos metabolitos para poder visualizar de

manera grafica la tendencia.

5.7. Aspectos éticos

El proyecto fue aprobado con fecha 28 de febrero de 2014, por el Comité
Etico de Investigacion (CEI) del Departamento de Salud de Alcoy (Anexo 3).

Los datos recogidos en la base de datos electrénica del estudio fueron
anonimizados, de forma que en la base de datos no hubo ningun dato identificativo
de los pacientes, y solo los investigadores principales y colaboradores dispusieron
de 96luta a través de un sistema de codificaciéon mediante tabla de doble entrada.

Todos los participantes en el presente estudio firmaron el Documento de
Consentimiento Informado (Anexo 1) tras lectura de la Hoja de Informacién del

estudio presente en el mismo. A pesar de la posibilidad de retirada del estudio en
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cualquier momento del mismo, tras la firma del Consentimiento Informado y sin
necesidad de ningun tipo de justificacidon, ningun participante retiré el
consentimiento.

El estudio ha cumplido con las recomendaciones éticas y de
confidencialidad del Reglamento UE 2016/679 del Parlamento Europeo y del
Consejo de 27 de abril de 2016 de proteccién de datos (RGPD), las normas de la
Declaracién de Helsinki y ha seguido las Normas de la Buena Prdctica Clinica y las

bases de la Ley 14/2007 de Investigacion Biomédica.
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6.1. Caracteristicas de la muestra

Se ha incluido un total de 136 participantes, de ellos 78 diabéticos (grupo

Dm), ademas de 32 y 26 con criterios ADA de normoglucemia (Grupo nG) y

prediabetes (Grupo pDm) tras test de carga oral con 75 g de glucosa (TTOG),

respectivamente.

Las caracteristicas clinicas principales de cada grupo aparecen expresadas

en la tabla 7. Existen diferencias significativas (p*<0,05) entre los tres grupos de

estudio (NG, pDm y Dm) en las variables edad, HbAlc, glucemia, colesterol HDL,

triglicéridos, acido urico, urea, sodio, potasio, cociente albumina/creatinina en

orina, TFG, HTA, dislipidemia, obesidad, IRC, ICC, vasculopatia EEIl y AVC previo. En

otras variables estudiadas sélo en los grupos de pDm y nG también existen

diferencias significativas, como en el caso del HOMA e IMC.

Tabla 7. Caracteristicas de la muestra

. nG Dm Dm P*
Variable (n32) (I: 26) (n78)
EDAD (afios) 47 (29-59) 46 (32-67) 69 (48-86) 0,000
SEXO (M/F) 11/21 10/ 16 40 /38 0,210
Pruebas analiticas
HbA1c (%) 5,3 (4,8-6,0) 5,5 (4,8-6,1) 7,1(5,6-12,5) 0,000
Glucemia (mg/dL) 91 (80-110) 101 (86-123) 142 (83-307) 0,000
Insulinemia (mU/mL) 6,8 (2,7-14,0) 10,9 (3,8-68,5) - 0,077
HOMA (Glu*Ins /405) 1,52 (0,6-3,6)  2,8(0,8-18,9) - 0,048
Rl (HOMA > 3.8)(91) 0 19,2 .
Péptido C (ng/mL) 2,09 (1,2-3,6) 2,6 (1,3-8,9) - 0,090
Colesterol total (mg/dL) 182 (125-242) 174 (112-235) 177 (131-426) 0,676
Colesterol LDL (mg/dL) 102 (30-164) 96 (53-147) 99 (57-256) 0,739
Colesterol HDL (mg/dL) 63 (48-82) 57 (36-101) 54 (28-103) 0,003
Triglicéridos (mg/dL) 84 (36-180) 100 (37-271) 129 (39-744) 0,017
Acido Urico (mg/dL) 4,2 (2,9-6,3) 4,8 (2,6-7,0) 5,3(2,2-9,2) 0,001

. 0,79 0,75 0,91

e el (0,47-1,10) (0,52-1,00) (0,47-2,04) 0,460
Urea (mg/dL) 31 (20-42) 31 (17-47) 40 (19-77) 0,000
Na+ (mEq/L) 139 (137-143) 140 (136-145) 141 (136-145) 0,001
K+ (mEq/L) 4,4 (3,8-5,3) 4,4 (3,7-4,9) 4,6 (3,5-5,9) 0,003
Albumina/Creatinina 67 29,2 45,5 0,000
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urinaria (mg/g) (0-52) (2,0-473,0) (0,0-1954,2)
Tasa Filtrado Glomerular
MDRD (mL/min) 90 (68-141) 94 (76-122) 80 (29-138) 0,000
Pruebas antropométricas
70,6 72,3
Peso (Kg) (51,0-90,2)  (44,0-105,6) 0,655
1,65 1,63
Talla (m) (1,45-1,82) (1,45-1,80) 0,593
IMC (Kg/m2) 26 (20-35) 27 (19-35) - 0,004
32,8 32,9
0, 7 7 _
Masa grasa (%) (19,9-49,9) (16,0-48,5) 0,763
Brazo Derecho (cm) 28 (24-33) 29 (22-35) - 0,200
Brazo lzquierdo (cm) 28 (24-35) 29 (21-34) - 0,267
Cintura (cm) 89 (77-104) 93 (71-119) - 0,098
1,13 1,13
ITB derecho (0,6-1,41) (0,97-1,35) 0,937
. . 1,3 1,12
ITB izquierdo (0,9-1,36) (0,94-1 36) 0,645
Patologias
Arltecedentes familiares de 43,75 6538 i 0,070
Diabetes
HTA 12,5 23,1 75,64 0,000
Dislipidemia 12,5 11,53 84,61 0,000
Obesidad 18,75 34,61 80,77 0,000
Insuficiencia Renal Crénica 0 0 25,64 0,000
Ins’uf‘laenaa Cardiaca 0 0 21.79 0,001
Cronica
Vasculopatia EEII 0 0 30,77 0,000
Vasculopatia carotidea 0 0 0 -
AVC previo 0 3,85 12,82 0,055
Valores expresados como porcentajes o media (Desviacion tipica). nG:

Normoglucémicos. pDm: Prediabéticos. Dm: Diabéticos. HOMA: Homeostasis
Model Assesment. IMC: indice de masa corporal. ITB: indice tobillo/brazo. HTA:
Hipertension arterial. AVC: Accidente cerebral vascular. P*: Comparativo entre

categorias glucémicas.

6.2. Resultados analisis metabolémico
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6.2.1. Analisis de los espectros
Se analizaron las 136 muestras de orina y se obtuvieron los respectivos

espectros solapados, como se observa en la figura 29.
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Figura 29: Espectros solapados de H-NMR de las 136 muestras de orina.

A partir de los espectros se identificaron 39 regiones de posibles
metabolitos, procediendo a la normalizacién de dichas regiones (figura 30). Los 39
metabolitos identificados fueron: leucina, 3-metil-oxovalerato, 3-
hidroxioxovalerato, 2-hidroxibutirato, alanina, 2-aminoadipato, acetato, N6-
acetillisina, prolina, acetona, acetoacetato, 3-hidroxibutirato, piruvato, glutamato,
citrato, dimetilamina, 101lutatién, lisina, cis-aconitato, malonato, N-
nitrosodimetilamina, tirosina, colina, glicerol-3-fosfocolina, metanol, etanol,
creatinfosfato, creatinina, mioinositol, lactato, treonina, trigonelina, urea,

xantosina, 3-indoxisulfato, fenilalanina, hipurato, metilhistidina y formato.

En la figura 30 se representa las regiones de metabolitos en diagramas de
caja y diagramas de densidad de grano antes y después de la normalizacién por
mediana y con autoescalado (centrado en la media y dividido por la raiz cuadrada

de la desviacién estandar de cada variable). Los diagramas de caja muestran como
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maximo 50 caracteristicas debido al limite de espacio mientras que los diagramas

de densidad se basan en todas las muestras.
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Figura 30: Diagramas de caja y diagramas de densidad de grano antes y después de
la normalizacién. Métodos seleccionados: Normalizacion por filas: N / A:

Informacién de datos: N / A: Escala de datos: Autoescalado.

6.2.2. Distribucion de metabolitos por categorias glucémicas. Analisis univariado.
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Se ha realizado el andlisis estadistico inicial con las 39 regiones de
metabolitos del analisis ajustado de espectros en el total de participantes
agrupados por las categorias glucémicas preestablecidas observandose diferencias
significativas (p<0,05) en el grupo Dm con respecto de los participantes nG y pDm.
En la tabla 8 estan representados los 39 metabolitos inicialmente identificados en
funcién de los tres grupos diagndsticos glucémicos considerados. Podemos
observar tras el analisis post hoc de Bonferroni, que para el grupo Dm hay
diferencias significativas en 15 de los metabolitos respecto del resto de categorias
glucémicas (leucina, lisina, malonato, colina, etanol, trigonelina e hipurato, 3-metil-
2-oxovalerato, cis-aconitato y creatinfosfato, glutamato, citrato, dimetilamina,
tirosina y creatinina). A su vez, en el grupo de pDm se observan diferencias

significativas con respecto al nG y al Dm en el metabolito colina.
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Tabla 8. Comparativa mediante test de Bonferroni entre grupos glucémicos de las

39 regiones de metabolitos identificadas con el analisis de espectros.

CTL PRE-DM2 DM2
Desviacion Desviacion Desviacion
Media estandar N total Media estandar N total Media estandar

Leucine 1.27 0.50 32.00 1.28 0.48 26.00 0.99* 0.51
3-metyl-2-oxovalerate 1.45 0.65 32.00 1.30 0.44 26.00 10/ 0.55
3-hydroxyisovalerate 2.74 0.82 32.00 3.01 1212 26.00 2.49 0.92
2-hydroxybutyrate 3.26 1.78 32.00 2.83 1.18 26.00 3.36 2.33
Alanine 5.37 2.36 32.00 SE 1l.7/9. 26.00 4.75 727A2)
2-aminoadipate 3.86 2.54 32.00 3.49 1.84 26.00 3.56 2.73
Acetate 2.47 0.64 32.00 2.26 0.54 26.00 4.41 8.21
N6-acetyllysine 3.55 1.56 32.00 SIS 1.03 26.00 3.78 2.00
Proline 2.24 1.35 32.00 2.00 0.94 26.00 2.26 1.55
Acetone 1.08 0.48 32.00 1.08 0.43 26.00 0.99 0.51
Acetoacetate 1.03 0.53 32.00 1.00 0.56 26.00 1.10 0.63
3-hydroxybutyrate 4.51 1.85 32.00 4.34 1.58 26.00 4.43 2.16
Pyruvate 6.39 3.23 32.00 5.69 SIS 26.00 5.86 4.51
Glutamate 7.45 1.89 32.00 7.50 1L5) 26.00 S 2.11
Citrate 29.81 9.48 32.00 27.42 9.88 26.00 22.92** 10.46
Dimethylamine 8.81 4.25 32.00 TITiT/ SE00 26.00 632 2.46
Gluthatione 2.64 1.04 32.00 2R 0.76 26.00 2.65 1.04
Lysine 2.47 0.77 32.00 2.59 0.82 26.00 2.04* 0.97
Cis-aconitate 4.65 2.50 32.00 4.38 2.06 26.00 7.38** 30
Malonate 2.96 0.97 32.00 2.86 0.68 26.00 2.43* 1.17
N-nitrosodimethylamine 2.90 0.64 32.00 2.75 0.83 26.00 2.48 1.06
Tyrosine 9.84 1.92 32.00 10.08 2.61 26.00 263 2.61
Choline 6.96 2.69 32.00 8.92* 5.18 26.00 5.34* 2.54
Glycero-3-phosphocholine 2.89 0.59 32.00 3597, 1.85 26.00 3.45 2.84
Methanol 3.38 1.12 32.00 2.95 1l.119) 26.00 3.61 1.59
Ethanol 46.65 12.60 32.00 42.06 9.30 26.00 58.99* 27.36
Creatine phosphate 8.11 2.12 32.00 9.00 3.54 26.00 6.41%** 1597
Creatinine 74.40 16.88 32.00 71127/ 2191 26.00 54.49*%** 17.94
Myo-inositol 3.65 1.02 32.00 3.88 0.95 26.00 4.31 1.90
Lactate 9.09 2.95 32.00 8.25 2LEE) 26.00 8.30 3.78
Threonine 4.37 1.96 32.00 4.88 1.86 26.00 3.89 2.06
Trigonelline 4.16 2.48 32.00 3.38 1Lep) 26.00 3.24* 1.63
Urea 118.36 74.51 32.00 il 66.54 26.00 109.47 70.88
Xanthosine 5.10 2.88 32.00 4.84 2.66 26.00 4.67 2.92
3-indoxysulfate 5.03 2.13 32.00 4.60 2.11 26.00 4.29 2.93
Phenylalanine 24.38 14.60 32.00 19.69 =9 26.00 27.55 22.10
Hippurate 28.12 19.84 32.00 21.37 19.68 26.00 18.98* 15.00
Methylhistidine 0.83 0.28 32.00 0.81 0.40 26.00 0.68 0.32
Formate 0.68 0.27 32.00 0.61 0.20 26.00 0.58 0.44

(*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001)

En la tabla 9 se recogen los resultados obtenidos del analisis post hoc de
Bonferroni clasificando los metabolitos con diferencias significativas, entre las
categorias glucémicas, en funcién del grupo metabdlico al que pertenecen,
comprobdndose que los metabolitos que mas abundan en el total de la muestra
estudiada son los aminoacidos, seguido de los 4&acidos organicos y los

organonitrogenados.
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6. RESULTADOS

Tabla 9. Diferencias significativas de metabolitos entre diabéticos y no diabéticos

(nG+pDm). Analisis univariado.

