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3. ANTECEDENTES Y ESTADO ACTUAL DEL TEMA

3.1 BREVE RESENA HISTORICA

La diabetes fue descrita por primera vez alrededor del afio 1.500 A.C. por los
antiguos egipcios, quienes la consideraron una circunstancia patoldgica en la que los
individuos orinaban en exceso, acompafiada de una pérdida ponderal involuntaria (1). El
término diabetes mellitus (DM), que expresa el dulzor de la orina de los afectados, fue
utilizado por primera vez por el médico griego Aretaeus, que vivid entre los afios 80 y
138 D.C. (1). Sin embargo, no fue hasta el afio 1776 cuando Mathew Dobson realmente
comprob6 un aumento de la concentracién de glucosa en orina de los pacientes con esta
enfermedad (2).

La DM fue reconocida como una entidad clinica con la fundacion de la revista
cientifica “New England Journal of Medicine and Surgery ”, en el afio 1812 (3). En el
momento de su reconocimiento, su prevalencia no estaba documentada, y se desconocian
por completo los mecanismos fisiopatoldgicos responsables de la enfermedad. No existia
ningun tratamiento efectivo y la DM resultaba ser fatal en semanas o meses después de
su diagndstico.

Fue ya en el afio 1921 cuando Frederick Banting y Charles Best descubrieron la
insulina, al revertir de forma experimental la DM inducida tras pancreatectomia total en
perros, con un extracto de las células de islotes pancreaticos de animales sanos (4).
Posteriormente, junto con James Collip y John Macleod, purificaron la insulina a partir
de pancreas bovinos, y fueron los primeros en usarla para tratar exitosamente a un
paciente con DM (3). A partir de entonces, la produccion de la insulina y su uso
terapéutico se extendid rapidamente alrededor de todo el mundo, transformando el

panorama de una enfermedad de alta letalidad debida a las complicaciones agudas
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derivadas de la hiperglucemia grave y a la deficiencia de insulina, al de una entidad
cronica en la que la morbi-mortalidad viene derivada fundamentalmente de la afectacion
sistémica micro- y macrovascular.

En el transcurso de los ultimos 200 afios se han producido avances
transcendentales en la comprension de las causas subyacentes de la DM, el enfoque para
su prevencion y el tratamiento farmacoldgico, asi como de sus complicaciones cronicas.
Aunque la DM aln asocia una esperanza de vida reducida, las perspectivas para los
pacientes con esta enfermedad han mejorado de forma espectacular permitiéndoles por lo

general, llevar una vida activa y productiva durante muchas décadas (5).

3.2 DEFINICION, CLASIFICACION Y PATOGENIA DE LA DIABETES

MELLITUSTIPO 1

3.2.1 Definicion de la diabetes mellitus

La DM pertenece a un grupo de enfermedades metabdlicas, consecuencia de la
deficiencia en el efecto de la insulina resultante de una alteracion en la funcién endocrina
del pancreas o de una disminucion en la sensibilidad a la insulina de los 6rganos diana.
Durante el desarrollo de la enfermedad, la glucemia se eleva a valores anormales hasta
alcanzar concentraciones nocivas para diferentes 6rganos y sistemas acompafandose, en
mayor o0 menor medida, de alteraciones en el metabolismo lipidico y proteico, acarreando

finalmente una afectacion microvascular y macrovascular multiorganica (6).

3.2.2 Clasificacion de la diabetes mellitus
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En la clasificacion vigente segun la Asociacion Americana de Diabetes (ADA)

(6), bajo el término DM se engloban las siguientes categorias:

1. Diabetes mellitus tipo 1 (DM1), que se divide a su vez en dos subtipos: DM1 A

0 autoinmune, secundaria a una destruccion inmuno-mediada de las células B del
pancreas que causa un déficit absoluto de insulina; y la DM1 B o idiopética en la que
existe insulinopenia y tendencia a la cetoacidosis diabética, con iguales caracteristicas
clinicas y fenotipicas que aquellos con DM1 A, pero en la cual los marcadores seroldgicos
de autoinmunidad son negativos y tampoco se encuentran haplotipos de predisposicion
en el sistema del antigeno leucocitario humano (HLA).

2. Diabetes mellitus tipo 2 (DM2) secundaria a la presencia de resistencia a la

accion de la insulina a nivel central y en tejidos periféricos, con una respuesta secretora
compensadora insuficiente, y finalmente, una pérdida progresiva de la secrecion
enddgena de insulina.

3. Diabetes gestacional. Se define como la diabetes diagnosticada en el transcurso

del segundo o tercer trimestre de gestacion, consecuencia del efecto diabetogénico de las
hormonas placentarias.

4. Diabetes por otras causas, incluyendo un amplio espectro de subtipos de diabetes

de diferente etiopatogenia, entre las que destacan:
- Diabetes monogénica: de transmision genética, como la diabetes neonatal o la
diabetes del adulto de debut en jévenes (MODY).
- Diabetes secundaria a enfermedades del pancreas exocrino: como la diabetes
relacionada con la fibrosis quistica o con la pancreatitis cronica.
- Diabetes inducida por medicamentos. Se han descrito multitud de farmacos que

podrian inducir el desarrollo de DM, especialmente en individuos con
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predisposicion, como los glucocorticoides, farmacoterapia para HIV/SIDA, o
después de trasplantes de drganos.
- Diabetes asociada a otras endocrinopatias Como acromegalia, sindrome de

Cushing, feocromocitoma, etc.

La DM1 y la DM2 son entidades metabdlicas heterogéneas, en las que la clinica
y la progresion de la enfermedad son muy variables. La clasificacion etioldgica es
importante para determinar el manejo terapéutico de la enfermedad, pero en determinadas
circunstancias, no es facil establecerla en el momento del debut. El paradigma tradicional
en el cual el diagndstico de DM2 ocurre solo en adultos y la DM1 solo en la edad
peditrica, no es valido en la actualidad ya que ambas enfermedades pueden acontecer
practicamente a cualquier edad (7). En la DM1, pese a que la forma de presentacion tipica
acontece en la infancia y adolescencia, en una cuarta parte de los casos debuta en adultos
jévenes. La DML continta siendo la forma més prevalente de diabetes durante la infancia,
ya que aproximadamente dos tercios de los nuevos diagndsticos se presentan en pacientes
menores de 19 afos, a pesar del aumento en la incidencia de DM2 observado
recientemente en este grupo etario (8; 9). La forma de presentacion sintomatica es la triada
cardinal clésica consistente en poliuria, polidipsia y pérdida ponderal no justificada. La
clave fisiopatologica es una disminucion de la secrecion de insulina resultando en
hiperglucemia y una predisposicion al desarrollo de cetoacidosis diabética, que es el
cuadro clinico de presentacién en aproximadamente un tercio de la poblacién pediatrica
(10). El inicio de la DM1 suele ser mas variado en adultos, y en muchas ocasiones no
presenta la triada clinica cardinal clésica al debut (6). ElI debut de la DM1 ocurre
frecuentemente en el contexto de un proceso intercurrente, siendo el origen infeccioso el

desencadenante mas frecuente.
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Debido al incremento de la prevalencia de obesidad, especialmente en la infancia
(11), en la actualidad no resulta excepcional la coexistencia de obesidad o sindrome
metabdlico y DML, con datos de resistencia y deficiencia de insulina en el mismo paciente
(12). Evidenciar la insulinorresistencia mediante determinaciones hormonales, o por
medio de su expresion clinica - acantosis nigricans - o determinar la positividad del
estudio de autoinmunidad o haplotipos HLA de predisposicion, facilita el diagnéstico
diferencial entre DM1 y DM2. Si bien en alguna circunstancia, al momento del debut
puede existir cierta dificultad en la clasificacion del subtipo de diabetes, la etiologia suele
tornarse mas evidente con el paso del tiempo y el seguimiento evolutivo.

La consecuencia ineludible de la insulinopenia (ya sea absoluta o relativa) es la
aparicion de la hiperglucemia y, a partir de entonces, los pacientes con cualquier subtipo
de DM corren el riesgo del desarrollo de las complicaciones crdnicas asociadas, aunque
con distinciones en las tasas de progresion segun el subtipo de DM y comorbilidades

coexistentes.

3.2.3 Fisiopatologia de la diabetes mellitus tipo 1

La fisiopatologia estd mejor caracterizada en la DM1 que en la DM2 (13). En
ambos subtipos de DM, diversos factores genéticos y ambientales pueden inducir la
pérdida progresiva de la masa y/o funcionalidad de las células B. La DML es el resultado
de la destruccion autoinmune de la célula p pancreatica. Este proceso ocurre en sujetos
genéticamente  susceptibles, con la interaccion de agentes externos como
desencadenantes, y con una progresion lenta durante los cuales el individuo se encuentra
libre de sintomas. Estudios gendémicos indican que los loci genéticos asociados a la DM1

y la DM2 no se superponen, aungue existen datos de que ciertos marcadores de

18



Nattero Chéavez, L.

inflamacidn subclinica como la interleucina-1 podrian desempefiar un papel en la pérdida

de la célula  en ambos subtipos de DM (14).

e Susceptibilidad genética en la DM1

Los alelos del HLA del complejo mayor de histocompatibilidad (CMH) son los
que presentan una mayor asociacion en el riesgo de desarrollar DM1. A pesar de ello, se
estima que este locus representa menos del 50% de la susceptibilidad genética a la DM1,
por lo que la co-asociacion con otros loci de predisposicion es obligatoria para el
desarrollo de la enfermedad (15; 16).

La prevalencia poblacional de genotipos de alto riesgo es muy variable,
explicando, probablemente, la razén por la que la DM1 tiene una incidencia étnica
heterogénea. Los genes importantes de susceptibilidad para el desarrollo de la enfermedad
se localizan en el cromosoma 6p (17). Estos genes codifican moléculas que funcionan
como sitio de union peptidica para los antigenos implicados en la patogénesis de la DM1,
posibilitando la presentacion del mismo a los linfocitos T y desencadenando el proceso
autoinmune destructivo (18-20). En particular, mas del 90% de las personas con DM1
portan HLA-DR3, DQB1*0201 (también conocido como DR3-DQ2) o HLA-DR4,
DQB1*0302 (también conocido como DR4-DQ8). Aproximadamente un tercio de los
individuos son heterocigotos DR3/4, atribuyéndole una mayor susceptibilidad (15).

No obstante, el genotipo del CMH no es suficiente por si solo para inducir la
aparicion de la DM1, lo que sugiere un tipo de herencia poligénica (15). Asi, los
polimorfismos de un promotor del gen de insulina, los polimorfismos en el gen antigeno-
4 asociado a los linfocitos T citotdxicos (21), y una sustitucion animoacidica de la
proteina tirosina fosfatasa (PTP) especifica de linfocitos estan asociados con el riesgo de

DM1 (22; 23).
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e Autoinmunidad asociada a la DM1

Previo al diagnostico de la DM1, la mayor parte de los individuos presentan
autoanticuerpos contra antigenos citoplasméaticos o de membrana de las células f
pancredticas. A partir de estudios realizados en familiares de primer grado de pacientes
con DML, se ha observado que la persistencia de dos 0 mas autoanticuerpos es un potente
factor predictor de DM1. La velocidad de progresion depende de la edad de la deteccidn
de anticuerpos y del numero, la especificidad y el titulo de los mismos (24). El 85-90%
de los individuos afectados son positivos en el momento del diagnostico para alguno o
mas de un marcador de autoinmunidad pancreatica. Sin embargo, el debut de DM1 de un
adolescente con agammaglobulinemia ligada a X, sugiere que a pesar de que la
autoinmunidad esta presente en la mayoria de los pacientes afectos, la pérdida de las
células B pancreaticas esta relacionada fundamentalmente con la accion citotoxica de los
linfocitos T (25).

Los autoanticuerpos ICA se observan en el 85% de los individuos con DML al
diagnostico y en sujetos pre-diabéticos (26). Los nifios con coexistencia de varios
anticuerpos parecen tener un dafio celular mas rapido y un mayor requerimiento de
insulina exdgena durante los primeros afios tras su debut (27).

Se han descrito diversos autoantigenos dentro de la célula R implicados en el
comienzo o la progresion del dafio autoinmune (26). Tabla 1. De todos los anticuerpos
identificados, los resultados de estudios en modelos animales demuestran la proinsulina /
insulina es uno de los antigenos trascendentales en el desarrollo de la DM1 (28). Los
autoanticuerpos anti-insulina (AAI) a pesar de su aparicion precoz, pierde utilidad como
marcador diagndstico al instaurar tratamiento, ya que practicamente todos los individuos

desarrollan AAI exdgena una vez comenzado el tratamiento con insulina subcutanea (30).
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Tabla 1.

Antigenos frente a los que se encuentran

autoanticuerpos en la DM1 del humano

Insulina
Acido glutamico descarboxilasa
Antigenos asociados al insulinoma 2 (o y B)

ZnT8 (transportador de zinc)

Existen otros autoantigenos ubicados dentro de la célula B implicados en la
iniciacion y/o progresion de la lesion autoinmune de los islotes. Entre ellos se han descrito
la descarboxilasa del acido glutamico (GAD) (29) — con autoanticuerpos presentes en el
70% de los pacientes al momento del diagnostico — la proteina 2 asociada al insulinoma
(IA-2 o y B) (30) — con autoanticuerpos presentes en el 58% de los pacientes al
diagnostico — y el transportador de zinc ZnT8 (31). Los autoanticuerpos IA-2
habitualmente aparecen con retraso en relacion a los AAI y los anti-GAD, y estan
fuertemente asociados con la progresion a la DM1. La presencia de dos o mas
autoanticuerpos contra GAD, 1A-2 0 AAI (32) se ha descrito como un fuerte predictor de
progresion a DM1 A. El autoanticuerpo contra el transportador de zinc ZnT8 se ha
identificado en el 60 a 80% de los pacientes con DM1 de reciente diagnostico (33). Al
mismo tiempo, el 26% de los sujetos con reactividad negativa a otros anticuerpos (AAl,
GAD, IA-2 e ICA) presentan los anticuerpos ZnT8 positivos, estableciendo el diagnostico

etioldgico autoinmune de DM1 A. En el estudio Diabetes Autolnmunity Study in the
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Young (DAISY), el seguimiento de bebés recién nacidos revel6 que los autoanticuerpos
ZnT8 aparecen posteriormente a los AAI (33), y generalmente desaparecen muy

rapidamente tras el debut de la DM1 (34).

e Factores ambientales establecidos con la DM1

El répido incremento en la incidencia de DM1 A en todo el mundo —incluida
Espafia —en las ultimas décadas (35-37) del orden de un 3,5% anual y muy especialmente
en nifios menores de 5 afios (38) sugiere la importancia de factores ambientales en el
desarrollo de DM1. EI motivo de este incremento (maés alla del hecho obvio de que el
tratamiento con insulina permite actualmente alcanzar la edad fértil y transmitir los genes
de predisposicion a su descendencia a muchos pacientes que previamente no llegaban a
reproducirse) es desconocido. Existe una hipotesis, denominada la “Teoria de la higiene”,
que relaciona la mejora del "saneamiento” con el aumento de los trastornos
inmunomediados en general (39).

En un estudio europeo, diversos factores gestacionales (como la edad materna o
la pre-eclampsia) asi como perinatales se relacionaron también con un leve incremento
en el riesgo de DM1 (40)(41).