; ACIDOS ALCOHOLES Y
Valor-p* AMINOACIDOS ; ORGANONITROGENADOS
ORGANICOS ALCALOIDES
J Leucina J Malonato M Etanol
p<0,05 J Colina
JLisina J Hipurato J Trigonelina
J 3-Metil-2-
p<0,01 NCis-Aconitato J Creatinfosfato
Oxovalerato
J Glutamato J Dimetilamina
p<0,001 J Citrato
J Tirosina J Creatinina

*: Comparativo entre categorias glucémicas. Comparativo DM vs no diabéticos
(pDM+nG). |: Niveles disminuidos en diabéticos respecto de no diabéticos. 1:
Niveles aumentados en diabéticos respecto de no diabéticos.

Se ha completado el andlisis univariado con el test de Fisher (tabla 10) para

estimar la tasa de falsos hallazgos (False Discovery Rate, FDR) identificAndose doce

metabolitos con diferencias significativas entre el grupo Dm vy los otros dos grupos

glucémicos (leucina, lisina, 3-metil-2-oxovalerato, cis-aconitato, glutamato, citrato,

dimetilamina, etanol, tirosina, colina, creatinfosfato y creatinina). También entre el

grupo pDm y Dm excepto para 3-metil-2-oxovalerato. De entre los no diabéticos,

como ya ocurriera en la prueba post hoc de Bonferroni previa, se detectaron

diferencias significativas entre nG y pDm en el metabolito colina.

Tabla 10. Distribucién de metabolitos por categorias glucémicas (1: nG; 2: pDm; 3:

Dm) tras andlisis de Fisher.

fvalue pvalue -logl0(p) FDR Fisher's LSD

creatinine 17159 2.1622e-07 6.6651 43426e06 1-3;2-3
glutamate 17123 00002227 6.6523  4.3426e06 1-3;2-3
tyrosine 1502 1.2315e-06 59096 0,016011-3;2-3
creatine phosphate 14636 1.6909e-06 57719  16486e05 1-3;2-3
choline 132725270406 52782 4110905 2-1;1-3;2-3
dimethylamine 7.4059 0.00087637 3.0573 0.0053346 1-3;2-3
ethanol 7308 0.00095749 3.0189 00053346 3-1;3-2
cis-aconitate 7.0195 0.0012436 29053 0.0060626 3-1;3-2
3-metyl-2-oxovalerate 59196 00034047 24679 0013521 1-3

citrate 5.9 0.003467 246 0013521 1-3;2-3
leucine 53912 00055518 22556 0019634 1-3;2-3
lysine 50629 0.0075352 21229 0024439 1-3;2-3
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6.2.3. Analisis PCA (Principal Component Analysis) y PLS-DA (Partial Least Squares-
Discriminant Analysis)

En un segundo paso, se han realizado los analisis PCA (figura 31) y PLS-DA

(figura 32) comparando los tres grupos glucémicos del estudio. Como se puede

observar en la figura 31, se produce una separacién entre grupos glucémicos, con

desplazamiento del grupo Dm hacia la izquierda y abajo respecto de las otras dos

categorias glucémicas, comportamiento que no se corresponde a grupos de sexo u

otras categorias de la muestra.
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Figura 31: Andlisis PCA (Principal Component Analysis). nG: normoglucémicos;
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pDm: Prediabéticos; Dm: Diabéticos. PC: Principal Component.

A continuacidn, en la figura 32, que representa el andlisis PLS-DA (Partial

Least Squares-Discriminant Analysis), se observa cdmo el grupo Dm y el nG se

separan muy bien entre ellos, observando un comportamiento del grupo pDM mas

similar al grupo nG.
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Scores on LV 1 (16.27%)
Figura 32: Analisis PLS-DA (Partial Least Squares-Discriminant Analysis). nG:

normoglucémicos; pDm: Prediabéticos; Dm: Diabéticos.

Se ha realizado la validacion estadistica del modelo PLS-DA mediante
analisis de 50 permutaciones (datos no incluidos), con resultados estadisticamente
significativos del modelo para el grupo Dm. Asi, se calculd la probabilidad entre el
modelo de insignificancia y las muestras permutadas (validacion cruzada), con tres
componentes: Wilcoxon, Sign Test y Rand t-test. Los resultados de prediccion de los
tres componentes para el grupo de Dm han sido: Wilcoxon (p=0,000); Sign Test

(p=0,000); Rand t-test (p=0,005).
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La figura 33 se corresponde a las curvas ROC (Receiver Operating
Characteristic) del modelo para Dm y pDm obtenidas a partir del modelo de
clasificacién (C), con todos los datos obtenidos, y a partir de la validacion cruzada
(VC), en la cual, como ya se ha comentado con anterioridad, a partir del modelo de
clasificacién se quitan cada vez 10 datos, se realiza un nuevo modelo y se valida con
esos 10 datos.

Las curvas ROC para Dm muestran muy buena capacidad de prediccién del
modelo. La linea azul corresponde a la curva ROC del C, con un area bajo la curva
(AUC) de 0,984, y la linea verde corresponde a los datos de la VC con un AUC de
0.9308. Se puede observar que las curvas no presentan apenas sobreajuste. En las
curvas ROC para los pDm podemos observar que la ROC del C (linea azul) tienen un
AUC de 0,91, con una muy buena capacidad de prediccién, mientras que la ROC de
la CV (linea verde) tiene un AUC de 0.7558, con una buena capacidad de prediccidn,

aunque con sobreajuste.

\
Sensibilidad

/
) 7 Diabéticos A
AUC =0.9840(C) /0,9308 (") L AUC =0.9089 (C) /0,7558 (")
0,5 1,0 0 0,5
1-Especifidad 1-Especifidad 1,0

Figura 33: Curvas ROC Dm y pDM. La linea azul representa el modelo de

clasificacién (C) mientras que la linea verde representa la validacion cruzada (VC).

109
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6.2.4. VIP SCORES (Variable Importance Plot) y BOXPLOT (Diagrama de Cajas)

Se estimaron los valores de los Variable Importance Plot (VIP scores), que

aparecen representados en la figura 34. En el eje de las y, a la izquierda, los 15

metabolitos mas representativos y a la derecha la forma grafica de representar la

proporcidn en la que se encuentra cada metabolito en cada uno de los tres grupos

glucémicos, que se representa de mayor a menor segun escala de colores,

correspondiendo el color rojo a la méxima, el color verde a la menor y el color

amarillo a una intensidad intermedia. En el eje de las x se representa el valor de los

VIP scores, que va desde 1 a 2, considerandose que un metabolito con un VIP

scores >1 contribuye de forma importante a la separacién entre grupos.
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Figura 34: Andlisis de los VIP (Variable Importance Plot) scores. nG:

Normoglucémicos; pDm: Prediabéticos; Dm: Diabéticos.

Como se puede observar, todos los metabolitos se encuentran disminuidos
en el grupo Dm, a excepcion de cis-aconitato y etanol, los cuales se encuentran
aumentados. Por otro lado, glutamato, creatinfosfato, colina y lisina, se encuentran
aumentados en el grupo de pDm con respecto al grupo nG y al grupo Dm.

A partir del analisis de los VIP scores se procedié al analisis con boxplots de
los metabolitos hallados como discriminativos (figura 35). Como ya se ha explicado
en el apartado de metodologia, el boxplot es un método estandarizado para
representar graficamente una serie de datos numéricos a través de sus cuartiles
(Q), donde también se representan la mediana y los valores atipicos (outliers). En el
eje de las y se representa la desviacion estandar y en el de las x los grupos
comparados.

Si observamos el analisis por los VIP scores (figura 34) y el boxplots (figura
35) vemos diferencias con respecto al listado de metabolitos obtenidos en el
analisis univariado. Asi, tanto en el analisis de los VIP scores como en el de boxplots
aparece la metilhistidina como metabolito discriminativo. Esto no ocurre, sin
embargo, con la trigonelina, que, pesar de tener significacion estadistica
(metabolito significativo), no se considera discriminativo. Que en un modelo un
metabolito sea discriminativo no siempre significa que sea estadisticamente
significativo. Si observamos el boxplot de la metilhistidina vemos que la mediana
del grupo nG y el Dm son suficientemente diferentes y por eso es capaz de separar
bien en el modelo que hemos creado a ambas categorias glucémicas, pudiendo
afirmarse por ello que se trata de un metabolito discriminativo entre nG y Dm. Sin
embargo, puede que la diferencia entre ambas categorias no sea estadisticamente
significativa por una excesiva dispersion de los datos, lo que hace que la diferencia
de las medias no alcance la significacion estadistica y se tenga que aceptar la

hipdtesis nula de que las medias son iguales.
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Figura 35: Representacion de analisis boxplot de los 15 metabolitos que son mas

discriminantes segln grupos de categorias glucémicas (nG: Normoglucémicos;

pDm: Prediabéticos; Dm: Diabéticos).
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6.2.5. Matriz de confusion para el modelo de clasificacidon

Se ha realizado una matriz de confusidn utilizando todos los datos
(resultados del modelo de clasificacién) y utilizando sélo los resultados de la
validacién cruzada (resultados VC) para la validacion interna. Los resultados
obtenidos se representan en la tabla 11, siendo los mas destacables los resultados
de la prediccién para el grupo Dm y el grupo pDm. Cabe resaltar el elevado valor
predictivo para ambos grupos en el modelo de clasificacién y en su validacién
cruzada, de tal forma que para los 87 individuos del grupo Dm el modelo de
clasificacion predice 74 casos, y la validacién cruzada 72. La capacidad predictiva
del modelo de clasificacidn para el grupo pDM es menor, siendo capaz de predecir
21 pero tan solo 10 de los 26 casos por el modelo y tras la validacion cruzada

respectivamente.

Tabla 11. Matriz de confusiéon para el modelo de clasificacion (C) y para la
validacion cruzada (CV). FN: falsos negativos. VN: verdaderos negativos. VP:

verdaderos positivos. FP: falsos positivos.
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RESULTADOS DEL MODELO DE CLASIFICACION (C)

Matriz de confusion (C)
GRUPO VP FP
nG 0.63333 0.11504

VN FN N
0.88496 0.36667 30

Tabla de confusidn (C)

GRUPO REAL
nG pDm Dm

pDm 0.80769 0.11111 0.88889 0.19231 26 Prediccion comonG 19 4 9
Dm 0.85057 0.05357 0.94643 0.14943 87 PrediccioncomopDm 9 21 4
Prediccion como Dm 2 1 74
RESULTADOS DE LA VALIDACION CRUZADA (VC)
Matriz de confusion (VC) Tabla de confusion (VC)
IGRUPO VP FP VN FN N GRUPO REAL
nG 0.43333 0.19469 0.80531 0.56667 30 nG pDm Dm
pDm 0.38462 0.16239 0.83761 0.61538 26 Prediccion como nG 13 14 8
Dm 0.82759 0.12500 0.87500 0.17241 87 Prediccion comopDm 12 10 7
Prediccion como Dm 5 2 72

6.2.6. Estudio de correlacion entre metabolitos

Se ha

realizado un andlisis de correlacion de

los 39 metabolitos

seleccionados en el analisis de espectros solapados inicial con respecto a ellos
mismos mediante la confeccién de un mapa de calor (heat maps) (figura 36), y
posteriormente se han relacionado dichos metabolitos entre los diferentes grupos

glucémicos mediante la elaboracién de otro mapa de calor (heat maps) (figura 37).