Aunque se ha sugerido la activacion autoinmune de origen viral en la patogenia
de la DML, su asociacién continta siendo incierta. Se ha observado respuesta mediada
por inmunoglobulina M (IgM) especifica del virus B de Coxsackie en el 39% de los nifios
con DML1 recién diagnosticada, en comparacion con solo el 6% de los nifios sanos (42).
Datos observacionales (43) insintan que la exposicion a enterovirus, podria promover el
desarrollo de DM. La posibilidad de autoinmunidad inducida por virus 0 mimetismo
molecular esté respaldada por la homologia hallada entre la GAD vy la proteina F2C del

virus B4 de Coxsackie (44). Sin embargo, hay datos contradictorios acerca de la
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influencia de los virus en la etiopatogenia de la DM1 (45) llegando incluso a postularse
un papel protector frente el desarrollo de la DM1 (46).

La composicién y la edad de introduccion de diferentes componentes de la dieta
podrian influir en la etiopatogenia de la DM1 (47). Se ha planteado que cierto componente
de la albumina bovina, utilizada en formulaciones de leche maternizada, podria
desencadenar una respuesta autoinmune (48). Otra linea de investigacion sugiere que una
respuesta inmunomediada a una la B-caseina (proteina de origen vacuno), podria estar
involucrada en la patogénesis de la DM1 (49; 50).

En bebés con un riesgo elevado de DM1, la introduccion del cereal a la dieta
podria inducir autoinmunidad y el desarrollo de DM1. En dos cohortes prospectivas de
bebés con un riesgo elevado de DML, la introduccidon del cereal previo a los tres meses
de edad (51) o mas tarde de los siete meses de edad (52) se asocié con un mayor riesgo
de desarrollar autoanticuerpos de células de islote y DM1 (cociente de riesgo ajustado
[HR] 3,33; IC 95%: 1,54 — 7,18) comparado con la introduccién del cereal entre los

cuatro y los seis meses (53).

3.3 DIABETES MELLITUS TIPO 1Y ENFERMEDAD CARDIOVASCULAR

La DM es una de las enfermedades con mayor impacto sociosanitario, tanto por
su frecuencia como por las consecuencias asociadas a las complicaciones cronicas que
comporta la enfermedad, el importante papel que desempefia como factor de riesgo de
aterosclerosis y patologia cardiovascular. En individuos con DM, la ateromatosis de los
grandes vasos se manifiesta como enfermedad cardiovascular (ECV), causa principal de

morbilidad y mortalidad en estos pacientes, y la que en mayor medida contribuye al coste
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directo e indirecto de la enfermedad (54; 55). Los individuos diagnosticados de DM
desarrollan ECV con una frecuencia entre 2 a 4 veces mayor al compararlos con
individuos sin DM, manteniendo ese exceso de riesgo tras ajustar con otros factores
clasicos de riesgo CV (56). Como consecuencia, las complicaciones cardiovasculares
atribuibles a la arteriosclerosis generan un importante gasto sanitario y una considerada
reduccion de la calidad de vida, siendo responsables del 80% de la mortalidad en los
sujetos con DM vy representando méas del 75% del total de hospitalizaciones por
complicaciones diabéticas (54; 55; 57-60).

En general, los eventos cardiovasculares son mas frecuentes y ocurren mas
precozmente en los pacientes con DM1 que en la poblacion general (64-65). La tasa de
prevalencia de ECV en DM1 varia sustancialmente en base al tiempo de duracion de la
enfermedad, la edad de la cohorte, el sexo y las comorbilidades asociadas, y posiblemente
también en relacion con factores étnicos (61-63). La cohorte de Allegheny (Pittsburg,
EE.UU.) demostr6 una incidencia de eventos coronarios en adultos jovenes (entre 28 —
38 afios) con DM1 de un 0,98% anual, superando el 3% anual después de los 55 afios, lo
que la convierte en la principal causa de mortalidad en ese grupo etario (64). En
comparacion, la incidencia del primer ECV en la poblacion no diabética oscila entre 0,1%
en personas de entre 35 a 44 afios de edad, hasta llegar a un 7,4 % en adultos de 85 a 94
afnos (65).

No obstante, a pesar de un mayor riesgo de ECV en individuos con diagndéstico
de DM1 (66), la fisiopatologia subyacente a estos eventos, y la relacién entre otros
factores de riesgo de ECV y la DM1, no estan bien documentadas. Muy recientemente,
Sousa et al. (67) han comunicado que, en pacientes de la cohorte del DDCT/EDIC, la
incidencia de ECV se asocia con la presencia de autoinmunidad cardiaca; en pacientes

DM1 con mal control metabolico [hemoglobina glicada (HbA1c) > 9%, la presencia de 2
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0 mas anticuerpos cardiacos al inicio del seguimiento se asocié a una mayor incidencia
de ECV vy calcificacion coronaria décadas después. En contraposicion, en pacientes con
DM2 un control metabdlico deficiente no parece asociarse con la presencia de
autoinmunidad cardiaca, sugiriendo un posible mecanismo patogénico especifico de la
ECV en DM1. Del mismo modo, las anormalidades metabdlicas asociadas al exceso de
peso en la DM1, como el estado proinflamatorio subclinico, probablemente modifican el
riesgo de ECV (66; 68), aunque de forma diferente a lo que acontece en la DM2 (56).

Los datos actuales y las recomendaciones de consenso apoyan que la DM, en
general, debe ser considerada una situacion de alto riesgo cardiovascular, en coexistencia
de otros factores de riesgo cardiovasculares asociados, y en la mayoria de los pacientes
tras 10 afios del diagndstico. Sin embargo, el enfoque diagndstico-terapéutico
encaminado a la prevencion y reduccion del riesgo de ECV en la DM1 se ha basado, en
gran parte, de la extrapolacién en la experiencia del manejo en la DM2 (56), en estudios
poblacionales y ensayos clinicos aleatorizados en cohortes exclusivamente conformadas
por pacientes con DM2, o del anélisis de todos los pacientes con DM sin distincion del
subtipo de la misma. Considerando las diferencias en el tiempo de evolucion de la
enfermedad, y la dispar fisiopatologia subyacente a ambas entidades, es imprescindible
aumentar la evidencia cientifica rigurosa acerca del incremento del riesgo cardiovascular
y la presentacion clinica de la ECV en la DM1.

La prevencion de ECV en la DM1 se remonta en sus origenes a los resultados del
Diabetes Control and Complications Trial (DCCT) (69), en el que se observo una
tendencia hacia un menor namero de eventos cardiovasculares en la rama de tratamiento
intensivo en pacientes con DM1. Inmediatamente tras completar el DCCT (69), en el afio
1993 se ofrecio tratamiento intensivo a los pacientes del grupo convencional y el 93% de

los participantes (n = 1.394) acordaron colaborar en su prolongacion, el Epidemiology of
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Diabetes Interventions and Complications (EDIC) (70). Al finalizar los 11 afios de
seguimiento del EDIC, la diferencia de HbA1c entre el brazo de tratamiento intensivo
(HbA1c.=7,4 %) y el brazo de tratamiento convencional al final del ensayo DCCT (HbA1c
= 9,1 %) se redujo considerablemente, con valores similares en ambas ramas de
seguimiento (7,9% y 7,8%, respectivamente). La duracion media de la terapia intensiva
o convencional durante el DCCT fue de 6,5 afos. Los eventos cardiovasculares en el
EDIC incluyeron el infarto de miocardio no mortal, accidente cerebrovascular, muerte
cardiovascular, angina documentada o revascularizacion coronaria. Durante todo el
periodo de seguimiento (17 afios de promedio), 46 eventos cardiovasculares ocurrieron
en 31 pacientes de la rama intensiva, en comparacion con 98 eventos en 52 pacientes del
grupo de la rama convencional del DCCT (0,38 versus 0,80 eventos por 100 paciente-
afio) (70). Esta diferencia representd una disminucion del 42% en cualquier evento
cardiovascular (IC 95%: 9 — 63), asi como una reduccion del 57% de los eventos
cardiovasculares graves (infarto de miocardio no mortal, accidente cerebrovascular o
muerte por causa cardiovascular, IC 95%: 12 — 79) (70). En comparacion con los
pacientes de la rama de tratamiento convencional, aquellos pertenecientes al brazo de
tratamiento intensivo del DCCT también presentaron una reduccion de muerte de origen
cardiovascular, durante el periodo de seguimiento de 17 afios del EDIC (70). Mas aun, en
una publicacion mas reciente de DCCT / EDIC (71), con 1.429 pacientes seguidos
aproximadamente durante 27 afios, se observO una importante reduccion relativa del
riesgo, aunque modesta en términos absolutos, de mortalidad por todas las causas en
pacientes inicialmente asignados a la rama de tratamiento intensivo (43 muertes en el
grupo de terapia intensiva versus 64 en el grupo convencional [razon de riesgo (HR) 0,67;
IC 95%: 0,46 — 0,99]) (71). Las causas mas comunes de muerte fueron las ECV (22,4%),

el cancer (19,6%), y las complicaciones agudas de la DM (hipoglucemia y cetoacidosis
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diabética, 17,8%). Por lo tanto, la rama intensiva de tratamiento durante el desarrollo del
DCCT de tan solo 6,5 afios de duracion, redujo el riesgo de mortalidad durante al menos
los siguientes 20 afios, en comparacion con la rama convencional, a pesar de ausencia en
la diferencia en los niveles de HbA1c durante el periodo de observacién posterior al
DCCT. La presencia de albuminuria también se asocié de forma independiente con la
ECV, pero las diferencias entre los dos grupos de tratamiento se mantuvieron después del
ajuste de estos pardmetros de afectacion renal. Estos resultados apoyan que un control
glucémico aceptable, mantenido en un periodo de tiempo (6,5 afios de duracion media del
estudio DCCT) tiene un beneficio perdurable en la reduccion de la morbilidad y
mortalidad cardiovascular en los pacientes con DM1.

Los fundamentos propuestos para explicar este efecto incluyen una menor
exposicion a los productos finales de glicosilacion avanzada (AGE), o el efecto en la
reduccion de la incidencia de la enfermedad renal y la neuropatia cardiaca autonémica
(NCA), entidades que se han visto implicadas en el desarrollo de la ECV en pacientes con
DM1. Una publicacion derivada del estudio observacional EDIC (70) revelé que la
progresion del grosor de la intima-media carotidea, una medida de aterosclerosis
subclinica, fue significativamente menor en aquellos pacientes de la rama intensiva en
comparacion con la rama convencional durante el DCCT (72).

Los resultados del DCCT/EDIC son respaldados por hallazgos similares de
estudios observacionales. Como ejemplo, en un estudio de cohortes de 879 individuos
con DM1 seguidos durante 20 afios, los niveles elevados de HbA1c se asociaron con
mortalidad cardiovascular y por todas las causas, independientemente de la duracién de
la DM1, el tabaquismo, la hipertension y la proteinuria. Los individuos en el cuartil mas

alto de HbA1c (> 12%) mostraron un aumento de la mortalidad por todas las causas [riesgo
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relativo (RR): 2,4; 1C 95%: 1,5 — 3,8] y de origen cardiovascular (RR: 3,3; IC 95%: 1,8
— 6,1) en comparacién con los individuos en el cuartil mas bajo (< 9,4 %) (73).

En la evaluacion de la cohorte del Swedish National Diabetes Registry, en el que
se siguieron a 33.915 pacientes con DM1 y 169.249 personas sin DM durante un periodo
promedio de ocho afios, la mortalidad fue mayor en las personas con DM1 (74). Aunque
el riesgo se incrementd en aquellos sujetos con DM1 con los valores mas elevados de
HbA1c (> 9,7%), los pacientes con un HbA1c < 6.9 % también tenian un incremento del
riesgo respecto a la poblacion sin DM. Sin embargo, estos hallazgos deben ser tomados
con cautela dada la evaluacién incompleta de los niveles de HbA1c para muchos de los
pacientes durante el periodo de observacion, lo que dificulta determinar si existe un
exceso del riesgo de mortalidad en pacientes con adecuado control glucémico desde el
momento del diagnostico.

Resultado de los hallazgos del DCCT (69) y el EDIC (70; 75) se ha instaurado
como objetivo del tratamiento de la DM1 el manejo intensivo frente a la terapia
convencional. EI manejo intensivo de la DM1 se ha convertido en el estandar del
tratamiento y ha incrementado la longevidad de los pacientes con DM1 en nuestra practica
clinica habitual, mejorando su grado de control metabélico. Por otro lado, el fenotipo de
la DM1 también se ha modificado, observandose un aumento de la prevalencia de
obesidad y sindrome metabdlico, que se asocia con pardmetros de insulinorresistencia, y
que repercute negativamente en el patron de complicaciones cronicas tanto micro- como
macrovasculares. Sin embargo, nuestro conocimiento de la ECV en la DM1 viene en gran
parte, de la era anterior a los estudios previamente mencionados, con un control
glucémico menos estricto del implementado en la actualidad. De ello deriva, el interés

por obtener datos epidemiologicos y establecer la interrelacion entre factores de riesgo y
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eventos cardiovasculares en el perfil de pacientes que atendemos actualmente en nuestras

consultas.

3.4 ENFERMEDAD ARTERIAL PERIFERICA EN LA DIABETES MELLITUS

TIPO 1.

La enfermedad arterial periférica (EAP) es una manifestacion de la enfermedad
oclusiva arterial arterioesclerdtica en las extremidades inferiores. La EAP presenta una
mayor prevalencia y se desarrolla de forma méas prematura y extensa, en pacientes con
DM en comparacién con sujetos sin ella (76; 77). Mientras que la presencia de EAP es
un factor de peso mayor para la amputacion de miembros inferiores, especialmente en
pacientes con DM (78-80), su presencia también es un marcador de enfermedad
aterotrombatica en otros lechos vasculares del organismo (81). A pesar de que existe
suficiente evidencia y conocimiento en relacion con la EAP en la poblacién general, en
pacientes con DM su diagndstico y manejo estd menos establecido, careciendo de datos
de calidad especialmente en poblacion con DML1.

En mayo del afio 2003, la ADA public6 un consenso sobre el manejo de la EAP
en pacientes con DM (82). Después de un acuerdo de expertos en Endocrinologia,
Cardiologia, Cirugia Vascular, Ortopedia y Podologia, se intentd responder a las
principales cuestiones que plantea el diagnostico y manejo de la EAP en pacientes con
DM de acuerdo a la evidencia existente en ese momento, aunque sin diferenciar
claramente entre DM1 y la DM2.

Datos obtenidos del Framingham Heart Study (83) ponen de manifiesto que

aproximadamente un 20% de los pacientes con EAP tienen un diagnostico de DM, aunque
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probablemente esta prevalencia esté infraestimada. Aproximadamente un 50% de los
pacientes con EAP estan asintomaticos o presentan sintomas atipicos (84), y aquellos
pacientes con diagndstico de EAP en un estadio clinico sintomatico con claudicacion
intermitente tienen un compromiso arterial mas grave (85). Sin embargo, es de crucial
importancia subrayar que en aquellos pacientes considerados clinicamente como
“asintomaticos”, la presencia de EAP subclinica es un marcador de enfermedad vascular
con afectacion sistémica de otros lechos arteriales como el coronario, el cerebral y el
renal, elevando el riesgo de eventos cardiovasculares graves como infarto de miocardio o
accidente cerebrovascular, lo que en definitiva se traduce en un aumento de la mortalidad
cardiovascular (86-89). Este es uno de los motivos del creciente interés por la EAP, dada
su capacidad predictiva tanto de enfermedad arteriosclerdtica en otros territorios arteriales
como de mortalidad cardiovascular (90).