En el mapa de calor en el que sélo aparecen representados los metabolitos
(figura 36), observamos la correlacidon que existe entre los 39 metabolitos
inicialmente considerados. En nuestro caso, se muestran estrechas correlaciones
entre grupos que pertenecen a las mismas rutas metabdlicas, como es el caso de
los cuerpos cetonicos (acetona, acetoacetona y 3-hidroxibutirato) a metabolitos
que pertenecen a la misma clasificaciéon (como los aminoacidos prolina y N6-acetil-

lisina). También nos muestra la poca correlacién que pueden presentar metabolitos
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de vias metabdlicas no relacionadas, como es el caso de los cuerpos cetdnicos con

la ureay la xantosina. Estos son algunos de los ejemplos que podemos encontrar.
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Figura 36: Analisis de correlacién entre los 39 metabolitos mediante mapa de calor.

115

0.8
086
0.4

0.2

-0.2

-0.4
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En la figura 37, se representan todos los datos obtenidos en celdas de color,
gue corresponden a un valor de unidades arbitrarias en su tabla de datos, con las
muestras de cada uno de los grupos glucémicos en las columnas, y los metabolitos
obtenidos, en filas. La escala de color de rojo intenso a azul intenso, indica si la
correlacién es positiva o negativa, respetivamente, asi como su intensidad segun la
intensidad del tono de color. El mapa de calor nos permite identificar metabolitos
que son diferentes en cada situacién o subgrupos de una muestra, en nuestro caso
normoglucemia (nG), prediabetes (pDm) y diabetes (Dm).

Las agrupaciones obtenidas entre las categorias de pacientes aparecen
expresadas en forma de diagramas de arbol. Lo ideal hubiera sido que hubiera tres
ramas que separara las tres categorias glucémicas, sin embargo, en muestras
humanas esto rara vez sucede porque la dispersién interindividual suele ser muy
grande y se necesita un tamafio muestral elevado para evitar esa dispersion. En la
parte de la derecha del mapa se representan, también mediante un diagrama en
arbol, las agrupaciones entre los metabolitos del estudio, muchas veces porque

comparten ruta o se relacionan con rutas similares.
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Figura 37: Mapa de calor original para cada individuo. En la parte superior tenemos

representados todos los individuos marcados con un color en funcién del grupo al

que pertenecen (rojo = normoglucémicos (nG); verde = prediabéticos (pDm) y azul =

diabéticos (Dm)).

La figura 38 representa de forma mas visual y simplificada los resultados de la
figura anterior. Las escalas de color se interpretan de igual forma que en la figura 37.
Se observa que, en general, los metabolitos se encuentran en mayor proporcidén en

sujetos del grupo nG y en menor proporcién en el grupo Dm, aunque con excepciones
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en algunos metabolitos. Los metabolitos en los que podemos observar una variacién
en la proporciéon de mayor a menor, desde el grupo normoglucémico, pasando por los
prediabéticos y diabéticos son: 3-m-2-oxovalerato, citrato, dimetilamina, malonato, N-
nitrosodimetilamina, creatinina, trigonelina, urea, xantosina, 3-indoxisulfato, hipurato,
m-histidina y formato. Por otro lado, el Unico metabolito que se encuentra de menor a
mayor proporcion desde el grupo normoglucémico, pasando por los prediabéticos y

llegando a los diabéticos, es el mioinositol.
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as figuras 39A y 39B muestran las graficas con las medias y desviaciones tipicas de
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las unidades arbitrarias de los metabolitos seleccionados en el paso anterior segun
el grupo glucémico. Se utilizan dos graficos para separar los metabolitos en funcion
de las proporciones existentes entre los mismos. En el grafico 39A se representan
los metabolitos de menor proporcion, mientras que en el grafico 39B se
representan los metabolitos con mayor proporcién. Se aprecia cdmo hay un
descenso en la proporcion de estos metabolitos cuando pasamos de pacientes
normoglucémicos, a aquellos con una prediabetes y, finalmente, a pacientes con

diabetes, a excepcidon del mioinositol, con un comportamiento inverso.
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6,0000
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Metabolitos menor proporcion

119



Unidades arbitrarias

6. RESULTADOS
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180,0000 - - m NORMOGLUCEMICOS

160,0000 - B PREDIABETICOS

140,0000 - B DIABETICOS

120,0000 -
100,0000 -
80,0000 -
60,0000 -
40,0000 -
20,0000 -

0,0000 -

citrate hippurate  creatinine urea
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Figuras 39A y 39B: Concentraciones de metabolitos (media y desviacidn tipica) de

los metabolitos seleccionados en el mapa de calor en funcién del grupo glucémico.
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Como hemos podido observar en el apartado de resultados, de los espectros
obtenidos por H-NMR se ha conseguido identificar 39 regiones de metabolitos, de
los cuales se seleccionaron los 15 (leucina, 3-metil-oxovalerato, glutamato, citrato,
dimetilamina, lisina, cis-aconitato, malonato, tirosina, colina, etanol, creatinfosfato,
creatinina, trigonelina e hipurato) que en el analisis univariado mostraron
diferencias estadisticamente significativas en el grupo Dm con respecto a los grupos
pDmy nG.

Como se observa en la tabla 10 del apartado de resultados, cuando
consideramos el grupo metabodlico al que pertenecen los 15 metabolitos con
mayores diferencias al comparar los sujetos diabéticos respecto de los no diabéticos
(normoglucémicos mdas prediabéticos) se comprueba que los metabolitos
identificados pertenecen en su mayoria al grupo de los aminoacidos, seguido del de
los acidos organicos y los organonitrogenados, observandose ademas que la
mayoria se encuentran disminuidos significativamente en el grupo Dm respecto a
los otros dos grupos poblacionales, a excepcidn de los metabolitos cis-aconitato y
etanol, los cuales se encuentran aumentados en Dm respecto de los no diabéticos
(nG+pDm). Por otra parte, glutamato, creatinfosfato, colina y lisina, se encontraron
aumentados significativamente en pDm con respecto a nG y Dm.

Ya en el analisis multivariado hay que resefiar que la trigonelina, que si
encontré diferencias estadisticamente significativas entre categorias glucémicas en
el analisis univariado, desaparece como metabolito discriminativo tras estimar los
VIP scores y el Boxplot, por lo que no se considerd en posteriores analisis de
metabolitos candidatos. De modo inverso, la metilhistidina, en el modelo
multivariado, aparece como metabolito discriminativo pese a que no se obtuvieran
diferencias estadisticamente significativas en el andlisis univariado, y por eso se
consideré como un metabolito candidato mds a considerar tras el analisis de los VIP
scores y Boxplot.

Por otro lado, los resultados obtenidos en los mapas de calor muestran una
tendencia en algunos de los metabolitos, lo cual es interesante para poder definir
la evolucién de la patologia en funcidn de la proporcién de metabolitos obtenidos.
Asi, de los 13 metabolitos que se ha hallado producen tendencia mediante esta

técnica analitica: 3-m-2-oxovalerato, dimetilamina, malonato, trigonelina, m-
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histidina, hipurato, citrato, creatinina, N-nitrosodimetilamina, xantosina, 3-
indoxysulfato, formato, urea y mioinositol, los seis Ultimos no parecian relevantes
en analisis anteriores, por lo que seria interesante ver qué posible relacion tienen
con la patologia diabética.

Seran pues un total de 22 metabolitos los que finalmente se han
considerado como potenciales marcadores metaboldmicos y que serdn objeto de
esta discusidén, en la que se revisardn los metabolitos primero segln grupos
bioquimicos para en una segunda parte hacer una exposicion de metabolitos segun

las categorias consideradas en el continuo disglucémico del presente trabajo.

7.1. Metabolitos implicados en la diferenciacion de los grupos glucémicos segun
su naturaleza bioquimica.

7.1.1. Metabolismo de los aminoacidos (AA)
AA y a-cetoacidos de cadena ramificada: Leucina y 3-metil-2-Oxovalerato

La leucina (Leu) se clasifica dentro de los aa ramificados (AAR) y a su vez,

como un aa alifatico no polar esencial. Los AAR son aminoacidos esenciales cuya
estructura de carbono estd marcada por un punto de ramificacion. Son
fundamentales para la vida humana y estan particularmente involucrados en el
estrés (catabolismo observado en condiciones como sepsis, politraumatismo...), la
produccién de energia (degradacion en metabolitos del ciclo de Krebs,
gluconeogénesis y cetogénesis) y el metabolismo muscular (sintesis proteica). A
pesar de sus similitudes estructurales, los AAR participan en diferentes rutas
metabdlicas, en concreto, la Leu Unicamente en el metabolismo lipidico, siendo el
unico AAR exclusivamente cetogénico, al catabolizarse en acetoacetato y acetil-
CoA, mientras que Valina e Isoleucina son de orientacion gluconeogénica y mixta,
respectivamente. De especial interés en el tema central del trabajo actual, la Leu
estimula la liberacidon de insulina, que a su vez estimula la sintesis de proteinas e

inhibe su degradacion (49).

El 3-metil-2-oxovalerato es el a-cetoacido de cadena ramificada derivado de

la lIsoleucina. Los q-cetoacidos son los metabolitos que se generan como
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consecuencia del primer paso del catabolismo de los AAR, reaccién que se realiza a
través de una transaminacion mediada por la transaminasa-2 de AAR muscular
(BCAT2). Posteriormente, los O-cetodcidos se metabolizan mediante el complejo
deshidrogenasa de aminoacidos ramificados (BCKDH) hacia sus productos finales,

cetogénicos y glucogénicos (92).

AA polares con carga: Lisina y Acido glutamico/Glutamato

La lisina (Lys) es un aa alifatico polar (con idn positivo) esencial. Su déficit se
relaciona con inmunodeficiencia. Se han encontrado niveles bajos de Lys en
pacientes con enfermedad renal, aunque el significado de estos niveles no estd
claro. Probablemente los requerimientos de Lys se ven aumentados en situaciones

de estrés (49).

El glutamato o acido glutamico (Glu) se clasifica como aa alifatico polar (con
idn negativo) no esencial. Participa en diferentes rutas metabdlicas como precursor
(ciclo de Krebs, ciclo de la urea, gluconeogénesis...), pero ademas es uno de los
neurotransmisores de rapida excitacion mas abundantes del sistema nervioso en

mamiferos (49).

AA aromaticos: Tirosina

La tirosina (Tyr) se clasifica como aa aromatico no esencial ya que se puede
sintetizar a partir del aa aromatico esencial fenilalanina. Ademas, es la precursora
de las catecolaminas (adrenalina, noradrenalina y dopamina), neurotransmisores
del sistema nervioso simpatico. También es precursora de hormonas tiroideas,
catecolestrogenos y melanina. Afadir que también es un importante aa en muchas

proteinas y péptidos, ademas de encefalinas (49).

7.1.2. Organonitrogenados: Colina, Dimetilamina y metil-Histidina
La colina es el componente basico de la lecitina que se encuentra en
muchas plantas y o6rganos animales. Es importante como precursor de la

acetilcolina, como donante de metilo en varios procesos metabdlicos y en el

124



7. DISCUSION

metabolismo de los lipidos. Los humanos pueden sintetizar pequefias cantidades
(al convertir la fosfatidiletanolamina en fosfatidilcolina (PC)) aunque se debe

consumir en la dieta (49).

La dimetilamina, que pertenece a la misma ruta metabolica que la colina, es
una amina secundaria organica presente en la orina y que normalmente se
encuentra elevada tras el consumo de marisco, pescado y alimentos ricos en colina.
Las principales fuentes de dimetilamina urinaria incluyen la trimetilamina N-6xido
(procedente de la colina) y la dimetilarginina asimétrica (ADMA), un inhibidor

endogeno de la sintesis de 6xido nitrico (49,93).

La metilhistidina pertenece a la clase de compuestos orgdnicos conocidos
como histidina y derivados. Hay, principalmente, dos tipos de metilhistidina, la 1m-
histidina y la 3m-histidina. La 1m-histidina no se sintetiza en humanos y la
obtenemos a partir de la ingesta de carne, por lo que representa un buen marcador
de la dieta (94). La 3m-histidina se forma a partir de la metilacién postraduccional
de los residuos de histidina de las proteinas de actina y miosina (49,94). La 3m-
histidina es liberada durante el catabolismo proteico, pero no se puede reutilizar;
por lo tanto, la concentracion plasmatica y la excrecidon urinaria de 3m-histidina son
marcadores sensibles de actina y miosina, y se estima que aproximadamente el
75% de la 3m-histidina se origina en el musculo esquelético, por lo que proporciona
un indice de la tasa de degradacion de las proteinas musculares (49,94), como
también se observa en el reciente estudio de Koshikawa et al. (95).