Establecer la verdadera prevalencia de EAP en la poblacion con DM es un reto
por varios motivos: i) la forma de presentacion mas frecuente es la asintomatica; ii) las
modalidades de despistaje no estdn universalmente extendidas; y iii) la frecuente
coexistencia de neuropatia diabética que puede enmascarar la sensacién de dolor
percibida por el paciente (76; 81; 82).

Asimismo, la estimacion de la prevalencia de EAP se ve afectada por el método
utilizado para su diagnostico. Dos exploraciones ampliamente utilizadas para este fin son
la palpacion de pulsos periféricos en la exploracion fisica y la presencia de sintomas
compatibles con claudicacion intermitente. Sin embargo, ambos abordajes diagndsticos
carecen de la sensibilidad necesaria para el despistaje y diagnéstico de la enfermedad
subclinica o paucisintomatica (91). Una limitacion similar caracteriza a los estudios de

prevalencia basados en la tasa de amputacion de miembros inferiores (82).
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Con el fin de instaurar métodos de despistaje adecuados, consensuados y
validados para la deteccion de las formas subclinicas de EAP en pacientes con DM1, que
permitan establecer una actitud terapéutica preventiva efectiva en términos de reduccion
de mortalidad cardiovascular, es de vital importancia conocer su prevalencia. No
obstante, como ya se ha comentado, los estudios de prevalencia y las indicaciones de
despistaje de EAP actuales en pacientes con DM estan basados en cohortes de sujetos con
DMZ2, que no son necesariamente equiparables ni extrapolables a la poblacion con DML1.

Aunque las guias de préctica clinica actuales difieren sustancialmente en las
indicaciones de la realizacién del despistaje (Tabla 2), en general, se recomienda la
utilizacion del indice tobillo-brazo (ITB) como prueba no invasiva inicial para excluir la
EAP (82; 86; 92-97).

La validacion de la medicion del ITB mediante eco-Doppler en el despistaje de la
EAP asintomatica permite una estimacién de la prevalencia mas fiable que las
exploraciones mencionadas previamente (86), con una sensibilidad del 95% y una
especificidad cercana al 100% en estudios validados mediante confirmacién angiografica
considerada como el patrdn oro en el despistaje de la EAP (98). Un ITB menor de 0,9 es
indicativo de EAP (82; 86; 99), permitiendo identificar una obstruccion superior al 50%
en el territorio vascular de los miembros inferiores (100). Sin embargo, el rendimiento
del ITB en pacientes con DM es variable, con sensibilidades y especificidades que rondan

del 29% al 100%, y del 42% al 97%, respectivamente (91).
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Tabla 2. Indicaciones de despistaje en pacientes con DM segun las principales guias

préactica clinica habitual. Abreviaturas: ClI, claudicacion intermitente; DM, diabetes

mellitus; ECV, enfermedad cardiovascular, EAP, enfermedad arterial periférica; ITB,

indice tobillo-brazo; IDB, indice dedo-brazo.

Sociedad Cientifica

Indicacion de despistaje /
Metodologia
(Nivel de Evidencia si disponible)

EAP en individuos
con DM
(82)

Indicacién

=  >50 afios.

» <50 afos y otros factores de
riesgo incluyendo tabaquismo,
hipertension arterial,
hipercolesterolemia o > 10 afios
de evolucién de la DM.

American
Diabetes
Association

2003

Metodologia
ITB

Manejo de los
pacientes con EAP
(96)

Indicacion
» > 1 de los siguientes: sintomas
de CI, heridas con mala
cicatrizacion, > 65 afios 0 > 50
2011 anos cc_)n antecedentes de
tabaquismo o DM
Metodologia
ITB
(Nivel de evidencia: B)

American College
of Cardiology /
American Heart
Association

Diagnostico,
Pronostico y Manejo
de la EAP en
pacientes con Ulceras
del pie diabético
(97)

Indicacion
= No especificadas.

Metodologia
Historia clinica y palpacién de pulsos
periféricos. Se recomienda la
combinacion de pruebas no invasivas:
el ITB, IDB y la morfologia de onda de
pulso arterial

International
Working Group
on the Diabetic

Foot

2015

(Recomendacién de GRADE: fuerte;
Calidad de la evidencia: baja).
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Society for Indicacién
Vascular Surgery = Pacientes con DM > 50 afios de
Manejo del Pie / American edad
Diabético: Guia de Podiatric 2016 Metodologia:
practica clinica Association / ITB
(95) Society for
Vascular (Nivel de evidencia Grado 2C).
Medicine
. . European Society Indicacion
Guias Clinicas de of Cardiology / = No especificadas.

Diagnostico y European Society 2017

Tratamiento de la Metodologia:
forV lar
EAP (86) or vascula ITB
Surgery
Indicacion
= Pacientes con DM > 50 afos.
En < 50 afios en coexistencia
de otros factores de riesgo
Recomendaciones . (ECV o cerebrovascular,
N International . . .,
para el Pie Diabético . tabaquismo, hipertension,
Y . . Diabetes 2017 . .
en la Practica Clinica Federation hipercolesterolemia, 0 DM de
(92) mas de 5 afios de duracion).
Metodologia
Historia clinica, palpacion de pulsos
periféricos e ITB.
Indicacion
. » . »= No especificadas.
Guias de Atencion American
Megozca ADlab_ett(?s 2018 Metodoloaia
(94) ssociation Historia clinica y palpacion de pulsos
periféricos.

No obstante, y pese a dichas limitaciones, se trata de un método de féacil
implementacién, no invasivo, reproducible, econémico, con alto valor predictivo de
estenosis arterial, y una buena relacion coste-beneficio (100). La presencia de un ITB
alterado se asocia a una mayor incidencia de complicaciones coronarias,
cerebrovasculares y un mayor riesgo de mortalidad de origen cardiovascular (87-89; 101;

102), tanto en sujetos en prevencion primaria como secundaria, e incluso tras ajustar por
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los factores de riesgo cardiovascular clasicos. Por lo tanto, un ITB < 0,9 es, ademas de
una herramienta de despistaje para EAP, sindnimo de alto riesgo cardiovascular en
pacientes con EAP asintomatica.

Por otro lado, la extension del uso del ITB ha permitido hacer una estimacién de
la prevalencia de EAP asintomatica en DM. En un estudio publicado en el afio 1999 (103)
en una poblacion con DM mayor de 40 afios se comunica una prevalencia de EAP del
23%, mayor a la estimada previamente mediante otras técnicas de diagndstico como
sintomas compatibles o ausencia de pulsos periféricos. Este estudio contaba con un
namero escaso de pacientes con DM (n = 30) sin historia previa de ECV o clinica de
claudicacion, de los que solo 4 padecian DM1. En otro estudio realizado en el &mbito de
atencion primaria, en pacientes con DM mayores de 50 afios (edad media de 70 afios) la
prevalencia de EAP comunicada fue del 29% (104). En este estudio se incluyeron los
datos de 6.400 pacientes, de los que 1.025 tenian DM sin especificar el subtipo.

En las actuales Guias de la Practica Clinica de la ADA se recomienda de forma
rutinaria la anamnesis dirigida para detectar la presencia de claudicacién intermitente y
la exploracion sistemética de pulsos periféricos, complementando la evaluacién de
pacientes asintomaticos con la realizacion del ITB en funcion de la edad y factores de
riesgo cardiovascular asociados (ver Tabla 2). No obstante, dichas recomendaciones estan
basadas en los estudios de prevalencia previamente comentados (82), lo que plantea dudas
razonables acerca de la fiabilidad de su extrapolacion a la poblacion con DM1.

Otros estudios de prevalencia e incidencia de EVP en DM1 estan basados en la
presencia de amputacion no traumatica de miembros inferiores como criterio diagnostico
de EAP. Segun estos trabajos, la tasa de amputacion no traumatica en DM1 es elevada,
con una incidencia anual que oscila entre el 0,4% y 7,2% y una prevalencia de EAP

aproximada del 2,4% (105). En la base de datos de pacientes con DM de Suecia, la
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probabilidad acumulada de amputacion de miembros inferiores a los 65 afios de edad en
sujetos con DML, es del 11% para mujeres y el 21% para varones (78). Asimismo, la tasa
de amputacién de las extremidades inferiores entre los pacientes con DM1 es 86 veces
superior a la de la poblacion general. En la cohorte del EDIC, al inicio del estudio, la
presencia de calcificacion arterial en extremidades se registro en el 4,6% de la poblacion,
méas comUnmente en los hombres y en individuos > 30 afios de edad (106).

De nuevo, la principal limitacion a la que nos enfrentamos en la interpretacion de
los estudios previamente comentados en poblacién con DML, es el diagndstico de EAP
basado en la amputacion de extremidad inferior, que infraestima la enfermedad
paucisintomatica, e invalida estos hallazgos a la hora de establecer unas indicaciones de

despistaje fiables.

35 FACTORES DE RIESGO PARA LA ENFERMEDAD ARTERIAL
PERIFERICA. CALCIFICACION ARTERIAL DE LA MEDIA COMO
PROMOTOR EN LA ETIOPATOGENIA DE LA ENFERMEDAD ARTERIAL
PERIFERICA, Y SU RELACION CON LA NEUROPATIA CARDIACA

AUTONOMICA

Entre los factores predictores de la EAP en pacientes con DML1 se incluyen la
edad, el sexo masculino, la historia de lesiones o Ulceras pedias, los valores de presion
arterial diastolica, la presencia de hipertension, las concentraciones de LDL-colesterol, la
HbA1c, la duracion de la DM, la tasa de excrecion de albumina, la tasa de filtrado
glomerular, el tabaquismo y la presencia de retinopatia diabética (78; 105; 107; 108). En

un meta-analisis de 5 estudios de pacientes con DM1, cada 1% de aumento en la HbA1c
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aumento en un 18% el riesgo de EAP (109). Sin embargo, el control glucémico agresivo
con el objeto de reducir los niveles de HbA1c no parecio reducir las tasas de oclusion
arterial periférica en el estudio DCCT/EDIC pese a disminuir la incidencia de

calcificacion arterial periférica (108).

Aunque tradicionalmente la EAP ha sido considerada como la presencia de
enfermedad oclusiva arterial ateroesclerética en las extremidades inferiores, su
fisiopatologia no estd completamente elucidada (110). La presencia de enfermedades
sistémicas como la DM y la enfermedad renal crénica estan asociadas con un proceso
acelerado de calcificacion vascular y un prondstico desfavorable en el contexto de la EAP.
Por ello, la vision tradicional de la EAP centrada en la ateroesclerosis ha tornado hacia
una orientacion méas novedosa en la que se define como un proceso de enfermedad
sistémica complicada por la presencia de la calcificacion arterial de la media (CAM) que
actuaria como promotor de la propia EAP (110).

Aunque la calcificacién localizada de la capa intima es una caracteristica tipica de
la aterosclerosis, la presencia de una CAM difusa y extensa, a menudo visible en una
exploracion radiologica simple, es una forma de presentacion frecuente de la EAP en
extremidades inferiores (111). En el estudio SEARCH (112), se concluyo, tras 5 afios de
seguimiento de jovenes de 18 afios edad con una media de 8 afios de evolucién de DM1,
que un mal control metabolico y una alta prevalencia de factores de riesgo cardiovascular
clasicos como la disminucion de la sensibilidad de insulina, el aumento del indice de masa
corporal (IMC), la presencia de dislipemia o la hipertension arterial estaban asociadas de
manera independiente a un aumento de la rigidez arterial en estadios precoces de DM1.

La CAM provoca rigidez vascular y disminucion de la distensibilidad de la pared

de los vasos arteriales. Sin embargo, a pesar de un adecuado nivel de conocimiento acerca
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de los efectos adversos de CAM en la rigidez a nivel adrtico, la presion arterial sistélica,
y la perfusion coronaria, el efecto patolégico de CAM en otros lechos vasculares como
los periféricos es poco conocido. Es importante subrayar que la presencia de CAM, por
si misma, se asocia con aumento de la mortalidad cardiovascular. No obstante, la clave
es si la CAM es un agente causal directo del evento cardiovascular, o si actla en Gltima
instancia de forma indirecta acelerando el proceso de aterosclerosis o la ruptura de la
placa. A dia de hoy, se desconoce si la CAM precede o activa el desarrollo de la
aterosclerosis en la EAP, conocimiento limitado por el solapamiento de factores de riesgo
cardiovascular entre ambas entidades, la dificultad del diagnostico por imagen y la

longevidad de los pacientes.

En los pacientes con DM, la neuropatia es la complicacién microangiopatica mas
frecuente (81; 113; 114), y existe evidencia que demuestra que ésta aumenta el riesgo de
EAP (114; 115). Maltiples factores de estrés celular presentes en la DM, tales como la
inflamacién sistémica subclinica, el estrés oxidativo, y la disregulacion del sistema
AGE/RAGE (productos finales de glicacion avanzada / receptor para productos finales
de glicacién avanzada), podrian afectar simultdneamente al sistema nervioso y vascular
(85; 111). La denervacion simpética de las células de la musculatura lisa vascular esta
también implicada en la etiopatogenia de CAM (106; 110). Se ha objetivado una
prevalencia de CAM mayor del 90% en las arterias pedias de pacientes con o sin DM
sometidos a simpatectomia lumbar unilateral o bilateral (110; 111). La NCA es una
complicacion microangiopatica muy prevalente en los pacientes con DM, y también se
ha relacionado con un aumento de la morbilidad y mortalidad cardiovascular (116). El
arbol vascular recibe inervacion simpatica que controla la resistencia periférica de los

vasos sanguineos. Estas fibras eferentes se encuentran a lo largo de toda la tunica media
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y secretan neurorreguladores al fluido extracelular que rodea las células de la musculatura
lisa vascular. No obstante, el como est4 orquestada esta relacion bidireccional entre la
musculatura vascular y el sistema nervioso autbnomo, y las consecuencias de la pérdida
de su regulacion son factores poco conocidos. Evidencias previas, incluido el estudio
SEARCH Cardiovascular Disease (117), sugieren que los pacientes jovenes con DM1
pueden presentar signos precoces de disfuncion autondmica. El sistema nervioso
autonomo regula la frecuencia cardiaca y el tono vascular y, por lo tanto, su disfuncién
puede contribuir a la rigidez arterial en individuos con DM1. En la cohorte del Pittsburgh
Study (118), tras 18 afios de seguimiento en 144 adultos con DM1,se comunicd una
asociacion significativa entre parametros de NCA y rigidez arterial medida por anélisis
de onda de pulso, no explicada por otros factores de riesgo cardiovascular clasicos.

La pared vascular arterial de un vaso sano esta protegida de la calcificacién a
través de la produccion y secrecion activa de inhibidores de ésta por las células de la
musculatura lisa vascular. Para que se desencadene el proceso de la calcificacion vascular
mediado por células de la musculatura lisa, es probable que varias circunstancias deban
presentarse simultaneamente. En un microambiente desfavorable, donde podria coexistir
la denervacion simpatica como cofactor etiopatogénico, las células de la musculatura lisa
vascular pierden los mecanismos de defensa esenciales contra la calcificacién como son
la expresion de inhibidores de la misma, sometiéndose a un ciclo vicioso de muerte celular
y transdiferenciacion, que finalmente desencadena un fenotipo osteo/condrogénico que
puede impulsar activamente la mineralizacion, tipicamente caracterizada por el
incremento de la expresion de marcadores relacionados con la transdiferenciacion 0sea,
como la sialoproteina 0sea, la fosfatasa alcalina, y el Runx2 (110).

El Runx2 se considera el principal regulador de esta diferenciacion osteo/

condrogenica, activando la expresion de genes relacionados con la osteosintesis, y
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suprimiendo la de marcadores de musculatura lisa vascular (110). Aunque la dindAmica y
los mecanismos implicados en este proceso siguen sin estar completamente esclarecidos,
parece probable que el mantenimiento de la funcion contractil normal de la célula de la
musculatura lisa vascular sea un mecanismo de proteccion contra la calcificacion vascular
(119). Klotho, es una proteina transmembrana de 130 kDa, que se expresa especialmente
en las células epiteliales del tabulo renal distal, conocida fundamentalmente por su
funcién como cofactor de la fosfatonina o factor de crecimiento de fibroblastos-23 (FGF-
23) (120). La escision del dominio extracelular de Klotho genera una forma soluble de la
proteina secretada (s-Khloto) que se puede medir a nivel sérico. Ratones transgénicos
deficientes de Klotho desarrollan un sindrome similar a los pacientes con enfermedad
renal crénica, con hiperfosfatemia y mdltiples trastornos relacionados con el
envejecimiento precoz, incluyendo la calcificacion arterial difusa y extensa, asociado a
una menor esperanza de vida (119). El déficit de Klotho potencia el desarrollo de una
calcificacion vascular acelerada dependiente de la via del Runx2, revelando un papel
bifuncional para esta proteina tanto a nivel vascular local como un inhibidor enddgeno de
la calcificacion vascular, como cofactor requerido para la sefializacion vascular del FGF-
23 (120). En DM1 se ha sugerido que los pacientes presentan unos niveles de s-Klotho
inferiores que los sujetos sin DM (121), y que estos niveles se correlacionan de forma
inversa con marcadores subclinicos precoces de arteriosclerosis y disfuncion endotelial,
por lo que s-Klotho podria tener un efecto protector a nivel cardiovascular en esta

enfermedad.
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3.6 DIMORFISMO SEXUAL Y ENFERMEDAD CARDIOVASCULAR EN

PACIENTES CON DIABETES MELLITUS

A pesar de que las diferencias en la prevalencia de EAP entre mujeres y hombres
no han sido establecidas (82), existe una evidencia inapelable que indica una sustancial
brecha de sexo en lo referente a la fisiopatologia, estrategias preventivas, procedimientos
diagndsticos, terapias médicas e intervencionistas, y la prevalencia desigual de eventos
cardiovasculares en funcion del sexo (122).

La ECV en pacientes con DM no es una excepcion, manifestando dimorfismo
sexual en la forma de presentacion, gravedad y mortalidad (123; 124). Si bien la ECV es
mas frecuente y acontece de forma mas precoz en los hombres que en las mujeres de la
poblacion general, esta brecha de sexo es menor en los pacientes con DM, hasta el
extremo de que el RR de eventos vasculares es mayor en mujeres con DM que en sus
pares masculinos (123; 124). La evidencia actual sugiere que las mujeres con DM2 y
DM1 presentan cardiopatia isquémica de forma mas precoz y padecen una mayor
mortalidad de causa cardiovascular que los varones (123; 125).

Las primeras publicaciones que hacen referencia a este dimorfismo sexual derivan
de poblaciones con DM2 (123; 126). Los autores del Rancho Bernardo Study (128)
reportaron que el exceso de riesgo de mortalidad cardiovascular atribuible a la DM era
mayor en mujeres (3,5 veces superior respecto a no diabéticas) que en varones (2,4 veces
superior respecto a no diabéticos), tras el ajuste de maltiples variables (P = 0,048 para la
modificacion del efecto por sexo). El riesgo de sufrir un evento de cardiopatia isquémica
fatal fue también tres veces superior en mujeres con DM2 respecto a aquellas sin DM (IC

95%: 1,9 - 4,8). Las mujeres con DM2 incluso presentaron un mayor HR de ECV mortal
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(HR =14,74; IC 95%: 6,16 — 35,27) que los varones con DM2 (HR = 3,77; IC 95%: 2,52
~5,65) (123; 125).

La evidencia disponible en DM1, es congruente con los resultados obtenidos en
cohortes de pacientes con DM2, y parece mantener la misma tendencia perjudicial para
las mujeres. Un reciente meta-analisis, incluyendo méas de 200.000 pacientes con DM1
estima que la ratio estandarizada de mortalidad para la relacion por sexo (mujer/hombre)
es de 1,37 (IC 95%: 1,21 - 1,56) para la mortalidad por todas las causas y de 1,86 (IC
95%: 1,62 — 2,15) para mortalidad de causa cardiovascular, concluyendo que las mujeres
con DM1 presentan un de exceso de mortalidad por todas las causas del 40% y el doble
de eventos cardiovasculares fatales en comparacion con los hombres con DM1 (124). En
lo referente a la ECV no mortal, el dimorfismo sexual en la enfermedad isquémica
coronaria parece aun mas marcado, presentando una relacion mujer/hombre de 2,54 (IC
95%: 1,80 - 3,60) (124).

La insuficiencia cardiaca es otra entidad que presenta una mayor prevalencia en
pacientes con DM que en la poblacion general (123). El diagnostico de DM incrementa
en un 40% la probabilidad de presentar insuficiencia cardiaca en comparacion con
poblacion sin DM, aumento del riesgo que se mantiene tras el ajuste por edad [OR: 2,8
(IC 95%: 2,2 - 3,6)] (123). ElI Framingham Heart Study también sugiere la presencia de
dimorfismo sexual en el diagndstico de insuficiencia cardiaca, ya que aunque el riesgo en
varones diabéticos fue el doble que en no diabéticos varones (P < 0,05), en mujeres
diabéticas este riesgo fue 5 veces mayor (P < 0,01) (127). Un meta-analisis incluyendo
mas de 12 millones de sujetos comunico un riesgo dos veces y cinco veces superior de
desarrollar insuficiencia cardiaca en mujeres con DM2 y DM1, respectivamente, respecto
a mujeres sin DM. Los hombres con ambos tipos de DM también presentan un mayor

riesgo de insuficiencia cardiaca que los hombres sin DM, aunque el riesgo fue menor que

41



Nattero Chéavez, L.

sus homoénimas femeninas (128). La causa subyacente de este aumento de riesgo en
mujeres no se conoce con exactitud, aunque apoya la presencia del dimorfismo sexual de
la ECV en pacientes con DM (123).

La evidencia disponible en relacion con la enfermedad cerebrovascular y el sexo en
pacientes con DM es controvertida, aunque parece también existir un exceso de riesgo en
la mujer frente al varon tanto en DM2 como en DM1 (124; 129). A pesar de que la DM
es un factor de riesgo bien establecido para el desarrollo de enfermedad cerebrovascular,
la mayoria de los estudios no diferencian el subtipo de la diabetes (tipo 1 0 2) en el
momento de categorizar el riesgo. En una reciente y extensa revision sistematica y meta-
analisis, incluyendo mas de 12.000 eventos cerebrovasculares derivados de 64 cohortes,
la presencia de DM2 fue un factor de riesgo méas potente en el sexo femenino que en el
masculino, con un RR de 2,28 (IC 95%: 1,93 — 2,69) para la mujer y de 1,83 (IC 95%:
1,60 — 2,08) para el hombre. En comparacién con los hombres con DM2, las mujeres
con DM2 presentaron un 27% mas de riesgo de ictus tras el ajuste por otros factores de
riesgo cardiovascular (RR = 1,27; IC 95%: 1,10 — 1,46) (129).

Los datos publicados sobre el exceso de riesgo en pacientes con DM1 son parecidos.
Tanto DM1 como DM2 se han asociado a un riesgo sustancialmente aumentado de ictus
en el Nurses’ Health Study (130). Entre mujeres de edad media, aquellas con diagnéstico
de DML presentaban un riesgo de ictus respecto a mujeres no diabéticas mayor (RR =
4,7; 1C 95%: 3,3 — 6,6) que el de las mujeres con DM2 (RR =1,8; IC 95%: 1,7 — 2,0).
El riesgo observado en mujeres con DM1 mantuvo su significacion tanto para el ictus
isquemico como para el hemorragico tras ajustar por maltiples variables.

En los pacientes con DML, el exceso de riesgo esté relacionado con el tiempo de
evolucion. Un meta-analisis, ya previamente mencionado (124), estima que la ratio

estandarizada de incidencia de ictus en relacion con el sexo (mujer/hombre) es de 1,37
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(IC 95%: 1,21 — 1,56). Este dimorfismo sexual en la enfermedad cerebrovascular en
pacientes con DM ya se ha incorporado a las guias de préctica clinica habitual. En el
ultimo consenso de Prevencion del Ictus en la Mujer de la American Heart Association,
se le otorga a la presencia de DM un riesgo mayor para el desarrollo de enfermedad
cerebrovascular en la mujer que en el hombre (131).

Como es de esperar, la EAP, la ECV vy la enfermedad cerebrovascular pueden
coexistir en pacientes con DM, ya que la EAP es considerada como un equivalente de
ECV vy la ateroesclerosis un proceso sistémico difuso. La evidencia disponible acerca del
dimorfismo sexual en la EAP y la DM es muy escasa. Sin embargo, existen datos que
sugieren que las mujeres con DM tienen méas probabilidad de desarrollar claudicacién
intermitente que los hombres (132), a pesar de que la EAP en una gran proporcion de
pacientes con DM se presenta de manera asintomatica o con sintomas atipicos debido a
la coexistencia de neuropatia (82; 132).

En un estudio observacional de una cohorte japonesa compuesta por mas de 700
individuos con EAP, las mujeres tenian mas probabilidad de tener diagndstico de DM y
dislipemia, asi como de presentar EAP en un estadio mas avanzado, comparado con los
varones (133). En linea con lo anterior, el tratamiento médico-quirdrgico en pacientes
diabéticos con EAP tiene peor prondéstico en las mujeres que en los varones (123; 134).
Las diabéticas con EAP responden peor a los ejercicios de rehabilitacion, tienen una
menor supervivencia tras revascularizacién, y una mayor morbimortalidad postquirtrgica

que los hombres (134).

Pero, ¢qué factores contribuyen al dimorfismo sexual de los pacientes con DM? Los
motivos subyacentes al dimorfismo sexual de la ECV en la DM no estan elucidadas, pero

es probable que sean de caracter multifactorial incluyendo divergencias fisioldgicas
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inherentes al sexo, el impacto de los esteroides sexuales, asi como el tratamiento

diferencial de los factores de riesgo cardiovascular entre mujeres y hombres (123). En la

Tabla 3 se resumen los factores posiblemente relacionados con el dimorfismo sexual de

la ECV, asi como un resumen los eventos vasculares en pacientes con DM.

Tabla 3. Diferencias en los factores de riesgo cardiovascular y eventos cardiovasculares

segun el sexo en pacientes con diabetes mellitus.

FACTORES DE RIESGO CARDIOVASCULAR

Diferencias observadas entre sexos

Hormonas sexuales

Obesidad

Adiposidad

Dislipemia

Coagulacion

Hipertension arterial

Control de los factores
de riesgo
cardiovascular

- Niveles altos de testosterona biodisponible predicen la
incidencia de eventos coronarios en mujeres.
- Niveles bajos de testosterona total predicen la incidencia
de eventos coronarios en hombres.
- Mayor prevalencia de obesidad en las mujeres en
comparacion a los hombres, especialmente en la
menopausia.
- Asociacion més fuerte entre la adiposidad abdominal y la
mortalidad cardiovascular en mujeres que en hombres con
DM.
- Mayor prevalencia de sindrome metabdlico.
- Las mujeres tienen niveles mas altos de HDL colesterol
que los hombres.
- Diferencias estructurales de la fibrina. Las mujeres con
DM presentan un perfil protrombético mayor en estudios in
vitro, con la formacién de coagulos de fibrina mas densos y
una fibrindlisis prolongada.
- Las mujeres posmenopausicas con DM tienen una
prevalencia mayor de hipertension (> 60 afios).
- Los hombres con DM e hipertension presentan un mayor
riesgo de lesion renal.
- Las mujeres tienen un peor control de HbA1cy PA en
comparacion con los hombres.
- Predictores de enfermedad coronaria en DM1 (Pittsburgh
Epidemiology of Diabetes Complications Study)

-- S6lo mujeres: adiposidad abdominal, resistencia a la
insulina, HbA.

-- Hombres y mujeres: marcadores inflamatorios
(fibrindgeno, recuento de gldbulos blancos),
microalbuminuria.
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EVENTOS CARDIOVASCULARES

Enfermedad coronaria - Las mujeres duplican el riesgo de enfermedad coronaria en
relacion a los hombres con DM.
- IAM ocurre antes y tiene una mayor mortalidad en la mujer
en comparacion al hombre con DM
- La tasa de revascularizacion coronaria es menor en la mujer
que en el hombre con DM.

Insuficiencia cardiaca - La prevalencia de insuficiencia cardiaca es mayor en la
mujer que el hombre con DM.

Enfermedad - Los hombres con ictus tienen una mayor prevalencia de DM
cerebrovascular que las mujeres con ictus
- La DM es un factor de riesgo mas potente para el accidente
cerebrovascular en las mujeres que en los hombres

- La DM es un factor de riesgo mas importante para el
Enfermedad arterial desarrollo de claudicacion intermitente en mujeres.
periférica - Las mujeres con EAP y DM responden menos al

entrenamiento con ejercicios en comparacion con las mujeres

sin DM, y los hombres con y sin DM.

- Disminucién de la supervivencia a largo plazo tras

revascularizacion y aumento de la mortalidad posquirdrgica

en mujeres con DM.

Abreviaturas: DM, diabetes mellitus; DM1, diabetes mellitus tipo 1; EAP, enfermedad
arterial periférica; HbA1, hemoglobina glicada; 1AM, infarto agudo de miocardio; PA,

presion arterial

e Obesidad: La interaccion entre el sexo y el exceso de peso podria explicar en
parte el peor prondstico de la ECV en mujeres con DM (135). Se observa una mayor
prevalencia de obesidad en mujeres de la poblacion general (10), comparado con
hombres, especialmente a medida que aumenta la edad, y este efecto podria magnificar
potencialmente las diferencias en pronostico cardiovascular en las mujeres con DM. La
National Health and Nutrition Examination Survey (NHANES) en el periodo de 10 afos

transcurrido entre 2003 a 2004 y 2011 a 2012 reveld que la prevalencia general de
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obesidad en adultos en poblacién norteamericana, se mantuvo estable en torno al 35%
(11). Sin embargo, en mujeres > 60 afios de edad, esta prevalencia aumentd de un 32%
a un 38% (11), sugiriendo que, en la menopausia, el riesgo de ECV en las mujeres con
DM podria incluir el impacto deletéreo de la obesidad. Hay evidencia que sugiere que
la obesidad abdominal y la resistencia a la accién de la insulina son fuertes predictores
de ECV en mujeres con prediabetes y en mujeres con DM1 (136). Si bien es cierto que
la obesidad no participa por si misma en la patogenia de la DM1, en la actualidad la
coexistencia de DML1 y obesidad es una situacion que se observa con relativa frecuencia
(68). El estudio SEARCH en jovenes con DM1, utilizando mediciones antropomeétricas
bajo un protocolo estandarizado, observé una prevalencia de sobrepeso del 22% en esta
poblacion, en contraste con una prevalencia del 16 % en los sujetos de similar edad sin
DM1 del NHANES (11). En consonancia, estudios en adultos como la cohorte de
Pittsburgh reportan una alta prevalencia de obesidad, con un aumento de la incidencia a
lo largo del seguimiento (comprendido entre los afios 2004 - 2007), alcanzando una
prevalencia del 23% al finalizar el estudio (137). La evidencia emergente sugiere que la
presencia de obesidad y sindrome metabdlico en la DM1 contribuye a la aparicion de
resistencia a la insulina, dislipemia y complicaciones cardiovasculares en individuos con

DML, pudiendo ser un factor contribuyente al dimorfismo sexual (68).

e Hipertension arterial: Las mujeres normotensas suelen tener valores mas bajos de
PA que los hombres normotensos. Sin embargo, con la menopausia, las mujeres presentan
una mayor prevalencia de hipertension arterial y peor control tensional que los hombres
de edad similar (138). La causa subyacente no esta del todo esclarecida, pero la presencia
de disfuncion autonémica con predominio del tono simpatico podria estar involucrada en

la patogenia de la hipertension en mujeres posmenopausicas (138; 139). El diagnostico
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de hipertension arterial es mas frecuente en ambos subtipos de diabetes, DM1 y DM2
(140), existiendo un dimorfismo sexual que podria estar en relacion con la edad. Diversos
estudios realizados en cohortes de paises como Australia, China, Espafia 0 Suecia
demuestran una fuerte asociacion entre DM2 e hipertension arterial, especialmente en
mujeres posmenopausicas (140-142). Otro de los factores que pueden influir en la elevada
prevalencia hipertension arterial en pacientes con DM es la enfermedad renal crénica. La
evidencia actual apoya que los hombres (especialmente aquellos con hipertension arterial
y DM) tienen mayor riesgo de sufrir dafio renal, y la patogenia podria estar en relacion
con los androgenos (143). En contraste, se postula que las mujeres presentan lesion renal
menos frecuentemente, tal vez por un efecto protector de los estrégenos (143; 144).