Ademas, la degradacién intestinal de proteinas y la ingesta de carne
también modifican los niveles de 3m-histidina (94). Con respecto a los seres
humanos, la 3m-histidina, estad asociada a varias enfermedades tales como DM2,
esofagitis eosinofilica y enfermedad renal; también se ha relacionado con el

trastorno metabdlico innato conocido como acidemia propidnica.

7.1.3. Metabolismo energético: Creatinfosfato y Creatinina
El creatinfosfato (CrP) es el metabolito que se obtiene a partir de la

fosforilacion de la creatina a través de la reaccién mediada por la creatinkinasa.
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Juega un papel basico en la produccion de energia en el tejido muscular estriado de
cara a la contraccién del mismo, mediante la fosforilaciéon del ADP a ATP. A su vez,
la deshidratacién y desfosforilaciéon del CrP genera creatinina como producto de
degradacion. La creatinina se produce de manera constante, principalmente en el
musculo, pasando al plasma desde donde es eliminada a través de la filtracion
glomerular y excretada parcialmente a nivel tubular (49). La medida de la
creatinina en suero se utiliza de forma estandarizada como indicador de la funcion

renal (49,71).

7.1.4. Metabolismo de los acidos organicos
Intermediarios del ciclo de Krebs: Citrato y cis-Aconitato
El citrato es un acido organico intermediario del ciclo de Krebs o de los
acidos tricarboxilicos, también llamado ciclo del acido citrico por ser, dicho acido,
punto de partida del ciclo. Se obtiene a partir de acetil-coA y oxalacetato, y
continda su metabolismo hacia la produccion de D-isocitrato mediante la doble
accién de la aconitasa, obteniendose un metabolito intermedio que es el cis-

aconitato.

Malonato

El malonato o acido maldnico pertenece a la clase de compuestos organicos
conocidos como acidos dicarboxilicos y derivados. En los humanos, el malonato
participa en una serie de reacciones enzimaticas, en particular, el malonato y el
acetato se pueden convertir en acetoacetato, reaccion mediada por el enzima
acido graso sintasa, que también sintetiza malonato y coenzima A (coA) a partir de
malonil-CoA, por lo tanto, el malonato estd implicado en la sintesis de acidos grasos

(49).

Hipurato

El hipurato o acido hipurico es un acido organico que se obtiene mediante la
union del acido benzoico con el aa glicina, por lo que también es una acilglicina. Es
un componente normal de la orina y, aunque no existe ningun beneficio para la

salud bien documentado asociado a él, salvo que se puede ver elevada su
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concentracién con el consumo de compuestos fendlicos (49), puede aparecer en

humanos como un producto excretor de fuentes naturales o no naturales (96).

7.1.5. Alcoholes y alcaloides: Etanol y Trigonelina
El etanol no se sintetiza en el cuerpo humano pero si es metabolizado, por
la alcohol deshidrogenasa, en acetaldehido (producto mas téxico que el etanol) y
este a su vez es metabolizado por la aldehido deshidrogenasa en acido acético, el
cual se va a convertir en acetil-CoA, un intermediario metabdlico clave tanto en el
catabolismo para la produccion de energia (ciclo de Krebs, B-oxidacion,
fosforilaciéon oxidativa), como en el anabolismo para la biosintesis de glucosa,

acidos grasos, cuerpos cetonicos, aminoacidos y neurotransmisores (49).

La trigonelina pertenece a la clase de compuestos organicos conocido como
alcaloides y derivados. Se encuentra en mayor concentracién en algunos alimentos
como el café, el guisante, las semillas de fenogreco y de cafiamo; ademas, es un
producto del metabolismo de la niacina (vitamina B3) que se excreta en la orina
(49). En la medicina tradicional china se ha utilizado el fenogreco como tratamiento
de la DM, el cual, como hemos visto, posee como principal alcaloide la trigonelina

(40,97).

7.1.6. Otros

El primer metabolito de este ultimo grupo es la N-nitrosodimetilamina
(NDMA). Su exposicidon de debe a una amplia variedad de fuentes, entre las cuales
se encuentran las fuentes ambientales, de consumo y ocupacionales, ademas
también puede formarse en el estdmago durante la digestidon de alimentos que
contienen alquilaminas. En el higado, la NDMA se degrada en otras sustancias, la
mayoria de las cuales abandonan el cuerpo en un periodo de 24 horas através del
aire que se exhala de los pulmones y de la orina, junto con la NDMA que no se ha

degradado (98).

El indoxisulfato es un metabolito que pertenece al metabolismo del

triptéfano y de la tirosina, encontrandose en condiciones normales en plasma y
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orina. Se ha identificado como toxina urémica, provocando la aceleracion de la
esclerosis glomerular y la fibrosis intersticial, incrementando la tasa de progresion
del fallo renal (49,99).

El formato esta involucrado tanto en la produccion de acidosis metabdlica
como en la interrupcién de la cadena de transporte de electrones mitocondrial

mediante la inhibicién de la actividad de la citocromo oxidasa (49).

El mioinositol es una isoforma del inositol (ciclohexano con seis grupos
hidroxilo) y es la mas comun en la naturaleza. Se encuentra en alimentos, como
cereales con elevado contenido en salvado (49). El ser humano lo sintetiza,
principalmente en el rifidn, a partir de glucosa, via glucosa-6-fosfato y actia como
precursor de mensajeros secundarios como los inositoles fosfatos, ademas de
formar parte de los fosfatidilinositoles (49,100). También se utiliza como
tratamiento para el sindrome de ovario poliquistico porque actia aumentando la
sensibilidad a la insulina, lo que ayuda a mejorar la funcidon ovarica y reduce el

hiperandrogenismo (49).

La xantosina, también conocida como ribosido de xantina, pertenece a los
compuestos organicos conocidos como nucledsidos de purina y en los humanos,
participa en diversas reacciones enzimaticas relacionadas, principalmente, con el

metabolismo de las purinas (49).

El dltimo metabolito que presenta una tendencia en nuestros grupos de
pacientes es la urea. Como es sabido, la urea es uno de los principales
componentes de la orina que se sintetiza a partir de la degradacién de proteinas,

de acetil-CoA y aminodacidos, en el ciclo de la urea.

128



7. DISCUSION

7.2. Metabolitos implicados en la diferenciacion de los grupos glucémicos segun
categorias glucémicas.

En base a los metabolitos que aparecen alterados en el grupo Dm de nuestro
estudio, podriamos destacar varios entornos metabdlicos que veriamos afectados.

En primer lugar, la mayoria de los aminoacidos y derivados que hemos
hallado relacionados con la DM poseen una orientacién cetogénica, algunos
exclusiva como leucina y lisina y otros mixta como tirosina y 3-metil-2-oxovalerato,
gue se muestran disminuidos en el grupo de Dm. Ello estaria expresando una
tendencia a la sintesis de cuerpos cetdnicos respecto de los no diabéticos, con la
consiguiente disminucidn de sus precursores (figura 40).

En segundo lugar, se observa un compromiso en el estatus energético
muscular representado por unos valores disminuidos de creatinfosfato que estaria
relacionado con alteraciones en los sistemas basicos de produccién de energia
como el ciclo de Krebs, el cual se encontraria acelerado. Ello provocaria en un
extremo del ciclo una elevacion de cis-aconitato y en la parte opuesta una
disminucion en el efecto bloqueante sobre el ciclo debido a la disminucién de los
niveles de malonato, que es un inhibidor efectivo de la succinato deshidrogenasa
que transforma el succinato en fumarato (figura 40). Es cierto que se observa una
disminucion en los niveles de citrato urinario, pero ello puede ser justificado por un
aumento de su reabsorcidén renal.

El tercer grupo metabdlico afectado es el de la colina y su derivado, la

dimetilamina, en el que se observa también una disminucién en Dm (figura 41).
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Figura 40: Ciclo de Krebs y sus metabolitos intermediarios. En esta figura se
representan 9 de los 14 metabolitos mas significativos de nuestro estudio y en qué
punto del ciclo de Krebs se ven implicados. En color rojo se sefialan los metabolitos
gue estan disminuidos significativamente en el grupo Dm respecto del grupo de no
diabéticos (nG+pDm). En verde se sefalan los metabolitos que se encuentran
significativamente elevado en el grupo DM respecto del grupo de no diabéticos

(nG+pDm).
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[ ACCION BACTERIANA J - ELIMINACION
DIETA INTESTINO HIGADO ORINA
HUEVOS Y LEGUMBRES COLINA

PESCADO TMA === DMA e

TMAO

.

TMAO: trimetilamina-N-oxido
TMA: trimetilamina
L DMA: dimetilamina

Figura 41: Ruta de degradaciéon de colina y eliminacién de dimetilamina (DMA). En
rojo se sefalan los metabolitos que se encuentran disminuidos de forma

significativa en el grupo DM respecto al grupo de no diabéticos (nG+pDm).

En resumen, de los metabolitos que nos permiten diferenciar el grupo Dm
de los otros dos (pDM y nG) se encuentran disminuidos en el grupo Dm: leucina,
lisina, 3-m-2-oxovalerato, tirosina, glutamato, m-histidina, hipurato, colina,
dimetilamina, creatinfosfato, creatinina, citrato, malonato y trigonelina; y se
encuentran aumentados en el grupo Dm: cis-aconitato y etanol. Ademas, la colina
nos permite establecer diferencias significativas entre los tres grupos de manera

gue el grupo pDM se diferencia también del grupo nG.

Son multiples los trabajos en los que encontramos involucrados estos
metabolitos en la linea de nuestro estudio, como los que relacionan el papel de los
AAR y AAAr en individuos que presentan resistencia a la insulina, obesidad y DM2,
ademas de estar relacionados con la prediccién de progresion hacia DM2 (54,71-
75,101) y enfermedad coronaria (81).

En nuestro estudio la leucina se encuentra disminuida en el grupo Dm con
respecto a los nG y pDm, disminucién que también se observa, en los niveles
séricos de AAR, en los trabajos de Del Coco et al. (102), en el cual también se
observa una disminucién de lisina, tirosina, glutamato y citrato en suero, y de Shin
et al. (103), destacando el primero una mayor reduccién en estados diabéticos
avanzados y demostrando, el segundo, que la alteracién en la sefalizacion de la

insulina hipotaldmica puede disminuir los niveles plasmaticos de AAR al inducir la
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actividad hepdtica de la a-cetoacido deshidrogenasa de cadena ramificada
(BCKDH), una enzima limitante de la velocidad en la via de degradacion de AAR.

En el trabajo de Liu et al., se describe una disminucién de los AAR en plasma
(81) en linea con nuestro estudio en orina, en el que los niveles del 3-metil-2-
oxovalerato se encuentran disminuidos de forma estadisticamente significativa en
las muestras de orina del grupo Dm, con un patrén similar al seguido por la leucina,
por lo que la misma argumentacién detallada para dicho AAR acerca de la
actividad de la BCKDH podria explicar la disminucién de este metabolito, ya que
tanto AAR como O-cetodcidos son previos a la accion de la deshidrogenasa citada.

Las alteraciones tempranas en los AAR se han relacionado con el riesgo de
desarrollo de DM2, pero las complejas alteraciones metabdlicas subyacentes a la
fisiopatologia de la DM2 siguen en proceso de esclarecimiento (104), pudiendo,
ademas, contribuir la disminucién de la leucina a la decreciente capacidad de
sintesis de insulina que se observa en la progresién de la DM2.

El hecho de que sélo se vean afectadas las lineas de la leucina e isoleucina y
no la de la valina, dentro de los AAR, podria indicar un consumo incrementado de
estos dos aminoacidos debido a una mayor tendencia metabdlica en la DM2 hacia
la cetogénesis y lipogénesis respecto a la gluconeogénesis, ya que la leucina es solo
cetogénica, la isoleucina mixta y solo la valina es exclusivamente glucogénica, como
se especificd con anterioridad. Sin embargo, como ocurre también con los AAR,
estudios muestran disminuciones significativas de tirosina (AAAr) en pacientes con

DM2 (81,102,105).

En el estudio realizado por el grupo de Ottosson et al. obtuvieron valores
disminuidos de lisina en muestras de plasma de pacientes con DM2 y ECV con
respecto al grupo normoglucémico (106). En nuestro estudio los valores de lisina se
encuentran disminuidos de forma significativa en las muestras de orina del grupo
Dm respecto al de los grupos pDm y nG. Por otro lado, la lisina es también un
aminodcido cetogénico y, en el mismo sentido que lo que les ocurre a los AAR, sus
niveles podrian disminuir de cara a un incremento en la produccion de

acetoacetato (figura 40).
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Aunque hay poca evidencia que la lisina esté involucrada en el desarrollo de
DM2, el grupo de Bago et al. también detectaron niveles disminuidos en DM2,
respecto al grupo normoglucémico, niveles que se recuperaron tras el tratamiento

con el farmaco insulinosensibilizador rosiglitazona (107).

Por otro lado, el grupo de Yoursi et al. consiguieron medir 2178 metabolitos
en saliva, sangre y orina de 188 individuos con DM2 y 181 normoglucémicos.
Mediante un andlisis multivariado de regresion lineal identificaron metabolitos
asociados con diabetes y posibles marcadores de enfermedad aguda y control
glucémico a corto y largo plazo. En el grupo DM2 observaron una disminucién
estadisticamente significativa de glutamato y m-histidina en orina, entre otros
metabolitos, con respecto al grupo normoglucémico (108).

Este resultado apoya el obtenido en nuestro estudio donde, pese a que las
diferencias no fueron significativas en m-histidina, si que es un marcador con
tendencia a disminuir segin nuestro VIP scores del modelo PLS-DA. Los
mecanismos por los que se produce una disminucidn de m-histidina en DM2 se
desconocen, pero si su produccidn tiene que ver con la masa muscular y el
catabolismo proteico, puede que estos pacientes tengan una menor masa
muscular, ya que el rango de edad en el grupo Dm es superior al de los otros dos
grupos en nuestro estudio. Aunque, en cualquier caso, no hay que perder de vista
que las diferencias observadas para la m-histidina no fueron estadisticamente

significativas.

Shao et al. evaluaron potenciales biomarcadores para valorar la presencia
de nefropatia diabética en pacientes DM2 y observaron niveles de glutamato en
orina significativamente inferiores en el grupo de pacientes DM2 con nefropatia
diabética con respecto a los pacientes DM2 sin nefropatia diabética (100), lo que
relaciona su disminucién con la progresion de la diabetes.

Los resultados de los estudios que evalian la evolucion del glutamato en
orina, apoyan nuestros resultados en los que se observa una disminucion

significativa del grupo de Dm respecto al resto de categorias glucémicas.
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La colina es otro de los metabolitos de nuestro estudio que se encuentra
disminuido significativamente en el grupo con Dm. Cabe destacar que la colina se
encuentra significativamente aumentada en el grupo de pDm con respecto del
grupo de nG. Teniendo en cuenta que uno de los principales destinos de la colina es
la sintesis de acetilcolina (49), la produccién de este neurotransmisor por las
células alfa del pancreas parece estimular la liberacién de insulina en las células
beta (109,110) (figura 42), aunque esta accién colinérgica parece involucrar otros
procesos moduladores del control de la secrecion de insulina por el pancreas (111),
parece clara la influencia paracrina de la acetilcolina con respecto a la liberacién de
insulina. El hecho de que la colina, como precursor de acetilcolina, se encuentre
significativamente elevado en pDm y dado que no parece légico que el aporte
externo de colina en dicho grupo pueda diferir del de los otros dos grupos
estudiados, un aumento de la sintesis hepatica de colina en pDm podria estar
detrds de dicho incremento. Aunque quedaria por relacionar dicho aumento con
una mayor produccién de acetilcolina por células alfa pancreaticas, se plantea la
hipdtesis de que la necesidad de un incremento en la secrecion de insulina este
detras del incremento de produccién enddgena de colina en pDm. Ademas, dado
gue la actividad colinérgica retarda los sintomas de la neuropatia, si el aumento de
colina en pDm potencia la sintesis de acetilcolina también a nivel sistémico, ello
puede contribuir al hecho de que la neuropatia diabética (alteracién microvascular)
no aparezca hasta que comienza el estado diabético propiamente dicho, en el que
la colina disminuye (112). Estos datos refuerzan la hipotesis planteada por la que la
colina, como precursor de la acetilcolina, esté elevada solo en el grupo de pDm.

En otros grupos de investigacion, la colina aparece como forma de
fosfatidilcolinas (PC) cuando se relaciona con DM. Los resultados obtenidos difieren
segun la PC, ya que en el grupo de Floegel et al. la lysoPC vy las acilalquilPC se
encuentran significativamente disminuidas en las muestras de suero del grupo con
DM2 (113).

El grupo de Shi et al. observd que las PC que contenian acidos grasos de
cadena impar disminuyeron en las muestras de plasma durante el seguimiento del

grupo DM2. Las alteraciones tempranas en los fosfolipidos se han relacionado con
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el riesgo de DM2, pero las complejas alteraciones metabdlicas subyacentes a la

fisiopatologia siguen sin estar claras (104).
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Figura 42: Liberacion y accién paracrina de acetilcolina y glucagdn a partir de las
células a pancreaticas con respecto a la liberacién de insulina en las células beta

pancreaticas.

En cuanto a la dimetilamina, existen pocos datos bibliograficos acerca de
este metabolito en el contexto de la DM. Se ha descrito una asociacion entre
resistencia a la insulina y niveles plasmaticos de dimetilarginina asimétrica (ADMA)
(93), dichos niveles podrian estar potenciados no solo por un aumento de su
sintesis durante la metilacidn de residuos de proteina ocurrida en las protedlisis,
sino por una disminucién en la degradacién hidrolitica de la ADMA a través de la
dimetilarginina dimetilamino hidrolasa, lo cual generaria una disminucidon de la

cantidad de dimetilamina en orina. Esta inhibicién puede ser originada, en general,
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por las especies reactivas de oxigeno, especialmente por las lipopoteinas de baja

densidad (LDL) oxidadas(114).

En la evaluacién del acido organico hipurato, Van der Kloet et al.,
detectaron niveles significativamente inferiores, en muestras de orina de 24h, en
un grupo de diabéticos que progresaron a enfermedad renal respecto al grupo que

no lo hizo (115), lo que se relaciona con nuestros resultados.

Son varios los estudios que relacionan, a través de la metabolémica, CrP y la
creatinina con la DM2. En el estudio realizado por Ripley et al., mediante
espectroscopia de resonancia magnética con fésforo-31 (*'P-MRS), un método de
imagen cuantitativo in vivo modificado, demostraron que el CrP y el ATP se
reducen en el musculo esquelético de sujetos con DM2 con respecto al grupo con
tolerancia normal a la glucosa. La fuerte correlacidn inversa entre el CrP frente a la
HbAlc y los test de tolerancia oral a la glucosa, asi como la correlacién directa
frente a la sensibilidad a la insulina y la funcion de las células beta, respalda el
concepto de que la disminucién basal de CrP en el musculo esquelético estd
relacionado con determinantes clave de la homeostasis de la glucosa. Por otro
lado, aunque la reduccién de CrP y ATP no debe interpretarse como sinébnimo de
funcién mitocondrial deteriorada, son consistentes con un defecto en la misma y
podrian contribuir a la resistencia a la insulina en individuos con DM2 (116).

Partiendo de la premisa de que los pacientes con DM2 presentan una
alteracion en la produccion de energia del miocardio y en la reserva de perfusién
miocardica, Levelt et al. utilizaron la misma tecnologia que el grupo de estudio
anterior (*'P-MRS) para medir el ratio miocardico de CrP/ATP en pacientes con
DM2 y en normoglucémicos durante la realizacion de ejercicio y en reposo. Ademas
de obtener en situacion basal de reposo una menor ratio miocardico CrP/ATP en
pacientes con DM2 que en el grupo normoglucémico, dicha ratio disminuyd en el
grupo DM2 durante la realizaciéon de ejercicio con respecto a los valores basales,
mientras que en grupo normoglucémico los valores aumentaron. Estos resultados

nos indican que el CrP/ATP se correlaciona con la alteracion de la oxigenacion y la
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perfusidn, y que el déficit energético preexistente en la miocardiopatia diabética,
ademas, se ve agravado en situacion de ejercicio (117).

Si extrapolamos nuestros resultados con respecto a estos dos estudios,
observamos en el caso del grupo Dm, que el CrP se encuentra también disminuido,
pudiendo verse reflejada la disminucion de la produccién de CrP muscular en las
muestras de orina. Como dato interesante, en el grupo pDm se observan valores
medios mayores que en el grupo nG, pudiendo reflejar un intento a nivel muscular
de aumentar la perfusion y la produccion de energia antes de que se produzca la

alteracion a consecuencia de un agravamiento de la enfermedad.

Siguiendo la estela metabdlica de su precursor, el CrP, la creatinina de
nuestro estudio también se encuentra disminuida de manera significativa en el
grupo Dm, hecho que es apoyado por los estudios de Yoursi et al., explicado
anteriormente, donde encontraron que la creatinina se encuentra disminuida en
orina, de manera estadisticamente significativa, en el grupo DM2 con respeto al
grupo normoglucémico (108). En la misma linea el grupo de Liu et al., observd
niveles de creatinina plasmatica, disminuidos tanto en pacientes con DM2, como
en pacientes que también presentaban ademas enfermedad coronaria (81).

Los elevados VIP scores obtenidos para la creatinina y el CrP, asi como las
diversas referencias que apoyan estos resultados, postulan este tandem
metabdlico como posible futuro marcador de evolucion del continuo disglucémico
en estudios metaboldmicos, aunque sin dejar de tener en cuenta la funcion renal y

la masa muscular en la valoracién del mismo.

En nuestro estudio el citrato se encuentra disminuido significativamente en
el grupo Dm, mientras que el cis-aconitato se encuentra aumentando de manera
significativa. Los resultados de los estudios metaboldmicos acerca del ciclo de
Krebs no son uniformes en su totalidad. El grupo de Wej et al. demostré que el
aumento de los niveles en orina de intermediarios del ciclo de krebs en ratones
diabéticos, como el citrato y el cis-aconitato, podria reflejar la presién del sistema

causada por la hiperglucemia sobre la funcion mitocondrial (118).
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El grupo de Castro et al. han estudiado que la aconitasa, enzima que
convierte el citrato en isocitrato, previa formacién de cis-aconitato, se puede ver
inactivada por las especies reactivas del oxigeno (ROS), en concreto por el
peroxidonitrito (ONOQ), lo cual se ha identificado en este estado en estudios
proteédmicos de modelos de animales con DM, entre otras enfermedades(119). La
aconitasa tiene un grupo Fe-S el cual es modificado por la oxidacion. Cuando el
grupo sulfoferroso de la aconitasa mitocondrial se encuentra en su forma activa
[4Fe-4S]2+, el citrato se consume en la mitocondria, a través el ciclo del acido
citrico, con su paso a isocitrato. Agentes oxidantes como ONOO lo oxidan
produciendo la inactivacion del enzima aconitasa mitocondrial, lo que produce un
acumulo de citrato mitocondrial que va a favorecer su flujo hacia el exterior de la
mitocondria para participar en la sintesis de acidos grasos (119). Este
acontecimiento nos relaciona el citrato como metabolito que podria participar en
el desarrollo de la resistencia a la insulina en el caso de no poder controlar las ROS
en la mitocondria, pudiendo desarrollarse finalmente la DM2. Tendriamos que
hacer un estudio mas exhaustivo para poder entender por qué en las muestras de
orina de nuestro grupo Dm se encuentra el citrato significativamente disminuido
con respecto al grupo pDm y el grupo nG, ya que es el acimulo de citrato por
inhibicidn de la aconitasa mitocondrial, a partir de ROS, lo que puede desencadenar
la resistencia a la insulina y el estado prediabético. En las mitocondrias, los
antioxidantes reducen el contenido de grasa y protegen contra la resistencia a la
insulina manteniendo las ROS controladas (119). En este caso, cabe suponer que la
produccién mitocondrial de cis-aconitato se va a ver disminuida en presencia de

ROS.

Por otro lado, en el estudio realizado por Murphy et al. se ha descubierto
recientemente, en humanos, otro metabolito que deriva del cis-aconitato, el
itaconato, el cual se encarga de inhibir la succinato deshidrogenasa (SDH) evitando
el paso de fumarato a succinato. Se sabe que el succinato, intermediario del ciclo
de Krebs, se acumula en situaciones de estrés celular en los macrdéfagos, activando

la sefal proinflamatoria, pero ademas también aumenta en situacién de isquemia,
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aumentando las especies reactivas del oxigeno en la mitocondria (figura 43). Estos
dos efectos provocados por el succinato son contrarrestados por el itaconato (120).
Como la produccién de itaconato depende del cis-aconitato, y este depende de la
actividad de la aconitasa mitocondrial, seria interesante poder evaluar cudl es el
punto de inflexién en el que hay suficiente cis-aconitato para poder producir
itaconato y asi poder contrarrestar la produccién de ROS, asi como cuando se
sobrepasan los limites de ROS que inhiben la aconitasa mitocondrial dejdndose de
producir cis-aconitato y por lo tanto itaconato. Este punto de inflexién puede ser
importante en el continuo disglucémico, ya que nos puede indicar el punto de

inicio de la resistencia a la insulina y por lo tanto de la patologia diabética.
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Figura 43: Inhibicién de Succinato deshidrogenasa (SDH) por itaconato.