A pesar de existir recomendaciones farmacolégicas especificas para el tratamiento
antihipertensivo segun el origen étnico/racial (145), los consensos de préctica clinica
habitual no distinguen entre mujeres y varones, a pesar de que la evidencia derivada de
estudios clinicos ilustra que los mecanismos responsables de la hipertension arterial
difieren en funcion del sexo (146). Por otra parte, otros trabajos sugieren que el estrés
oxidativo (principal mecanismo en el mantenimiento de la hipertension en el hombre),
puede presentar un papel menos predominante en la mujer, salvo en situaciones de
inflamacién sistémica o con un componente inmune asociado, tal como la preeclampsia

o0 lupus eritematoso (146; 147).

e  HDL-colesterol: En téerminos generales las mujeres presentan unas concentraciones
superiores de HDL-colesterol en comparacion con los varones (148). Sin embargo, en
mujeres con resistencia a la insulina, los niveles de HDL-C pueden disminuir (149). Al

mismo tiempo, evidencia preliminar sugiere que en mujeres posmenopausicas, las
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particulas de HDL-C son menos eficaces como agente antiinflamatorio y antioxidante

(150).

e Coagulacion: Estudios in vitro han descrito diferencias estructurales en la fibrina,
segun el sexo, en pacientes con DM (151). Las mujeres con DM presentan un perfil mas
protrombotico con formacion de coagulos de fibrina méas densos y una fibrindlisis

enlentecida (151).

e Factores sociales y culturales: Sin duda, factores socio-econdmicos y culturales
también contribuyen al dimorfismo sexual de la ECV en la DM (152). El estatus
socioecondmico, evaluado por medio del nivel educativo, ocupacion e ingresos, se asocia
de manera inversa con la prevalencia de obesidad y DM2 en los paises desarrollados
(153). Los gradientes mas pronunciados entre las mujeres se pueden observar en una
encuesta poblacional de salud realizada a nivel nacional en Canada (154). Este estudio
encontrd una asociacion entre el bajo nivel educativo y de ingresos brutos, con la
prevalencia de DM en las mujeres después de ajustar por la presencia de obesidad y la
actividad fisica. De forma semejante, un estudio poblacional europeo (155) encontr6 que
la asociacion entre los indicadores de nivel socioeconémico con obesidad abdominal y
actividad fisica fue mas potente en mujeres,. Por otro lado, también el bajo nivel
socioeconémico, evaluado por ocupacion, se relaciona con el riesgo de intolerancia a los
hidratos de carbono en los hombres, independientemente de otros factores de confusion.
Tras el reporte de un meta-analisis de estudios de casos y controles, y estudios de
cohortes, se podria concluir que un nivel socioeconomico bajo es un factor de riesgo

importante para el desarrollo de DM2 en ambos sexos en todo el mundo (156).
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e Control metabdlico de la diabetes y manejo de los factores de riesgo
cardiovascular: Unos de los mecanismos postulados para explicar el incremento
paradojico de la ECV en la mujer con DM, es un peor manejo de los factores de riesgo
(123). Estudios previos sugieren disparidad segln sexos en la intensidad, frecuencia y
grado de control de los diferentes factores de riesgo cardiovasculares, objetivandose un
peor control de la PA, y un peor control metabolico en términos de HbA1c en mujeres con
DM. Especialmente en pacientes con DM1, una de las posibles causas del exceso de
mortalidad cardiovascular podria deberse a la mayor exposicion a la hiperglucemia
cronica consecuencia del peor control metabdlico a lo largo de su vida, en comparacion
con los hombres con DML1 (135). En consonancia, en cohortes de pacientes con DM1 se
han reportado notables diferencias en cuanto al control metabdlico segun el sexo (160-
162). Las mujeres jovenes y adultas con DM1 tienen mas riesgo de presentar un peor
control glucémico que los hombres jovenes y adultos con DM1, a pesar de que el uso de
bombas de perfusion continua subcutanea de insulina con el fin de mejorar el control
metabolico esta mas extendido entre las pacientes (157-159). Este control glucémico
insuficiente, podria ser atribuido a un deterioro en la sensibilidad a la insulina durante la
pubertad de mujeres jovenes, las ampliamente conocidas alteraciones del eje hipofiso-
gonadal, o el aumento de la prevalencia de hiperandrogenismo durante la edad fértil de
mujeres con DM1 (160; 161).

Por otro lado, también se ha descrito una menor frecuencia de prescripcion de
tratamiento farmacoldgico con estatinas o antiagregantes plaquetarios en la mujer, tanto
en prevencidn primaria como en prevencion secundaria (162). Las mujeres con DM tienen
una probabilidad menor de recibir un tratamiento apropiado tanto de forma ambulatoria

como tras un sindrome coronario agudo (123; 163). De la misma manera, la
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implementacién de revascularizacién coronaria mediante angioplastia o bypass arterial

en diabéticos es menor en mujeres que en varones (164).

o Neuropatia cardiaca autonémica: La NCA en pacientes con DM1 conlleva
anomalias en la respuesta de la vascularizacion coronaria ante el estimulo simpético, que
puede manifestarse clinicamente como taquicardia en reposo, intolerancia al ejercicio,
hipotension ortostatica, pérdida de la disminucion fisiologica de la PA nocturna o “patrén
dipper”, o isquemia miocardica silente (116; 165). La forma de presentacion
oligosintomatica podria acarrear un diagnoéstico tardio de la ECV, en un estadio mas
evolucionado, y por lo tanto una mayor morbimortalidad en los pacientes con DM1. Un
indicador precoz de la NCA es la reduccion de la variabilidad de la frecuencia cardiaca,
que puede evaluarse en reposo o tras la realizacion de las maniobras propuestas por Ewing
y Clark (116; 165), las cuales involucran al X par craneal en su aferencia o eferencia.
Los factores de riesgo cardiovasculares clasicos como la elevacion de PA, LDL-
colesterol o triglicéridos y la obesidad central predicen la aparicion de la NCA (116; 165).
La estimacion de la prevalencia global de la NCA en pacientes con DM1 varia
ampliamente, en parte debido a las diferencias de la definicién de la misma, asi como la
metodologia diagnostica utilizada. No obstante, independientemente de la prevalencia
global, y a pesar de que existen resultados dispares, varios estudios han reportado una
mayor frecuencia de NCA en mujeres con DM1 que en varones (117; 166; 167). De
acuerdo con este concepto, estudios llevados a cabo en poblacion adulta sana muestran
un dimorfismo sexual en la regulacion autonémica, objetivando un predominio del tono
vagal en mujeres en edad fértil en comparacién con los hombres de similar rango etario

(168; 169). Aunque no se puede descartar un efecto cromosémico y de los genes sexuales
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sobre la regulacion autonémica cardiovascular, estos hallazgos podrian involucrar una

influencia directa de los esteroides sexuales.

o Efecto de los esteroides sexuales: El impacto de los esteroides sexuales sobre el
perfil de riesgo cardiovascular de ambos sexos continda siendo incierto. La modulacion
del sistema autonomo por los esteroides sexuales, especialmente por los estrogenos, ha
sido postulada como la razon detras de ese incremento del tono parasimpatico en mujeres
en edad fertil (170). Tanto los androgenos como los estrogenos podrian jugar un papel de
crucial importancia en el desarrollo de ECV en ambos sexos (153). Aln mas, resulta de
extremo interés que los esteroides sexuales puedan tener efectos opuestos en hombres y
mujeres (160), ya que niveles reducidos de andrégenos en hombres de todas las edades
se han asociado con un mayor riesgo cardiovascular (171), mientras que el exceso de
androgenos en las mujeres se asociado a diversos factores de riesgo cardiovascular (160;
172). Los resultados contradictorios de los estudios con estrégenos o testosterona
exogenos comparados con esteroides sexuales enddgenos, sugieren la posibilidad de que
los estudios experimentales no reflejen los mecanismos que acontecen fisiolégicamente

(123).
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INTERES DEL PRESENTE TRABAJO DE INVESTIGACION

El interés del presente trabajo radica en conocer:

1. El perfil de ateromatosis subclinica, especialmente de la EAP, en una cohorte
consecutiva de pacientes asintoméaticos con DML1 en una consulta especializada

de nuestro entorno y los factores de riesgo a los que se asocia esta entidad.

2. Establecer en qué sujetos se deberia realizar el cribado de la EAP y la NCA,
entidades estrechamente ligadas tanto entre si como a un incremento del riesgo
cardiovascular, dado que no existen recomendaciones especificas o bien las
existentes no parecen estar basadas en estudios de prevalencia especifica para la

poblacion asintomatica con DML1.

3. Valorar pardmetros clinicos o bioquimicos de estratificacion de riesgo
cardiovascular en pacientes con DM1 y con EAP asintomatica, con el objetivo de
identificar subgrupos que se podrian beneficiar de la intensificacion de la

intervencion sobre factores de riesgos cardiovascular modificables.
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5. HIPOTESIS DE TRABAJO

e La indicacion del despistaje de la EAP en las Guias de Practica Clinica no esta
basada en estudios de prevalencia especialmente disefiados en la poblacion con
DML1 asintomatica para EAP. El estudio de la prevalencia especifica de EAP
asintomatica en este subgrupo de pacientes puede modificar la indicacion del

despistaje actualmente recomendado en pacientes con DML1.

e La presencia de CAM en las arterias periféricas de pacientes asintomaticos con
DML1 se asocia con una disminucion de las concentraciones circulantes de s-
Klotho, y ambos factores estan relacionados con otros factores de riesgo

cardiovascular y disfuncién autonémica cardiovascular.

e La disfuncién cardiaca autonémica, en particular la disautonomia parasimpatica
subclinica, se asocia con un aumento de la rigidez arterial periférica definida por
un ITB elevado, independientemente de otros factores de riesgo cardiovascular

clasicos.

e La prevalencia de disfuncién cardiaca autonémica en pacientes con DM1 presenta
dimorfismo sexual, predominando en el sexo femenino; y esa diferencia puede
estar relacionada especialmente con la menopausia, en donde los esteroides

sexuales tendrian un papel etiopatogénico fundamental.
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6. OBJETIVOS DEL ESTUDIO

6.1. Primario

Determinar la prevalencia de la EAP asintomatica en una cohorte consecutiva de

pacientes con DM tipo 1 > 18 afios.

6.2. Secundarios

Determinar la prevalencia de enfermedad carotidea aterosclerdtica subclinica

asintomatica en una cohorte consecutiva de pacientes con DM1 > 18 afios.

Determinar qué factores de riesgo se asocian a un mayor riesgo de EAP o
enfermedad carotidea ateroscler6tica asintomatica, entre antecedentes personales
y/o familiares, datos de la exploracion fisica, control y evolucion de DM1 y

marcadores bioquimicos.

Evaluar la validez de las Guias de Practica Clinica actualmente vigentes con
respecto a la indicacién de despistaje de EAP en una poblacion especifica con

DML1.

Analizar si la realizacién del despistaje de EAP universal mediante ITB en
poblacion con DM1 menor de 50 afios sin factores de riesgo cardiovascular

asociados modifica el manejo terapéutico en este subgrupo de pacientes.
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Determinar qué factores de riesgo que se asocian a un mayor riesgo de CAM

periférica asintomatica.

Determinar los niveles circulantes de s-Kloto como marcador de CAM, en una
cohorte de pacientes con DM1 vy diagnostico de CAM, en ausencia de EAP,
comparandola con una cohorte pareada de pacientes con DML sin diagndstico de

CAM.

Evaluar la prevalencia de la disfuncion cardiovascular autonémica, y su
asociacion con la presencia de CAM, independientemente de la existencia de EAP

asintomatica en una serie consecutiva de pacientes con DML1.

Explorar la presentacion clinica de la NCA en funcion del sexo y la edad, y valorar
la relacion entre los esteroides sexuales y NCA, asi como su correlacion con los
indices de evaluacion de la disfuncion cardiaca autondmica en una serie

consecutiva de pacientes adultos con DM1.
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7. METODOLOGIA:

7.1. DISENO
Estudio observacional de corte transversal (ClinicalTrials.gov Identifier:

NCT02910271).

7.2. POBLACION A ESTUDIO
Pacientes con DM1 > 18 afios de edad atendidos consecutivamente en la Consulta
Monogréfica de DM1 y Consulta Monogréfica de Bombas de Insulina del Servicio de

Endocrinologia y Nutricion del Hospital Universitario Ramén y Cajal de Madrid.

7.2.1. Criterios de Inclusion

- DM1 diagnosticada a los 30 0 menos afios de edad.

Criterios diagndsticos de DM1 (6):

a) Sintomas de cardinales de DM (poliuria, polidipsia, pérdida de peso
injustificada) con cifras de glucemia plasmatica > 200 mg/dl, o debut como cetoacidosis
diabética.

b) Glucemia plasmatica en ayunas (> 8 h) > 126 mg/dl.

c) Glucemia plasmaética a las 2 h en la prueba de sobrecarga oral de glucosa (con
75 g de glucosa) > 200 mg/dl.

d) HbA1c > 6,5 % [segiin método certificado por el National Glicohemoglobin
Standarized Program (NGSP) y estandarizado segun el ensayo DCCT].

Los criterios b, ¢ y d precisarian confirmacion en dias diferentes, salvo en casos

de hiperglucemia con descompensacion aguda (criterio a).
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e) Constatacion de una determinacion positiva de titulos de autoanticuerpos
séricos marcadores de destruccion inmune contra ICA, AAI, y/o GADA al momento del
diagnéstico o durante el curso de la enfermedad.

- Aceptacion de participacion en el estudio y firma del consentimiento informado

(ver ANEXO I1: Consentimiento informado de los pacientes).

7.2.2. Criterios de exclusion

- Diagnostico previo de EAP, pie diabético, amputacion de miembro inferior o
clinica compatible con EAP segln el cuestionario de Edimburgo para claudicacién
intermitente (ver ANEXO 111).

-Diagnostico previo de enfermedad cerebrovascular o de enfermedad carotidea
aterosclerdtica asintomatica, asi como cirugia de revascularizacion carotidea
(angioplastia o endarterectomia carotidea).

- Diagndstico de otros tipos de diabetes diferentes a la DM1 como DM2, diabetes
gestacional, LADA o MODY.

- Gestacion en curso, institucionalizacion, enfermedad grave o terminal o terapia
renal sustitutiva.

- Rechazo para participar en el estudio o para firmar el consentimiento informado.

7.3.1 PROCEDIMIENTOS

Tras constatar en los sujetos seleccionados el cumplimiento de todos los criterios

de inclusion, la ausencia de criterios de exclusion, y tras la firma del consentimiento

informado, se procedié a la realizacion de los siguientes procedimientos:
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a) Anamnesis: Recogida de variables relacionadas con su DM1 (afios de
evolucidn, tratamiento, control metabolico), factores de riesgo cardiovascular
(hipertension arterial, dislipidemia, antecedentes previos de exposicion al tabaco),
complicaciones cronicas microvasculares, enfermedad cardiovascular (enfermedad
coronaria o cirugia de revascularizacion previa), y antecedentes familiares de enfermedad

cardiovascular precoz.

b) Exploracion fisica y recogida de variables antropométricas sequn

practica clinica habitual: peso (kg), talla (m), indice de masa corporal [IMC, (kg/m?)]

perimetro abdominal (cm) y de cadera (cm), porcentaje de grasa corporal respecto al peso
corporal total (TBF-300A Body Composition Analyzer, Tanita Corporation, Tokyo,

Japan).

c) Medicién de la PA en consulta segiin recomendaciones en practica clinica

habitual de la Sociedad Europea de Hipertension/Sociedad Europea de Cardiologia (173).

d) Aplicacidén del cuestionario de Edimburgo para la deteccion de sintomas de

claudicacion intermitente (174) (ver ANEXO I11).

e) Exploracion del pie segun practica clinica habitual siguiendo el protocolo

Unidad de Pie Diabético Hospital Universitario Ramon y Cajal incluyendo exploracion
vascular de pulsos periféricos, cuestionario Neuropathy Symptoms Score, exploracién con
monofilamento, diapason calibrado y valoracion de reflejo aquileo de forma bilateral (ver

ANEXO IV: Hoja de recogida de datos de la valoracion clinica del pie diabético).
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f) Evaluacion analitica y hormonal segun préctica clinica habitual en revision

anual de pacientes con DM1: Se obtuvieron las muestras de sangre venosa después de

al menos 8 horas de ayuno nocturno y un periodo minimo de 24 horas de abstinencia de
alcohol y ejercicio fisico vigoroso.

- Bioquimica estandar, perfil fosfocélcico, hemograma, hemostasia, perfil lipidico y
HbA1c.

- Perfil tiroideo.

- Cociente albdamina/creatinina en muestra de orina puntual.

g) Determinaciones analiticas fuera de practica clinica habitual motivadas

por la participacion en el estudio:

- Proteina C reactiva ultrasensible.

- Homocisteina.

- Determinacion de niveles de parathormona, 25 (OH) vitamina D, y 1,25 (OH), vitamina
D.

- Suero y plasma de archivo: se almacenaron alicuotas de suero y plasma a -80°C en el
laboratorio del Grupo de Investigacién en Obesidad, Diabetes y Reproduccién Humana
del Instituto Ramdn y Cajal de Investigacion Sanitaria (IRYCIS) y del Centro de
Investigacion Biomédica en Red de Diabetes y Enfermedades Metabolicas Asociadas

(CIBERDEM).

- Determinacion de s-Klotho. Para las mediciones de s-klotho, las muestras de sangre se
dejaron coagular durante 1 hora, para posteriormente ser centrifugadas a 1500 x g durante
10 minutos, y fueron almacenadas a - 80 ° C hasta su determinacion por duplicado,

empleando los kits de enzimas comerciales ligadas de ensayo inmunoabsorbente (ELISA)
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del mismo fabricante y lote de ensayo (codigo de catalogo: CSB-E13235 h, Cusabio
Biotech Co., Ltd., Hubei, China). El limite inferior de deteccion fue de 0,039 ng/ml y los
coeficientes de variacion (CV) intra e interensayo fueron < 8% y < 10%, respectivamente.
Se determind la concentracion media de s-Klotho para toda la poblacion del estudio, y los
pacientes fueron posteriormente clasificados de acuerdo con este valor, en dos subgrupos:
“subgrupo de pacientes con s-Klotho alto” y “subgrupo de pacientes con s-Klotho bajo”.
-Determinacion de esteroides sexuales. Se determinaron las concentraciones de
testosterona total, globulina fijadora de hormonas sexuales (SHBG), LH, FSH y estradiol
en muestras de suero de archivo. Los niveles séricos de testosterona total se analizaron
por duplicado utilizando un radioinmunoandlisis (RIA) directo (Spectria® Testosterone
RIA, Orion Diagnostica Oy, Espoo, Finlandia) con una sensibilidad analitica y funcional
de 0,1y 0,3 nmol /L, respectivamente. EI CV intraensayo fue < 9% para concentraciones
> 13 nmol / L, y los CV interensayos fueron 11,6% a 3,3 nmol/l y < 10% para
concentraciones > 4,9 nmol/l. La reactividad cruzada fue inferior al 2,7% para todos los
esteroides enddgenos. El Spectria® Testosterone RIA, distribuido por Cisbio Bioassays,
Codolet, Francia desde 2014, con el nombre comercial TESTO-CT2, ha sido validado
frente a LC-MS / MS incluso para concentraciones muy bajas como las de las mujeres o
los nifios (175). Los niveles séricos de estradiol se midieron en una Unica determinacion,
utilizando un método de inmunoquimioluminiscencia automatizado (Architect®
Estradiol, Division de diagnostico Abbot Ireland, Lisnamuck, Longford, Co. Longford,
Irlanda) con limites de deteccion analiticos y funcionales de 37 y 92 pmoll/l,
respectivamente. EI CV intraensayo fue < 5% para concentraciones < 734 pmol/l. La
reactividad cruzada fue despreciable para todos los esteroides enddgenos. La SHBG
también se midio en un solo ensayo con una técnica de inmunoquimioluminiscencia

automatizada (IMMULITE 2000, Siemens Healthcare Sector, Erlangen, Alemania) con

60



Nattero Chéavez, L.

un limite inferior de deteccién de 0,02 nmol/l. La media de los CV intraensayos e
interensayos fue < 10% para este ensayo. Calculamos las concentraciones libres de
testosterona y estradiol a partir de sus concentraciones totales y de las concentraciones de
SHBG (176). La LH y la FSH se midieron en una sola determinacion utilizando un
método automatizado de inmunoquimioluminiscencia (Architect® FSH, Architect® LH,
Division de diagndstico de Abbot Ireland, Lisnamuck, Longford, Co. Longford, Irlanda)
con limites de deteccion més bajos de 0,1 Ul/I. La media de los CV intraensayo e
interensayo fue < 10% para ambos ensayos.

Los esteroides sexuales se analizaron utilizando kits del mismo lote de
produccion. El laboratorio local desconocia el sexo y las caracteristicas de los pacientes.
El limite superior de normalidad interno en las mujeres fue de 2,3 nmol/l para la
testosterona total y 35 pmol/l para la testosterona libre (177). El limite inferior de

normalidad para la testosterona libre en hombres fue de 225 pmol/l (178).

h) Monitorizacién ambulatoria de la PA durante 24 horas (MAPA), solo se

realiz6 a aquellos pacientes con indicacion segun practica clinica habitual (173):

- Pacientes con hipertension arterial en consulta con el objetivo de descartar
hipertension de bata blanca.

- En pacientes con disfuncién autonémica.

En el ANEXO V se recogen las normas para los pacientes que se realizaron una MAPA.
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7.3.2 VALORACION Y DIAGNOSTICO DE LA ENFERMEDAD ARTERIAL

PERIFERICA

= TECNICA DE DESPISTAJE: INDICE TOBILLO-BRAZO (ITB).

Se determino el ITB mediante ecografia doppler (Minidop ES 8 Mhz HADECO®,
Miyamae-ku Kawasaki, Japan) a todos los pacientes incluidos en el estudio, en el contexto
de préctica clinica habitual en aquellos pacientes con indicacion clinica (82), o como
procedimiento extraordinario por su participacion en el estudio en aquellos pacientes que
no cumplian criterios de despistaje clinico segin recomendaciones vigentes. EI ITB se
midio siguiendo las recomendaciones actuales (179). Tras 5 min. de reposo en decubito
supino y con las extremidades descubiertas, se colocd el manguito inflable en la zona
braquial de ambas extremidades superiores, 2 cm por encima de la flexura del codo y en
ambas extremidades inferiores por debajo de la rodilla, 2 cm por encima de los maléolos.
Se registrd la PA sistolica de cada extremidad, y en las extremidades inferiores se
recogieron las procedentes de las arterias tibial posterior y pedia. Se calculé el ITB para
cada pierna como el cociente entre la PA sistolica obtenida en el tobillo (de ambas arterias
la arteria tibial posterior y la arteria pedia) y la mayor de ambos brazos (180).

Interpretacion del ITB: Normal: 0,91 — 1,20; obstruccién arterial leve: 0,70 — 0,90;

obstruccion arterial moderada: 0,40 — 0,69; obstruccion arterial grave: < 0,40; arterias
pobremente compresibles > 1,20. Es importante resaltar, que los limites utilizados para la
interpretacion de un ITB patolégico/normal en el presente estudio, difieren de los
recomendados por los consensos relacionados con el diagnostico de la EAP, sin embargo,
fueron seleccionados estratégicamente en el disefio de nuestro estudio para aumentar la
sensibilidad diagnoéstica de nuestra prueba de despistaje, intentando disminuir al maximo

la tasa de falsos negativos.
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= TECNICAS DE CONFIRMACION: INDICE DEDO-BRAZO,

MORFOLOGIA ARTERIAL DE LA ONDA DE PULSO, Y CARTOGRAFIA

ARTERIAL ECOGRAFICA.

Los pacientes con resultado alterados en el ITB (< 0,90 o > 1,20) fueron derivados
al Servicio de Cirugia Vascular de nuestro Hospital con el fin de confirmar o descartar la
presencia de EAP segun las recomendaciones actuales de diagndstico de EAP
asintomética en los pacientes con DM, mediante el uso de la cartografia arterial
ecografica, la morfologia de la onda de pulso arterial, y la medicién del indice dedo-brazo
(90; 99; 101; 103, 186-187).

La valoracion ecografica arterial (Toshiba Nemio Model SSA-550% con sonda de
7.5-MHz, Toshiba Medical Systems S.A., Alcobendas, Madrid, Spain) fue exhaustiva en
los territorios de las arterias femoral, poplitea, tibial posterior, peronea, y pedia,
focalizdndose en la busqueda de la reduccién del didmetro arterial segun los criterios
diagndsticos de la Sociedad Americana de Ecocardiografia y de la Sociedad Americana
de Cirugia Vascular (181), y examinando simultaneamente la morfologia ecografica de
la onda de pulso arterial de los territorios vasculares previamente mencionados. La onda
de pulso arterial fue categorizada como normal (onda de pulso trifasica) o anormal (onda
de pulso bifasica, monoféasica o ausente) (181). El indice dedo-brazo fue determinado
mediante plestimografia (Falcon Pro, Viasonix S.A. Ra'anana, Israel) (182). De acuerdo
con las recomendaciones vigentes para el diagndstico en pacientes con DM (97; 181-183),
la EAP se definié como un indice dedo-brazo < 0,7 y/o la perdida de patrén de onda de
pulso trifasico y/o la presencia de criterios ecograficos diagndsticos de EAP o la

visualizacion de placas ateromatosas.
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= ECOGRAFIA DEL TERRITORIO ARTERIAL CAROTIDEO Y
EXTRACRANEAL.

Todos los participantes con un ITB patologico (< 0.9 o > 1.2) fueron explorados para
descartar la presencia de ateromatosis a nivel de las arterias carotideas y vertebrales del
territorio extracraneal, utilizando la misma sonda y equipo ecografico mencionado
previamente. El grosor de la intima media carotidea fue también medido bilateralmente
en la arteria car6tida comun. La media de ambas determinaciones fue calculada para cada
paciente. Se explord de forma exhaustiva la presencia de placas ateromatosas en los
territorios de ambas car6tidas internas, carétidas externas, carétidas comunes y arterias
vertebrales (181). La presencia de un grosor de la intima media carotidea > 1,5 mm
protruyendo dentro del lumen arterial fue considerado como placa ateromatosa (184). La
ateromatosis carotidea se definié como la presencia de al menos una placa en alguno de
los territorios arteriales explorados. La estenosis arterial fue clasificada como ausente,
leve (< 50 %), moderada (50-70 %), grave (> 70 %), y/o subtotal /total (181).

Los pacientes permanecieron en reposo durante al menos 10 minutos antes de la
exploracién ecografica cervical y la toma de medidas. La exploracion vascular se realiz6
bajo condiciones estandarizadas (habitacion tranquila, temperatura confortable) y tras el
ayuno nocturno con la intencién de eliminar la posible interferencia de la hiperglucemia

postprandial (181; 184).
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7.3.3 EVALUACION Y DEFINICION DE LA NEUROPATIA CARDIACA

AUTONOMICA

La funcion cardiaca autondmica (funcion parasimpatica) fue evaluada mediante
el uso de la bateria pruebas propuesta por Ewing y Clarke (185) y actualmente
recomendadas por la ADA (186). Utilizamos una modificacion de la escala de Ewing
(185) para diagnosticar la presencia de NCA, puntuando la variabilidad de la frecuencia
cardiaca en respuesta a la respiracion profunda, la prueba postural, y la maniobra de
Valsalva, asi como la respuesta de la PA a la bipedestacion en una respuesta normal (0
puntos), respuesta limite (0,5 puntos) o respuesta patolégica (1 punto). Una puntuacion >
1 defini6 el diagnostico de NCA. Con efecto descriptivo, la NCA fue clasificada segun la
gravedad en leve cuando la puntuacion de Ewing fue entre 1y 2, y como definitiva cuando
la puntuacion fue > 2 (185). Ante la presencia de hipotensién ortostética asociada a dos o
mas pruebas de variabilidad de la frecuencia cardiaca patolédgicas, la NCA fue
considerada como grave (185). Las pruebas de variabilidad de la frecuencia cardiaca se
determinaron entre las 7:00 y 9:00 AM en todos los participantes después reposo en
posicién supina durante 10 minutos, en una habitacion mantenida a temperatura estable;
utilizando el sistema Monitor OneDx® (Qmed, Inc., Eatontown, NJ). A modo de
resumen, la respuesta de la frecuencia cardiaca durante la respiracién (prueba de
respiracion profunda) se estimé mediante la relacion de las frecuencias cardiacas
maximas y minimas durante seis ciclos de respiracion profunda [ratio de
inspiracion/espiracion profunda (Ratio E / 1)]. La respuesta de la frecuencia cardiaca a la
maniobra de Valsalva se evalué mediante el calculo de la relacion del intervalo R-R més
largo después de la maniobra, con el intervalo mas corto durante o poco después de la

maniobra. La respuesta de frecuencia cardiaca a la bipedestacion o prueba de ortostatismo
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se calcul6 como la relacion del intervalo R-R méas largo (que se encuentra
aproximadamente en el latido 30) con el intervalo més corto (que se encuentra en
aproximadamente el latido 15) después de ponerse de pie (ratio 30:15). La inervacion
adrenérgica fue evaluada mediante el cambio en la PA y frecuencia cardiaca después de
5 minutos tras la bipedestacion con respecto a los valores registrados durante el reposo
en decubito supino.