Son distintos los estudios que relacionan el malonato, sus derivados
metabdlicos y la actividad enzimatica de las distintas rutas metabdlicas, con la
patologia diabética. El aumento de actividad de la enzima acido graso sintasa se ha

asociado a pacientes con diabetes (121), como también lo esta los elevados niveles
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de malonil-CoA y la tendencia lipogénica en dicha patologia (122). El malonato
también es un analogo del succinato (metabolito intermediario del ciclo de Krebs)
que actua como inhibidor competitivo de la succinato deshidrogenasa, por lo que
ralentiza el ciclo de Krebs y la cadena respiratoria mitocondrial (figura 40). Se ha
relacionado con la patologia CV, incluyendo la ateroesclerosis, la HTA y el fallo
cardiaco (123).

La enzima malonil-coA sintetasa (ACSF3) mitocondrial se encarga de
eliminar el malonato convirtiéndolo en malonil-coA, el cual, ademas de convertirse
en acetil-coA por descarboxilacion a través de la enzima malonil-coA descarboxilasa
(MLYCD), participa en la malonilacién de los restos de lisina de las proteinas de la
matriz mitondrial, pudiendo estar relacionado con la regulacién postranscripcional
del metabolismo mitocondrial (124). El grupo de Bowman et al. vié cémo los
modelos de ratones con obesidad y DM presentaban una mayor malonilacién de
los restos de lisina de las proteinas mitocondriales. De acuerdo con este modelo de
metabolismo de malonato, la pérdida de actividad de MLYCD genera un aumento
dramdtico en proteinas maloniladas mitocondriales debido a un aumento en la
concentracién de malonil-CoA y con ello una disminuciéon de malonato (124).

El malonil-CoA, que participa en la sintesis y degradacion de acidos
grasos, también se sintetiza por la accién de la acetil-CoA carboxilasa (ACC) y es a
su vez un regulador de CPT-1, enzima clave del transporte de grasos al interior de la
mitocondria para su degradacion. En el musculo, en el que la sintesis de acidos
grasos carece de importancia, el malonil-CoA se produce por accion de una
isoenzima especifica de la acetil-CoA carboxilasa asociado a la membrana externa
de la mitocondria, en donde también se situa CPT-1, por lo que los cambios de su
actividad se trasladan rapidamente a la actividad del transportador. En el musculo
con resistencia a la insulina los niveles de malonil-CoA estan aumentados, lo que
estaria de acuerdo con la importancia de la isoenzima muscular, codificada por el
gen ACACB y cuyas variantes se han asociado recientemente con la obesidad y
diabetes (125). Por otro lado, como ya sabemos, la leptina, que estd implicada en
la obesidad y DM2, en las células de tejido adiposo reduce la expresion de ACC

produciéndose una disminucién del malonil-CoA (figura 14) (39).
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Se ha visto que la relacidon entre los lipidos y la apariciéon de la DM2 se
puede producir en dos fases: una fase temprana, previa al aumento de los niveles
de acidos grasos vy triacilgliceroles en sangre, donde la célula muscular podria tener
un defecto muy sutil, tal vez una desregulacion del par Acetil-CoA carboxilasa/CPT-
1, que le imposibilitaria la degradacién completa de los acidos grasos, provocando
la acumulacién de lipidos que daria lugar a la resistencia a insulina; una fase tardia,
que apareceria cuando la secrecién de insulina no pudiese ya controlar la
resistencia, se produciria un aumento de los niveles de lipidos circulantes, cuya
concentracion seria ahora suficiente para vencer el bloqueo existente para su
degradacion (125). Esta es la paradoja que presenta la hipdtesis lipogénica de la
DM2, en la que, por una parte, las células musculares no utilizan glucosa por oxidar
preferentemente los dcidos grasos, y por otra, estas células acumulan acidos grasos
porque su capacidad de oxidarlos de forma eficiente esta disminuida.

En nuestro estudio, el malonato se encuentra disminuido de manera
significativa en el grupo Dm con respecto de los otros dos grupos, lo cual podria
tener relacién con el aumento de la malonilacion de los restos de lisina de las
proteinas de la matriz mitocondrial, ya que se requiere de malonil-coA, el cual es el
sustrato de la via de eliminacién de malonato. Se tendrian que hacer estudios con
pacientes diabéticos para ver si existe una relacion entre la patologia y el aumento
de la malonilacién de los restos de lisina de las proteinas de la matriz mitocondrial.
También podria tener relacion la disminucidn del malonato con un aumento de la
sintesis de malonil-coA para llevar a cabo la sintesis de triacilgliceroles en respuesta

a la resistencia a la insulina y el estado hiperinsulinémico inicial.

Tras lo expuesto, aunque con algunas discrepancias, el estatus diabético
podria realizar una presién sobre las necesidades energéticas que forzara a los
mecanismos basicos, como el ciclo de Krebs, en la obtencion de la misma. Ello
puede generar una tendencia a encontrar elevados los niveles de acidos
intermediarios de dicho ciclo en sangre, sin embargo, variaciones inducidas por el
propio control de la diabetes, otros tratamientos farmacoldgicos o diversas dietas,
pueden modificar puntualmente estos hechos. Podemos tomar como ejemplo el

citrato de nuestro estudio, disminuido en la orina de los diabéticos. Es cierto que
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desconocemos su valor plasmatico, pero si por el motivo energético argumentado
estuviese mas elevado en el grupo Dm (junto al cis-aconitato), también podriamos
encontrar su valor disminuido en orina bajo la presencia de un entorno mas acido
gue potenciara su mayor reabsorcién tubular, generando una hipocitraturia
relativa respecto a los otros grupos. La hipocitraturia es una condicidon que
promueve la litiasis renal, la cual esta relacionada en gran medida con afectos por
DM, entre otras patologias (126). Esta mayor reabsorcion de citrato no tendria
efecto sobre la cantidad de cis-aconitato eliminada por orina, que podria seguir

mas elevada en el grupo Dm.

Por otro lado, en nuestro estudio el etanol se encuentra elevado de manera
significativa en el grupo Dm con respecto a los otros dos grupos. Hay poca
evidencia cientifica de la relacion entre etanol y DM2. El grupo de investigacion de
Li et al. realizd un metanalisis a partir de 197 articulos en el que se relaciona una de
las enzimas de la via de degradacion del etanol con la DM2 y la retinopatia
diabética, la aldehido deshidrogenasa 2 (ALDH2). La ALDH2 elimina el aldehido
producido en el metabolismo del etanol y el estrés oxidativo. Se ha descubierto un
polimorfismo de la ALDH2, el rs671, relacionado con el riesgo de padecer DM2 y
retinopatia diabética. Este polimorfismo produce una disfuncién en la ALDH2, lo
gue se asocia a un acumulo de aldehido, el cual se relaciona con procesos
inflamatorios y produce deterioro de la funcién de vasodilatacidn de los vasos de la
retina, lo que conlleva al desarrollo de la retinopatia diabética en la DM2 (127).
Esta disfuncién de la ALDH2 vy el subsiguiente acimulo de aldehido posiblemente
actie como feedback negativo, inhibiendo la accion de la alcohol deshidrogenasa,
la enzima que se encarga de degradar el etanol en acetaldehido y por este motivo
el etanol podria encontrarse elevado en los pacientes con DM2 de nuestro estudio

(figura 44).
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sintetasa.

Son varios los estudios en los que se ha visto que la trigonelina reduce las
concentraciones de glucosa en sangre tanto en ratas como en humanos. lLa
administracion de trigonelina en ratas con DM protege las células B-pancreaticas,
aumentando la produccién de insulina y la sensibilidad a la misma (40,97). Ademas,
la trigonelina regula enzimas del metabolismo de la glucosa como son la
glucokinasa, la glucosa-6-fosfatasa, enzimas clave en la glucdlisis, y del
metabolismo de los lipidos como la sintasa de 4cidos grasos y la carnitina-
palmitoiltransferasa (97).

Los inhibidores de la dipeptidil peptidasa-4 (DPP-4) y de la a-glucosidasa
mejoran la sensibilidad a la insulina en pacientes con DM2 ademas de proteger las
células B-pancreaticas. En el grupo de Hamden et al. se llevé a cabo un estudio para
evaluar el efecto de la trigonelina del fenogreco sobre la actividad de la DPP-4 y la
a-glucosidasa, asi como sobre la arquitectura de las células B-pancredticas y los test
de tolerancia a glucosa y almiddn en ratas diabéticas. Observaron como las ratas
diabéticas que habian sido suplementadas con trigonelina tenian inhibidas la
actividad de DPP-4 y a-glucosidasa, tanto en plasma como en el intestino delgado.
Ademas, se produjo un aumento de GLP-1 (del inglés glucagon-like peptide-1),

suprimiendo el aumento de los niveles de glucosa y mejorando los resultados de

143



7. DISCUSION

los test de tolerancia a glucosa y almidon (figura 45) (97). Estos resultados
muestran el posible potencial que posee la trigonelina como tratamiento para la

DM2 (97).

GLP-1

DPP-4 SENSIBILIDAD INSULINA
TRIGONELINA ——) o GLUCOSIDASA|:> GLUCEMIA

Figura 45: Inhibicion de DPP-4 y a-glucosidasa mediada por trigonelina. DPP-4:
dipeptidil peptidasa-4; GLP-1: glucagon-like peptide-1.

En el estudio que realizé el grupo de Li et al., demostraron que la trigonelina
reduce la nefropatia diabética y la resistencia a insulina en ratas con DM2 a través
de los receptores activadores por proliferacion de peroxisomas (PPAR)-y (128). En
cuanto a los mecanismos moleculares implicados, vieron que la trigonelina
estimuld la expresion proteica del PPAR-y y suprimid la actividad del transportador
de glucosa tipo 4, asi como la expresion proteica del factor de necrosis tumoral ay
leptina en ratas con DM2(128).

En el grupo de Tharaheswari et al., realizaron un estudio con ratas a las que
se les inducia DM2 y se les administraba trigonelina, observando un efecto
activador de los agonistas PPAR-y ademas de un efecto protector del pancreas
mediante la disminucion del estrés en el reticulo endoplasmatico y el estrés
oxidativo producido por el dafo celular(40).

En nuestro estudio, resulta interesante observar una menor concentracion
de trigonelina en el grupo pDm y una disminucidon mas acusada en el grupo Dm con
respecto al grupo nG. Como hemos visto, la trigonelina actia sobre distintos
mecanismos favoreciendo la disminucién de la progresiéon de la enfermedad
microvascular, sobre todo. La disminucidn progresiva de los niveles de este
alcaloide en relacion con la resistencia a la insulina, podria orientar al empleo de
estos valores como factor prondstico al desarrollo de la diabetes a través de los

diversos mecanismos expuestos o, al menos, tener en cuenta la trigonelina en
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cuanto a una elaboracién dietética adecuada en personas que tengan un mayor
riesgo a padecer DM2.

Contrario a lo que cabria esperar, encontramos estudios en los que los
resultados se comportan de manera inversa a los resultados de nuestro estudio. En
la mayoria de los estudios AAAr como tirosina y los AAR leucina, isoleucina y valina
(54,71-75,101,104,129), asi como sus derivados gamma-glutamil (71), estan
aumentados en el plasma de los grupos de diabéticos y de pacientes con patologia
cardiovascular.

De los trabajos que asocian el 3-m-2-oxovalerato con DM2, como el
realizado por Menni et al., donde lo relacionan como predictor de TAG en muestras
de plasma y de orina, los niveles estaban significativamente aumentados en el
grupo DM2 con respeto de los que presentaban TAG (130). También en el grupo de
Shi et al. observaron un aumento del 3-metil-2-oxovalerato y glutamato en
muestras de plasma, durante el seguimiento del grupo de DM2 (104). De forma
similar, el grupo de Ottosson et al. obtuvo valores elevados de glutamato en
muestras de plasma de pacientes con DM2 y enfermedad cardiovascular (106).