Los valores de PA sistélica y diastolica en reposo se midieron tres veces con un
esfigmomandmetro aneroide y un estetoscopio mientras los sujetos estaban sentados
durante al menos 5 minutos antes de tomar una lectura (187). La PA sistdlica y diastolica
en la consulta se calculé mediante el promedio de tres mediciones realizadas en reposo a
cada paciente. La hipotension ortostatica se definié como un descenso de > 20 mm Hg en
la PA sistolica o > 10 mm Hg en la PA diastolica en respuesta a la bipedestacion (114).
La frecuencia cardiaca en reposo se midié palpando el pulso radial y contando el nimero
de latidos durante 60 segundos. La taquicardia en reposo se definié por una frecuencia
cardiaca de > 100 latidos por minuto.

Las pruebas de funcion autondmica se realizaron después del ayuno nocturno para
evitar el posible efecto de la interferencia por la hiperglucemia postprandial (188). La
toma de medicamentos del dia de la exploracion, incluida la insulina de accion corta, fue
suspendida de forma puntual hasta la finalizacién de la misma. Al mismo tiempo, se
advirtio a los pacientes de que se abstuvieran de realizar ciertas actividades de la vida
cotidiana como la realizacion de ejercicio, fumar o ingerir cafeina inmediatamente antes
de la evaluacion.

En el ANEXO VI de detalla el protocolo de monitorizacion de la funcion

cardiovascular, el orden de realizacion de la exploracion y los valores de normalidad.
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8. RETIRADA DE SUJETOS DEL ESTUDIO

Los pacientes que tras su incorporacion al estudio y posteriormente a la firma del
consentimiento informado no hubiesen completado el mismo, tal y como estaba previsto
en el protocolo, se clasificarian como “pérdidas de seguimiento”, siendo su causa
expuesta y registrada claramente.

Los pacientes fueron libres de retirar su consentimiento para participar en el
estudio por cualquier razén y en cualquier momento, sin necesidad alguna de justificacion
y sin que ello le suponga ninguna penalizacion o perjuicio. El investigador también fue
libre de poner fin a la participacion de un sujeto en el estudio en cualquier momento si asi
lo hubiese considerado conveniente.

La participacion de un paciente en este estudio clinico contemplé ademas
interrumpirse por cualquiera de los siguientes motivos:

1) Aparicion de cualquier situacion o circunstancia médica que exponga al
paciente a un riesgo sustancial, que le impida cumplir los requisitos del protocolo, o que
indiquen al investigador la no conveniencia de participar en el estudio.

2) Violacion del protocolo o de los procedimientos relacionados con el estudio (a
criterio del investigador).

3) Terminacion del estudio por las autoridades reguladoras.

No obstante, durante la ejecucion y hasta la finalizacion de la fase experimental,

no se registrd ninguna perdida de seguimiento de los individuos reclutados.
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9. RECOGIDA Y ANALISIS DE DATOS

El cumplimiento de criterios de inclusion, ausencia de criterios de exclusion, la
entrega de la hoja de informacién, y los datos de la anamnesis, exploracion fisica y
antropométrica, variables analiticas, MAPA, resultados del ITB, asi como los datos de la
exploracion cardiaca autonémica se recogieron en un cuaderno de recogida de datos
codificado por parte del investigador principal y sus colaboradores. Una vez finalizado el

protocolo se procedi6 al analisis estadistico de los datos.

9.1. Célculo del tamafio muestral

Para el célculo del tamafio muestral necesario para alcanzar el objetivo principal
del estudio se utilizo el programa Ene 3.0 (http://www.e-Biometria.com). No existian
estudios en la literatura estableciendo la prevalencia de la EAP asintomética en pacientes
con DM1. No obstante, teniendo en cuenta una prevalencia de DM1 en la poblacion

general del 0,4% (https://www.cdc.gov/diabetes/data/statistics/statistics-report.html)

estimamos que la poblacion de pacientes con DM1 de nuestra area sanitaria se sitlaba en
torno a 2.000 sujetos. La prevalencia comunicada de EAP sintomatica y asintomatica en
poblacion con DML se sitGa en torno al 6,3% (189) y se estima que un 90% corresponde
a pacientes asintomaticos (104). Por lo tanto, para conseguir una precision del 2,5% en la
estimacién de la prevalencia mediante un intervalo de confianza asintético normal con
correccion para poblaciones finitas al 95% bilateral, asumiendo que la proporcion
esperada es del 5,7% y que el tamafio total de la poblacion es de 2.000 pacientes, era
necesario incluir 284 unidades experimentales en el estudio. Asumiendo un porcentaje de

abandonos del 5% seria necesario reclutar 299 unidades experimentales en el estudio.
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9.2. Analisis estadistico

La estadistica descriptiva de las variables evaluadas de este estudio se presenta en
forma de media + desviacion tipica (IC 95%) o mediana (rango intercuartilico) para las
variables cuantitativas segln su distribucion, o numeros crudos [porcentaje (IC 95%)]
para las variables cualitativas, utilizando el método de Newcombe-Wilson sin correccion
de continuidad. La normalidad de las variables se comprob6 mediante la prueba de
Kolmogorov-Smirnov, procediéndose a su transformacion matematica para asegurar la
normalidad de las mismas en caso necesario antes de realizar las comparaciones.
Utilizamos para ello la transformacion logaritmica o el método de transformacion por dos
pasos de Templeton (190). Se utilizaron pruebas no paramétricas para el anélisis de
aquellas variables que mantenian una distribucién anormal tras su transformacién. La
comparacion de las medias se realiz6 mediante la prueba t de Student, la prueba de U de
Mann-Whitney o prueba de ANOVA, segln fue necesario. La diferencia de las medias
entre los diferentes grupos fue analizada post hoc mediante los métodos de Bonferroni o
Tamhane T2, segln se considerd apropiado. Se procedio a analisis de la covarianza
(ANCOVA) en el caso de ser necesario ajustar por covariantes en las comparaciones entre
grupos. La asociacién entre variables cuantitativas se analiz6 mediante la prueba de
correlacion de Pearson, Spearman y correlaciones parciales. Las variables discretas se
compararon mediante la prueba 2, exacta de Fisher o regresion logistica binaria segun
fue necesario. Para establecer modelos predictivos para la presencia de EAP asintomatica
se implementaron modelos de regresion binaria logistica introduciendo como variables
independientes aquellas con significacion en los analisis univariantes o aquellas con
significacion clinica a juicio del investigador principal. Se analizaron modelos completos
y por pasos de regresion lineal multiple (probabilidad para la entrada < 0.05, probabilidad

para la salida > 0.10) para determinar los principales determinantes de las pruebas de
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disfuncion cardiovascular autondmica, asi como los principales determinantes de los
niveles séricos de s-Klotho. Se procedié al calculo del valor predictivo positivo del ITB
para el diagnostico de EAP y su IC 95% fue calculado considerando como verdaderos
positivos aquellos individuos que presentaron resultados patoldgicos en las pruebas de
confirmacion de EAP (indice dedo-brazo, morfologia de la onda de pulso arterial o
diagnostico de ateromatosis en la cartografia ecografica arterial). Se considerd
estadisticamente significativo un valor p < 0,05. Los analisis se realizaron con el paquete

estadistico SPSS 15.0.
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10. LIMITACIONES DEL ESTUDIO

Al tratarse de un estudio observacional de prevalencia, el presente proyecto no
pretendié establecer la secuencia ni asociacion temporal entre diferentes variables
clinicas, por lo que no sustenta inferencia de causalidad con los diferentes factores de
riesgo asociados ni establece riesgos relativos directos, permitiendo sélo establecer
asociaciones generales.

Si bien es cierto que los estudios de prevalencia estan sujetos a potenciales sesgos
de seleccion que conllevan el andlisis de una muestra de sujetos no representativa de la
poblacion general, en el caso de la patologia a estudio este factor es poco probable dado
que:

- Los pacientes con DM1 son mayoritariamente derivados a para seguimiento a
Consulta Especializada de Endocrinologia y Nutricion independientemente del grado de
afectacion o control metabdlico.

- En el Servicio de Endocrinologia y Nutricion los pacientes con DM1 son

atendidos de forma casi exclusiva en Consulta Monogréfica de esta patologia.

Estos dos factores sugieren firmemente que los pacientes atendidos en nuestra

consulta monogréfica realmente son un reflejo fiel de la diversidad de la poblacion con

DM1 de nuestro entorno.
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11. PLAN DE TRABAJO

En la Figura 1 se esquematiza el cronograma de plan de trabajo seguido durante la

fase de ejecucion del proyecto.

e PERIODO DE SELECCION E INCLUSION DE PACIENTES (24 MESES):

Desde el 23 de enero 2016 al 31 de diciembre de 2017.

1.1) Seleccién de pacientes candidatos de la Consulta Monografica de DM1 y de la
Consulta Monogréafica de Bombas de Insulina del Servicio de Endocrinologia y Nutricion
del H.U. Ramodn y Cajal e inclusion de aquellos que acepten su participacion en el estudio.
1.2) Realizacion de la evaluacién completa:

1.2.1) Anamnesis, exploracion fisica, valoracion antropométrica y exploracion del pie
diabético en Consulta Monografica de DML1 y en la Consulta Monografica de Bombas de
Insulina del centro.

1.2.2) Extraccion analitica y almacenamiento de muestras de archivo para posterior
determinacion: Area de Diagnostico y Terapéutica del Servicio de Endocrinologia y
Nutricion (ADYTEN) del H.U Ramoén y Cajal. Almacenamiento: Instalaciones del
Laboratorio del Grupo de Investigacion en Obesidad, Diabetes y Reproduccion Humana
del Instituto Ramoén y Cajal de Investigacion Sanitaria (IRYCIS) y del Centro de
Investigacion Biomédica en Red de Diabetes y Enfermedades Metabdlicas Asociadas
(CIBERDEM).

1.2.3) Colocacion y retirada de dispositivo de MAPA y evaluacion de la posible presencia
de disfuncion autonémica: Consulta Monografica DM1 y en la Consulta Monogréfica de

Bombas de Insulina del centro.
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1.2.4) Realizacion del ITB: ADYTEN, Consulta Monografica DM1 y de la Consulta
Monografica de Bombas de Insulina del centro.

1.2.5) Valoracion por cirugia vascular para descartar o confirmar la presencia de
enfermedad arterial periférica asintomatica segin protocolo del estudio: Servicio de

Cirugia Vascular del Hospital Ramon y Cajal.

e DETERMINACION EN MUESTRAS DE ARCHIVO DE MARCADORES
DE INFLAMACION CRONICA SUBCLINICA Y DETERMINACIONES
HORMONALES:

Del 1 de enero de 2018 al 31 de marzo de 2018. Instalaciones del Laboratorio del

Grupo de Investigacion en Obesidad, Diabetes y Reproduccion Humana del H.U.

Ramon y Cajal.

e ANALISIS ESTADISTICO DE DATOS, COMUNICACION Y

PUBLICACION DE RESULTADOS:

Del 1 de marzo de 2018 al 31 de diciembre de 2018.

3.1.) Analisis estadistico de datos.

3.2.) Comunicacion y publicacién de resultados.

73



Nattero Chéavez, L.

FIGURA 1

CRONOGRAMA DE PLAN DE TRABAIJO

SELECCION DETERMINACION DE MUESTRAS DE ANALISIS
E INCLUSION ARCHIVO ¥ MARCADORES DE COMUNICACION
DE LOS PACIENTES INFLAMACION SUBCLINICA Y
*  Firma del consentimiento informado PUBLIDCEAE":'N
«  Extraccidn y almacenamiento de muestras
- Evaluacién clinica y exploracién del pie RESULTADOS

*  Valoracidn cardioca autondmica

*  Realizacién del indice tobillo-brazo

VALORACION POR CIRUGIA
’ VASCULAR
+ [ndice dedo-brazo
«  Reglstro grdfico de la onda de pulso arterial
[1IT8 <0,96>1,2] + Despistaje de enfermedad arterioselerdtica en
territorio carotideo y vertebral
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12. ASPECTOS ETICOS

Este estudio se realiz6 con arreglo al protocolo, a los principios establecidos en la
Declaracion de Helsinki, a las directrices de buenas précticas clinicas del Comité
Internacional de Armonizacion y a la ley de Investigacion Biomédica (14/2007, de 3 de
julio).

El protocolo del estudio, la informacién para el paciente y el consentimiento
informado, la informacion disponible sobre seguridad, los procedimientos de
reclutamiento de pacientes, y los documentos que demostraban la cualificacion del
investigador fueron remitidos al Comité Etico de Investigacion Clinica para su revision
ética y su aprobacién con arreglo a las normativas locales, antes del inicio del estudio

(fecha de aprobacion: 22 de enero 2016; protocolo ID: 464 / 15) (ver ANEXO 1).

12.1. Confidencialidad de los pacientes

Los investigadores preservaron la confidencialidad de todos los pacientes que
participaron en el estudio, con arreglo a las BPC, Declaracion de Helsinki y a la
legislacion local aplicable en el momento de su implementacion (Ley Organica 15/1999,
de 13 de diciembre, de Proteccion de Datos de Carécter Personal).

La informacidn obtenida y difundida por la puesta en marcha del presente estudio
fue considerada confidencial y deberd ser tratada en todo momento como tal. Los
pacientes del estudio se identificaron con un cddigo numeérico tanto en el cuaderno de
recogida de datos en papel como en una base informatizada. S6lo aquellos datos de la
historia clinica que estaban relacionados con el estudio fueron objeto de comprobacion.
Esta comprobacion se hizo en presencia del Investigador Principal / Investigadores
Colaboradores, responsables de garantizar la confidencialidad de todos los datos de las

historias clinicas pertenecientes a los pacientes participantes en el estudio.
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Los datos recogidos para el estudio fueron identificados mediante un cédigo y solo
el investigador principal / colaboradores pueden relacionar dichos datos con el paciente
y con su historia clinica.

El tratamiento de los datos se realizé con las medidas de seguridad establecidas
en cumplimiento de la Ley Orgéanica 15/1999 de Proteccion de Datos de Caracter Personal
y se comunico a los pacientes que pueden ejercer el derecho de acceso, rectificacion y
cancelacién de sus datos. Tanto los investigadores responsables del estudio, como un
representante de las Autoridades Sanitarias y el CEIC del Hospital Universitario Ramon
y Cajal han dispuesto de acceso a la informacion registrada a lo largo del estudio. En la
publicacién de los resultados del estudio no se revel6 en ningun caso la identidad de los

participantes.

12.2. Procedimiento de consentimiento informado (ClI).

Previamente a la participacion de un paciente en el estudio, el Investigador obtuvo
su libre consentimiento por escrito, tras una explicacion suficiente de los objetivos, los
métodos, los beneficios esperados y los posibles riesgos del estudio, antes del inicio de
cualquier procedimiento de seleccion descrito en el protocolo. Se facilit6 a los pacientes
la oportunidad de realizar preguntas y recibir respuestas satisfactorias a sus cuestiones y
tuvieron tiempo suficiente para decidir si participan o no en el estudio.