Como ya sabemos, la colina aparece como forma de PC cuando se relaciona
con DM. En contra de los que cabriamos esperar, las diacilPC se encuentran
significativamente aumentadas en suero el grupo DM2 en el estudio de Floegel et
al. (113) y, en el grupo de Ha et al, la lysoPC también se encuentra
significativamente elevada en las muestras de plasma de los pacientes con
DM2(131).

En el grupo de Hameed et al., donde utilizan muestras de plasma y suero, el
citrato también se encuentra significativamente elevado en los pacientes con DM2,
mientras que el cis-aconitato se encuentra significativamente disminuido (101). En
otro estudio realizado por Messana et al., los niveles de citrato, dimetilamina e
hipurato también fueron significativamente mayores en las muestras de orina de
los pacientes con DM2 con peor control glucémico, con respecto a los pacientes
DM2 con mejor control glucémico y el grupo de no diabéticos (132). Sin embargo,
en nuestro estudio, los niveles de dimetilamina se encuentran significativamente
disminuidos en el grupo Dm, en la linea de lo que observamos para la colina en

dichos pacientes, y también los de citrato e hipurato.
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7.3. Metabolitos implicados en la diferenciacion de los grupos glucémicos a lo
largo del continuo disglucémico.

Como ya hemos visto, son algunos los metabolitos que, a pesar de no tener

significancia estadistica en nuestro estudio, si tienen una tendencia entre los

grupos de estudio.

El grupo de Hameed et al. realizaron una revision bibliografica sobre los
metabolitos que pueden ser posibles biomarcadores de prediccién de riesgo de
DM2 donde el indoxisulfato se encontrdé disminuido en plasma y suero en los
pacientes con DM2 (101), tendencia que también se observa en nuestro trabajo. En
otra linea, el grupo de Yang et al. consideran que el indoxisulfato puede inducir la
hipertrofia de los cardiomiocitos al promover el estrés oxidativo en la enfermedad
renal crénica (ERC). Este metabolito induce la generacién de ROS en los
cardiomiocitos mediante la disminucién de UCP2 en la ERC. Estos resultados
sugieren que la hipertrofia de los cardiomiocitos inducida por indoxisulfato es
debida, en parte, a la inhibicion de la sefializacion de AMPK / UCP2 y al aumento
del estrés oxidativo (133). Como ya hemos visto, la AMPK es un sensor del estado
nutricional de la célula (39), cuya activacion esta implicada en diversas rutas, como
la activacién de PPARs, los cuales estan implicados en el control de la homeostasis

de glucosa vy lipidos (40).

El formato es otro de los metabolitos que presenta una tendencia en el
desarrollo de la DM2, presentando una menor concentracion en el grupo Dm. El
grupo de Friedrich et al., evaluaron en una poblacion de 3986 individuos, la
variacién de biomarcadores de la homeostasis de glucosa a lo largo de 5 afios con
la presencia inicial de ciertos metabolitos en orina, encontrando que niveles
originalmente mas elevados de formato se relacionaban con una disminucion de la
hemoglobina glicosilada a lo largo del tiempo, es decir, con un mejor control
homeostatico de la glucemia (134). Ello tiene cierto paralelismo con nuestro

estudio, ya que encontramos una tendencia a la disminucién de los niveles de
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formato en el grupo en el que peor es la homeostasis de la glucosa, el Dm, por lo
gue podria ser de utilidad como posible marcador prondstico.

Shao et al. realizaron un estudio con pacientes DM2, con y sin nefropatia
diabética, donde identificaron 61 metabolitos en suero y 46 metabolitos en orina
como potenciales biomarcadores relacionados con la nefropatia diabética. En este
estudio observaron que el mioinositol estd disminuido en suero y en orina en
pacientes que presentan DM2 con respecto a los que presentan DM2 y nefropatia
diabética (100). En nuestro estudio, el mioinositol se encuentra mas elevado en
orina en el grupo Dm, que en el grupo pDm y que en el grupo nG, siguiendo una
tendencia ascendente en concentracion a medida que avanza la patologia. Este
hallazgo esta en linea con los resultados del grupo de Shao et al., ya que propone
gue el mioinositol aumenta conforme progresa la nefropatia diabética. Nosotros
encontramos una tendencia al aumento de este marcador en aquellos pacientes
con mas riesgo de padecerla, los del grupo Dm. Seria interesante ver, dentro de
nuestro grupo Dm, en los que tienen alterada la MAU o la creatinina, las diferencias
de concentracidn de este metabolito con respecto a los que no tienen afectacién
renal. Ademas, seria interesante poder averiguar si dicho aumento responde a un
intento de nuestro metabolismo por mejorar la resistencia a la insulina,

aumentando su sintesis enddégena en aquellos pacientes con DM2.

En el estudio que realizaron el grupo de Shao et al. la xantina, precursor de
la xantosina, se encuentra mas disminuida en el grupo con nefropatia diabética que
en el grupo con DM2 (100). En nuestro estudio la xantosina se encuentra también
disminuida en el grupo Dm con respecto a los otros dos grupos, por lo que
podriamos decir, al igual que con el mioinositol, que seria interesante observar la
concentracion de la xantosina en el grupo Dm que tienen alterada la funcién renal,
para ver si los niveles son mas bajos en este grupo. Estas observaciones forman
parte de un futuro e inminente estudio sobre el analisis de marcadores de lesién de
organo diana.

El grupo de Ho et al. evaluaron la asociacion de los cambios en los rasgos
cardiometabdlicos en 217 metabolitos analizados, tanto de manera transversal

como longitudinal, entre 2.383 participantes de la cohorte de Framingham
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Offspring. El indice de masa corporal (IMC) se asocié con 69 de 217 metabolitos,
entre los cuales se encuentran metabolitos del ciclo del acido citrico (isocitrato y
aconitato), del metabolismo del triptéfano, ciclo de la urea, metabolitos
relacionados con la creatina (colina) y del metabolismo de los acidos nucleicos
(xantosina), entre otros. Observaron, ademds, una superposicidon considerable en
los perfiles de metabolitos entre el IMC, la grasa abdominal, la Rl y la dislipidemia,
una superposicion media de los perfiles de metabolitos entre el IMC vy Ia
hiperglucemia, y poca superposicion con la glucosa en ayunas o la presién arterial
elevada (135). Aunque la obesidad y los rasgos cardiometabdlicos cominmente se
superponen, las vias subyacentes siguen estando definidas de manera incompleta
(135). En este caso, la xantosina, entre otros metabolitos que hemos descrito en
nuestro estudio, aparece como metabolito implicado en rasgos cardiometabdlicos
e IMC. La patologia diabética, es una patologia multifactorial que se ve afectada por
el conjunto de patologias que componen el sindrome metabdlico, por eso es
importante tener conocimiento de los metabolitos que estan implicados en
obesidad, enfermedades cardiovasculares y enfermedad renal, entre otras, para
tener un amplio conocimiento de los metabolitos que se pueden ver implicados en
el sindrome metabdlico.

El grupo de Rhee et al. combinaron la epidemiologia y la metaboldmica para
observar los cambios de los metabolitos plasmaticos de 1434 pacientes sin IRC al
inicio del estudio Framinghan Heart, observaron que, al cabo de 8 afios, 123
individuos del estudio desarrollaron IRC (eGFR<60 mL min/1.73 m2). Se obtuvieron
16 metabolitos, entre los cuales la xantosina, colina, aconitato e isocitrato fueron
identificados como potenciales marcadores de riesgo de IRC (136). Estos datos
vuelven a poner de manifiesto la relacién que puede tener la patologia renal con el
sindrome metabdlico y en concreto con la DM2, viéndose afectadas las mismas vias

en el caso de progresion de la enfermedad.

Como hemos podido observar, son varios los metabolitos con diferencias
significativas entre el grupo Dm con respecto al grupo pDm y nG. En la tabla 12 se
muestra la comparativa entre los resultados obtenidos en nuestro estudio y los

referidos en la bibliografia, salvando la circunstancia de nuestra orientacién

148



7. DISCUSION

metodoldgica hacia la obtencién de muestras no invasivas y el empleo de orina en

vez de sangre.

Tabla 12: Comparativa resultados del estudio actual vs estudios previos. En azul se

sefalan los metabolitos con los mismos resultados que nuestro estudio y en rojo

los contrarios. (M: musculo; O: orina; P: plasma, R: ratén; S: suero).

METABOLITOS

pDmM

AA Y a-CETOACIDOS DE
CADENA RAMIFICADA

ESTUDIOS PREVIOS

ESTUDIO ACTUAL

ESTUDIOS PREVIOS

ESTUDIO ACTUAL

J Leucina (P)®&1)
~l¢AAR (S)(102,103)

M Leucina
(p)(54,71-75,101,104,128)

J Leucina (O)

“MLeucina (O)

J4 3-metil-2-Oxovalerato
(P)e
1 3-metil-2-Oxovalerato
(p)(104) (p’o)(lso)

4 3-metil-2-
Oxovalerato (O)

<4 3-metil-2-
Oxovalerato (P,
0)130)

M 3-metil-2-
Oxovalerato (O)

AA AROMATICOS

J Tirosina(S) (102, 130)
(P)®E1)

M AAAr (Tirosina)
(P)(54,7 1-75,104,128)

J Tirosina (O)

AA POLARES CON CARGA

i (105)
\l,Llsuzlz-:)}’Fl’gs) (s)

J Lisina (O)

J Glutamato (0)(100, 107)
(s)02)
M Glutamato (P)(104, 105)

J Glutamato (O)

M Glutamato (O)

4 Colina111)
J Lysofosfatidilcolina

(s)112)
J Acilalquilfosfatidilcoli
na (s)12) Jd Colina (O) 1 Colinaf111) 1 Colina (O)
J Fosfatidilcolina (P)(104)
M Lysofosfatidilcolina
131
ORGANONITROGENADOS L (P)¢ _) : )
M Diacilfosfatidilcolina
(s)(112)
J Dimetilamina
M Dimetilamina (0)132) (0)
J metil-Histidina (0)07 J'met“('(;')i“idi"a
L CrP (M)(215, 116) L CrP(0) 1TCrP(O
METABOLISMO ENERGETICO J Cr (0)(107) (p)(81) 4 Cr(O) rP(0)

ACIDOS ORGANICOS

J Citrato (S)(102)
M Citrato (OR)(117) (Q)(132)
(P,s)(201)
1 cis-Aconitato (OR)(117)
J cis-Aconitato (P,S)(101)

J Citrato (O)

“Pcis-Aconitato
(o)

J Malonato (R)(123)

4 4 Malonato
(0)

J Malonato (O)

J Hipurato (0)114)
MHipurato (0)132)

<4 L Hipurato (O)

J Hipurato (0)114)

J Hipurato (O)

METABOLISMO DE LOS
ALCOHOLES Y ALCALOIDES

M Aldehido(126)

M Etanol (O)

4 d Trigonelina
(O)

J Trigonelina (O)

INDOXYL SULFATO

< Indoxil sulfato (P, S)
(101)

4 4 Indoxil
sulfato (O)

J Indoxil sulfato (O)
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Fortalezas y limitaciones del presente trabajo.

Los resultados obtenidos en el presente estudio ofrecen una adecuada
caracterizacion fenotipica de las categorias glucémicas teniendo en cuenta la
coherencia y diferencias registradas en la tabla descriptiva de la muestra (tabla 7)
en la que podemos observar un HOMA e IMC mayor en pDm que en nG o valores
de triglicéridos que permiten diferenciar de manera significativa cada una de las
categorias glucémicas.

Otra de las fortalezas del estudio es haber encontrado un grupo de
metabolitos que tienen una implicacién en la diferenciacion a lo largo del continuo
disglucémico, ademas de poder ser posibles predictores de desarrollo de
prediabetes y por lo tanto poder ser utiles para prevenir el desarrollo de la
patologia diabética.

Ademas, como ya hemos visto en el apartado de resultados, la curva ROC
obtenida para el grupo Dm muestra una muy buena capacidad de prediccion del
modelo con un area bajo la curva (AUC) de 0,984 y un area bajo la curva (AUC) de
0,9308 tras la validacion cruzada. Esto nos indica que los metabolitos descritos en
nuestro estudio nos van a servir para diferenciar el grupo de Dm de los otros dos
grupos con una sensibilidad y una especificidad elevadas.

En cuanto al grupo pDm, también ofrece una buena capacidad de prediccion
para su modelo, con sobreajuste, aunque no tan exacto como en el modelo del
grupo Dm. Ello es debido a que pese a que el AUC es de 0.91, tras la validacion
cruzada el AUC es tan solo de 0.76. El hecho de que el valor de la “n” para este
grupo no fuera muy elevado nos puede limitar que sea mas concluyente, al ser mas
dificil ajustar con mayor exactitud este modelo.

Por otro lado, los resultados obtenidos dentro del analisis metaboldmico le
dan robustez a la utilizacién de orina como futura muestra de facil obtencion para
poder diferenciar metaboldmicamente grupos de poblacion dentro de distintas

categorias glucémicas, ya que, a pesar de ser una muestra que posee una mayor
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variabilidad al verse afectada por la dieta, estilo de vida, patologias, etc., ha

demostrado su utilidad en estudios metaboldmicos.

Como se ha podido observar, existen discrepancias entre los distintos
estudios y el comportamiento de los metabolitos en los distintos fluidos bioldgicos.
Cabe esperar que la realizacién de mas estudios metabolémicos de forma mas y
mejor estandarizada, y con un mayor numero de pacientes nos permita encontrar
cual es el comportamiento metabolédmico que mas se ajusta a la patologia
diabética.

La caracterizacidn y obtencidén de pacientes prediabéticos es posiblemente
la mayor limitacién que ha presentado al inicio nuestro estudio. En posteriores
trabajos, en esta linea, se deberia subsanar este aspecto. El definir qué parametros
analiticos nos van a distribuir a los individuos del estudio dentro de este grupo ha
sido un gran handicap, ademas de la dificultad de reclutar a estos pacientes, ya que
como generalmente son pacientes jovenes sin patologia aparente no acuden a
realizarse ningun tipo de analisis. Una alternativa podria ser citar de manera
aleatoria a un grupo de pacientes dentro de un rango de edad, o también reclutar
aquellos en los que exista alguna posible sospecha de patologia diabética
incipiente. Pero, a pesar de esta limitacidn, es importante también recalcar que una
de las fortalezas que presenta nuestro estudio es la mejor caracterizacion
fenotipica de los pacientes pDm, al utilizar una herramienta que puede ser mas
precisa que la carga de glucosa, asi como poder implementar en un futuro la

utilizacién de la orina en la practica clinica de este tipo de analisis.

7.5. Futuras lineas de trabajo.

Nuestro proximo paso, en esta linea, es desarrollar un estudio que nos
permita demostrar qué metabolitos poseen un valor predictivo para las
complicaciones diabéticas macro y microvasculares y, sobre todo, para el desarrollo
de DM2 “de novo”. Otro aspecto a analizar, para acabar de caracterizar el continuo

disglucémico desde la metabolédmica, seria el analisis de potenciales marcadores de
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resistencia insulinica en grupos de nG y pDM, entendiendo que la primera fase del

continuo es la resistencia a la insulina.
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Las conclusiones a las que se ha llegado en nuestro estudio son las siguientes:

1. Se han caracterizado un conjunto de 15 metabolitos que identifican a
pacientes diagnosticados de DM2 respecto a individuos normoglucémicos y
en situacion prediabética: Leucina, 3-metil-2-Oxovalerato, Lisina, Tirosina,
Glutamato, Colina, Dimetilamina, Creatinina, Creatin-fosfato, Citrato, cis-
Aconitato, Malonato, Hipurato, Trigonelina y Etanol.

2. Se ha conseguido caracterizar 1 metabolito, la Colina, cuya elevacion en el
grupo prediabéticos diferencia significativamente al estado prediabético de la
DM2 vy de los individuos normoglucémicos, relacionando las fases iniciales de
la diabetes, principalmente, con el control paracrino de secrecidn de insulina.

3. Se han identificado 14 metabolitos en los que podemos observar un
gradiente evolutivo a lo largo del continuo disglucémico (de nG a Dm) con
valores crecientes para Mioinositol y decrecientes para 3-m-2-Oxovalerato,
Citrato, Dimetilamina, Malonato, N-nitrosodimetilamina, Creatinina,
Trigonelina, Urea, Xantosina, 3-Indoxisulfato, Hipurato, m-Histidina vy
Formato.

4. De lainterpretacion de los resultados del presente estudio se deduce que las
bases fisiopatoldgicas que llevan a la diabetes, suponen alteraciones en
diversas vias involucradas en la produccién/almacenamiento de energia, asi
como procesos reguladores a nivel pancreatico para contrarrestar los efectos

nocivos de la diabetes.
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ANEXO 1: Consentimiento informado

SITUACKON ACTUAL DEL MANEID DE LA DIABETES MELLITUS TIFOZ ¥ FACTORES DE RIESGO CARDIOMETABOLCD
ASOCIADOS EN ATENCION PRIMARIA DE LOS DEPARTAMENTOS DE SALUD 156 ¥ 18 DE LA COMUNIDAD VALENCIANA

HOJA DE INFORMACION AL PACIENTE PARTICIPANTE EN EL
ESTUDIO

Infroduccién|

La siguiente informacion describe el proyecto de investigacion “Situacion actual del manejo de |a Diabetes Melli-
tus tipo 2 y Factores de Riesgo Cardicmetabadlico asociados en Atencion Primaria de los Departamentos de Salud
15y 18 de |a comumnidad valenciana®, y su papel como participante en el mismao.

Por fawor, lea atentamente esta hoja y no dude en preguntar al investigador/facultativo sobre cualquier duda
que pueda tener acerca de la informacion que le presentamos a continuacion.

LComo surge este proyecto?

La Diabetes Mellitus &5 una enfermedad muy importante tanto en namero de pacientss que |z sufren como en las
CONSECusncias que ésta pusde acarrear. Ello supone un gasto economico-sanitario alto.

Explorar qué caracteristicas de los pacientes condicionan la evolucion o la gravedad de las enfermedades y la
sfectividad de los tratamientos instaurados en 2llos hasta el momento permite a los equipos medicos brindar una
asistencia sanitaria de mayor calidad, enriquecer la toma de decisiones y comtribuir positivaments a la relacion
con los pacientes.

i Cudl es su objetiva?

La Dizbetes Mellitus es una enfermedad caracterizada por un déficit en la secrecion o accion de la insulina, y que
produce alteraciones en el metabolismo de los hidratos de carbono, grasas y proteinas, resultando una hiperglu-
cemia mantenida responsable de comphcaciones a nivel retiniano [pudiendo llegar a provocar ceguera), renal
ipudiendo llegar a hemodialisis) y nervioso [pudiendo provocar pérdida de sensibilidad), entre otros.

La Diabetes mellitus muy frecuentemante también se asecia a obesidad, elevacion de lipidos y de ka presion
arterial. Esta asociacidn hace del diabético una persona con muy elevado riesgo de desarrollo de complicaciones
como amputacion de pienas, infartos cerebrales o de corazon.

Teniendo en cuenta el demostrade beneficio de la deteccion y tratamientos precoces de las complicaciones provo-
cadas por la Diabetes y los factores de riesgo a ella frecuentemente asociades, este estudio se propone conocer
&l grado de control glucémico v de los factores de riesgo para el desarrollo de complicacienes de la poblacion con
Diabetes Mellitus tipo 2 seguida en Atencion Primara de los Departamentos de Salud 15 y 18 de 3 Comunidad
valenciana. También pretende evaluar queé medidas de deteccion precoz de estas lesiones se estan aplicando.

i Cudl es su papel en el estudio?

5e |e realizara una entrevista y una exploracion antropomeétrica (Peso, Talla, medicion de cintura, toma de presion
arterial segin normas internacionales). Esto junto con variables analiticas extraidas de controles previos [en el
ultimo ano] que su médico |previa autorizacion por su parte mediante |z firma del Consentimiento Informado)
obtendra de [a revision de su Historia Clinica sera incluido en una base de datos que servira para conocer los obje-
fivos comentados en el punto anterior,

La duracion de la entrevista clinica y exploracion sera de aproximadamente 15 minutos.
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SITUACION ACTUAL DEL MAMESO DE LA DIABETES MELLITUS TIFO2 ¥ FACTORES DE RIESGO CARDIOMETABOLICO
ASOCIADOS EN ATENCION PRIMARLA DE LOS DEPARTAMENTOS DE SALUD 15 ¥ 18 DE LA COMUMIDAD VALENCIANA

Participacion voluntaria

Su participacion en este estudio es voluntaria. Usted puede rehusar participar en el mismo o retirarse de €l en
cualguier momento sin estar obligadoy/a a justificar ni explicar su decision. Mi rechazar ni aceptar parficipar en este
estudio influird de manera alguna en la atencion medica que recibe habimualmente.

Confidencialidad

Sus datos personales y de contacto permaneceran andnimos y seran confidenciales a todos los efectos, no podran
sar divulgados ni develades, por ko que todo el material escrito, impreso y electronico serd codificado y disociado,
solo conocido por el grupo de investigadores, segun lo previsto en la Ley Organica 15/199% de 13 de diciembre de
“proteccion de Datos de Caracter Personal”. Los datos originales seran conservados en el Centro Sanitario y solo
tendran acceso los investigadores del estudio o en caso de Inspeccion por las Autoridades Sanitarias Espanolas.

A8 quién contactar en caso de necesitar mds informacion?

El equipo de investigacion responsable de llevar adelante este proyecto podra responderls todas sus preguntas
sobre su papel como participante en el proyecto y sobre otros aspectos relacionados con el mismao.

Facultativo:

Telefono de contacto del centro:
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10. ANEXOS

SITUACION ACTUAL DEL MANEID DE LA DIABETES MELLITUS TIFD2 ¥ FACTORES DE RIESGD CARDIOMETABOLICD
ASOCIADOS BN ATENCION PRIMARIA DE LOS DEFARTAMENTOS DE SALUD 15 Y 18 DE LA COMUNIDAD VALENCIANA

CONSENTIMIENTO INFORMADO AL PACIENTE PARTICIPANTE
EN EL ESTUDIO

He leido y entiendo la Hoje de informacion ol paciente gue se me ha entregodeo, asi como este Consentimiento
Informado. He podidoe hocer preguntas sobre el estudio y han sido contestodas sotisfactoriomente. Acepio wolun-
tariomente participar en este estudio.

|Firma del paciente] [Fecha] £ !

{Firma del investizador) {Fecha) Y
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10. ANEXOS

Secci6 de Medicina Interna.
Hospital Verge dels Lliris.
Alcoi.

ANEXO 2: Hoja de recogida de datos de pacientes

Fecha peticién:__/ /20

SIP:

Apellidos: Nombre:
Edad:  Sexo:

Antecedentes familiares de diabetes: si/no
Familiar con diabetes: padre/madre/ambos/abuelos/ninguno

HTA: si/no Dislipemia: si/no

Tabaquismo: si-rubio/si-negro/exfumador/no

Farmacos:

Marca Dosis Momento de la toma (1-1-1)

PA Clinica 12Toma 22Toma | 32 Toma Promedio de tres

Peso: kg; Talla: m; IMC ; Masa Grasa: %;
Brazo dcho: ; Brazo izq: ; Per. abdominal:
Eventos CV previos:si/no

ITB Derecho Izquierdo
Brazo

Pedia

Tibial posterior
ITB
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10. ANEXOS

PAS (mmHg)

PAD (mmHg)

FC (lom)

24h  est24h dia estdia noche est nhoche Dip (dia-nit x100/dia)

PAS (mmHg)

PAD (mmHg)

PAM (mmHg)

FC (lom)
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10. ANEXOS

K OENERALITAT VALENCIANA

(ONSllllRIA SANITAT

AGENCIA VALENCIANA DE SALUT
Hospital “Verge dels Lliris”

D. Jorge GISBERT BERTRAN, como secretario del Comité
Etico de Investigacion Clinica del Hospital “Virgen de los Lirios” de
Alcoy.

CERTIFICA:

Que el proyecto de investigacion titulado "CARACTERIZACION
METABOLOMICA EN LA EVOLUCION FISIOPATOLOGICA HACIA LA
DIABETES MELLITUS TIPO 2”, cuyos investigadora principal, dentro de
los trabajos de su tesis doctoral, es dofia Maria de los Desamparados Cortés
Tormo, Licenciada en farmacia, residente de farmacia con destino en el
hospital “Virgen de los Lirios” de Alcoy, fue evaluado favorablemente en
la reunion extraordinaria del CEIC de 28 de febrero de 2014.

Y para que conste y surta efecto, se expide el presente certificado en
Alcoy, a cuatro de marzo de de dos mil catorce.

HOSPITAL “VERGE DELS LLIRIS”- Poligon Caramanxel, s/n — 03804 — ALCOI — Tel. 96 553 74 00 — Fax. 95 553 74 48 1
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