En la obtencion y documentacién del Cl, el Investigador cumplié los requisitos de
regulacion aplicables, y respetd las BPC y los principios éticos en la Declaracion de
Helsinki. EI formulario de consentimiento CI fue aprobado por el CEIC antes de
proporcionarselo a los participantes. EI CI se documentd en los registros médicos del
paciente. El CI fue firmado y fechado personalmente por el paciente y el médico (IP o

colaboradores) que hayan llevado a cabo la entrevista de CI. ElI CI original firmado se
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conserva con arreglo a las normativas de la institucion, y se entreg6 una copia del mismo

firmado al paciente. La fecha de otorgamiento de CI se registrd también en el CRD.

12.3. Compensacion a los sujetos

No se compenso econdmicamente a los pacientes que completaron el estudio por
las molestias ocasionadas por el mismo, dado que la inmensa mayoria de los
procedimientos forman parte de la realizacion de una practica clinica habitual de

excelencia segun guias clinicas de atencion de pacientes con DM1.

12.4. Seguro de Responsabilidad Civil

El presente estudio no precisé de la contratacion de un seguro de responsabilidad
civil dado que se traté de un estudio observacional no intervencionista, y en el que los
procederes diagnosticos no fueron invasivos y se realizd en su mayor parte dentro del

contexto de la practica clinica habitual.

12.5. Difusion de resultados
El investigador se comprometi6 a publicar los resultados derivados del presente
estudio, independientemente de los resultados y conclusiones del mismo, y respetando

siempre la confidencialidad de la identidad de los sujetos participantes.
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Abstract
Aims: Epidemiological data on subclinical atherosclerotic disease in type 1 diabetes
mellitus (DM1) are scarce. We aimed to estimate the subclinical atherosclerosis profile
of asymptomatic patients with DM1 and an abnormal ankle-brachial index (ABI).
Material and methods: In a cross-sectional design (ClinicalTrials.gov Identifier:
NCT02910271), we estimated ABI in 289 consecutive asymptomatic patients with
DM1. An abnormal ABI led to measurements of toe-brachial index (TBI) and periph-
eral doppler ultrasound (DUS) to diagnose peripheral artery disease (PAD) and/or ath-
erosclerotic carotid plaques (ACP).

A reduced (<0.9) or increased (>1.2) ABI was detected in 17 (6%) and 75
(26%) patients, respectively. PAD was confirmed by TBI and DUS in 9 (53%) patients
with a reduced ABI and 28 (37%) patients with an increased ABI, resulting in a 12.8%
(9.4-17.2) prevalence of asymptomatic PAD. Fourteen patients with an abnormal ABI
also exhibited ACP [4.8% (2.9-7.9)], with 64% of these patients showing bilateral dis-
ease. Artery stenosis was mild or moderate in 21% and 29% of patients, respectively.
Thus, 46 [16% (12-21)] patients showed asymptomatic PAD, ACP, or both. According

to our data, we would have to explore three asymptomatic patients with DM1 and

Results:

normal pulses to unmask one case of PAD, and seven asymptomatic patients showing
abnormal ABI values to detect one carotid disease.

Conclusions: Peripheral artery disease is often undiagnosed in asymptomatic
patients with DM1. However, its presence may change medical management in a sub-
stantial percentage of cases, highlighting the potential benefit of a thorough vascular

assessment on these patients.

KEYWORDS

ankle-brachial index, carotid atherosclerotic disease, peripheral artery disease, prevalence, type 1
diabetes mellitus
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1 | INTRODUCTION

Patients with type 1 diabetes mellitus (DM1) are at risk of early ath-
erosclerosis. However, most recommendations that address the ame-
lioration of cardiovascular events are extrapolated from studies
conducted in patients with type 2 diabetes or from mixed populations
of diabetic patients.

Peripheral artery disease (PAD) is prevalent in subjects with dia-
betes mellitus.2® Although, current guidelines substantially differ in
indications for screening,® the ankle-brachial index (ABI) is recom-
mended as non-invasive test to exclude PAD.* However, the sensitiv-
ity and specificity of ABI in asymptomatic patients are reduced
compared with those in the general population and individuals with
symptomatic disease. Thus, the actual prevalence of PAD in DM1
might be underestimated, partly because these patients are frequently
asymptomatic,'® and because current data rely mostly on amputation
rates.!? Clinical features of PAD in asymptomatic subjects also vary
from those observed in the general population, leading to poorer out-
comes.? Therefore, an early diagnosis is important for patients with
DM1, because PAD is a major risk factor for amputation, and it is
closely associated with cardiovascular morbimortality.*

Patients with DM1 appear to be also at risk for subclinical athero-
sclerotic carotid disease compared with age-matched and sex-
matched healthy subjects.! Carotid stenosis by atherosclerotic carotid
plaques (ACP) is prevalent in outpatients with PAD,> certainly increas-
ing their risk for cardiovascular events. While screening low-risk
asymptomatic populations is not recommended,** such a strategy
may be reasonable in patients at high risk such as those with DM1
who already have atherosclerotic disease in another vascular bed,*
although this association has not been explored so far.

In this work, we estimated the subclinical atherosclerosis profile
of patients with DM1, addressing their asymptomatic PAD (aPAD)
and ACP prevalence. To achieve this goal, we used the currently rec-
ommended screening test, the ABI. In the subset of patients with an
abnormal ABI, we performed an exhaustive vascular examination

using toe-brachial index (TBI) and peripheral vascular Doppler

ultrasonography (DUS). We also explored extracranial internal carotid

and vertebral arteries using vascular sonography.

2 | MATERIALS AND METHODS

2.1 | Study population

We conducted a cross-sectional study (ClinicalTrials.gov Identifier:
NCT02910271) in 289 patients with DM1 consecutively recruited at
the Diabetes Unit from an academic hospital in Madrid, Spain
(Figure 1).

Inclusion criteria were as follows: (1) diagnosis of diabetes
mellitus, as defined by ADA criteria, before the age of 30%>; (2) pres-
ence of circulating islet-specific pancreatic autoantibodies against
the 40 K fragment of tyrosine phosphatase, glutamic acid decarboxyl-
ase, and/or insulin at diagnosis or during the course of disease; and/or
(3) presence of diabetic ketoacidosis at diagnosis.

Exclusion criteria were as follows: (1) symptomatic intermittent
claudication;*® (2) previous diagnosis of PAD (including revasculariza-
tion), diabetic foot, or lower extremity amputation; (3) renal transplan-
tation or renal replacement therapy; (4) previous diagnosis of
cerebrovascular disease or ACP (including angioplasty or endarterec-
tomy); (5) ongoing pregnancy; and (6) other types of diabetes mellitus.

Written informed consent was obtained from each patient
included in the study. The study protocol conformed to the ethical
guidelines of the Declaration of Helsinki and was approved by the

local ethics committee.

2.2 | Clinical, anthropometric, and biochemical
variables

We reviewed the medical history and recorded the parameters related
to DM1 and cardiovascular risk factors: microvascular complications
including any diabetes mellitus-related eye disease; neuropathy,

including any diabetes mellitus-related neurological complication; and

CONSECUTIVE SAMPLE OF PATIENT?HF:(‘:(I\; )REGULAR FOLLOW UP DM1 CLINIC EXCLUSIONS

“ Age > 18 years old ? NO(n=1)

| YES (n = 400) ]
‘ Pre-existing peripheral artery disease, diabetic foot or leg amputation ? YES (n=9)

| NO (n = 391) |
‘ DM2, gestational DM, LADA or MODY ? YES (n=92)

| NO (n = 299) |
‘ ECQ Symptoms indicative of intermittent claudication ? YES (n=2)

| 297 patients invited to participate

-

DECLINED (n=8)

Agreed to participate AND provided signed informed consent: n = 289

FINAL SAMPLE
(n = 289)

FIGURE 1 Flow chart of the study
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nephropathy, including any diabetes mellitus-related kidney disease.
Non-exclusive macrovascular complications, such as coronary heart
disease, and smoking status were also recorded. Current smoking
was defined as having smoked cigarettes within the last 30 days pre-
ceding the survey. Individuals who smoked regularly but were not cur-
rent smokers were considered past smokers. Only individuals who had
never smoked were considered nonsmokers.

Patients were submitted to a complete anthropometric evaluation
that included weight, height, waist circumference, and hip circumfer-
ence measurements.!” Patients were classified according to their
BMI. All patients were carefully assessed for peripheral diabetic neu-
ropathy.* A fasting blood sample and urine collection were collected
to assess renal function (creatinine and estimated glomerular filtration
rate [MDRD-4]) and to measure the urinary albumin-to-creatinine

ratio, serum lipids, and HbA ..

2.3 | Assessment of peripheral vascular disease

The aPAD prevalence was evaluated by using four noninvasive tests
(pulse examination, ABI, TBI, and peripheral vascular DUS). Lower
extremities were checked for signs of PAD, and peripheral pulses
were examined at both dorsalis pedis and tibialis posterior arteries.*
We measured ABI using a Minidop ES 8 Mhz sonographic device
(Hadeco, Inc., Miyamae-ku Kawasaki, Japan).18 To calculate ABI, we
used the lowest ankle systolic blood pressure (SBP) for each leg
divided by the highest brachial SBP to have a higher positive test
rate in a screening population.? ABI results were categorized as
normal (ABI 0.91-1.20); mild impairment (ABI 0.70-0.90); moderate
impairment (ABI 0.40-0.69); severe impairment (ABI <0.40); or
incompressible artery (ABI >1.20). This cutoff was used to increase
sensitivity as a screening tool. Nonetheless, we performed another
sensitivity analyses using the currently recommended cut-off and
ABI calculation in standard care.’ To standardize the performance
of measurements, the principal investigator (L.N.C) was trained under
the guidance of a consultant vascular surgeon before the beginning
of the study (S.R.L.).

All subjects with abnormal ABI (either <0.9 or > 1.2), were subse-
quently explored by two experienced vascular surgeons (S.R.L. and M.
G.U.) who corroborated or ruled out aPAD diagnosis using a combina-
tion of TBI and peripheral arterial DUS. Waveform analyses from fem-
oral, popliteal, tibial posterior and anterior, peronea and pedial arterial
territories were performed, focusing on the diagnostic criteria for arte-
rial diameter reduction.?® A Toshiba Nemio Model SSA-550A Basic
Diagnostic Ultrasound System (Toshiba Medical Systems S.A,
Alcobendas, Madrid, Spain) with a 7.5-MHz probe was used for DUS
assessments. Waveform was categorized as normal (triphasic wave-
form) or abnormal (biphasic, monophasic or absent).2°

Toe-brachial index test was performed by a plethysmographic
detection device (Falcon Pro model, Viasonix S.A. Ra'anana, Israel).21
According to the current recommendations for patients with diabe-

te5113,20-22

such a diagnosis was defined by a TBI <0.7 and loss of
the waveform triphasic pattern, visualization of atherosclerotic
plaques, or PAD diagnostic criteria in arterial DUS assessment.?° For

final analyses, data were available in all patients for peripheral arterial

DUS, but the TBI could not be performed in 11 subjects for technical

reasons.

2.4 | Extracranial carotid and vertebral artery
ultrasonography

Participants with an ABI <0.9 or > 1.2 underwent a carotid ultrasound
examination?® using the same sonographic device and linear array
transducer previously described. Carotid intima-media thickness
(cIMT) was calculated for both common carotid arteries. The means
of these measurements were displayed for each patient. Common
carotid, internal carotid, external carotid, and vertebral arteries were
also scanned for the presence of ACP.?° ACP was defined as cIMT
>1.5 mm protruding into the lumen.2® Subclinical carotid atheroscle-
rosis was defined as the presence of at least one plaque in any of
the territories explored. The criteria for categorizing arterial stenosis
were defined as absent, mild (<50%), moderate (50-70%), severe
(>70%); subtotal or total occlusion.°

Participants rested in supine position for at least 10 minutes
before pressure measurements were taken. All vascular tests were
conducted under standardized conditions (quiet room, comfortable
temperature) after an overnight fasting to avoid the possible interfer-

ence of a postprandial surge in glucose levels.

2.5 | Sample size calculation

Sample size analysis used the Ene 3.0 software (http://www.e-
Biometria.com). Considering that the prevalence of DM1 in the
general population is approximately 0.4% (https://www.cdc.gov/dia-
betes/data/statistics/statistics-report.html), we estimated that out of
the residential population of approximately 500 000 people in the
area assigned by the public health system of our Department, there
were 2000 patients with DM1. We used the prevalence of
symptomatic- and asymptomatic PAD in DM1 of 6.3%,2* with
approximately 90% of patients being asymptomatic.’® We concluded
that we would need 284 subjects to assume an expected proportion
of 5.7%, with an absolute precision of 2.5% at both sides of the pro-
portion, and an asymptotic bilateral 95% confidence interval with

correction for a finite population as the normal range.

2.6 | Statistical analysis

Continuous variables were expressed as mean + SD with its respective
95% confidence intervals (95%Cl). Normality of continuous variables
was checked by the Kolmogorov-Smirnov test and ensured by apply-
ing logarithmic transformations or by a two-step transformation
method.2> We used non-parametric tests to analyse variables that
remained skewed even after transformation. The differences in means
were analysed by Student t or Mann-Whitney U tests. Discrete vari-
ables were presented according to their absolute, relative frequency,
and 95%CI determined using the Wilson method without continuity
correction. The differences between proportions were estimated using
the x2 or Fisher's exact tests. The positive predictive value (PPV) of

ABI for aPAD diagnosis and its 95%Cl were calculated considering
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as true positives those individuals showing also abnormal findings in
the TBI and/or DUS. The statistical significance was set at the
P < 0.05 level.

3 | RESULTS

3.1 |
disease

Prevalence of peripheral and carotid artery

Clinical characteristics of the whole population and as a function of
ABI categories are shown in Table 1. Pulse palpation showed 13 sub-
jects [4.5% (2.7-7.6)], in whom no pulsation was detected in the
dorsalis pedis, posterior tibial, or both arteries. In addition, 22 patients
had a reduced, but not absent, dorsalis pedis artery pulsation in at
least one limb, and seven showed similar findings at the posterior tibial
artery.

Seventeen out of 289 asymptomatic patients had an ABI <0.9
[5.9% (3.7-9.2)] (Figure 2, Panel A). Artery impairment was considered
mild in all patients. Nine out of 17 patients with ABI values <0.9 had
an abnormal TBI and/or DUS study. Accordingly, an ABI <0.9 had a
PPV for diagnosing aPAD of 53% (31-74).

Another 75 patients had ABI values >1.2 [26% (21-31)] (Figure 2,
Panel A). aPAD was found in 28 cases by the presence of an abnormal
TBI and/or DUS study. The PPV for diagnosing aPAD was 49% (38-60).

Hence, 37 of the patients showing an abnormal ABI (either <0.9
or > 1.2) had a TBI <0.7 and/or an abnormal DUS study (Figure 2,
Panel B). Thus, the actual aPAD prevalence among our study subjects
was 12.8% (9.4-17.2).

We performed a limb-specific analysis of the 28 patients with ABI
>1.2 and an abnormal TBI and/or DUS (56 ABI measurements for each
leg including tibialis posterior and pedal arteries for a total of 112 ABI
measurements). A total of 43 legs (23 rights legs and 20 lefts legs)
showed abnormal TBI and/or DUS results. Fifteen patients showed a
bilateral involvement. Of the 43 legs with an abnormal TBI and/or
DUS, 20 arteries (23%) showed an ABI between 1.21 and 1.30, 12
arteries (14%) showed an ABI between 1.31 and 1.40 and 30 arteries
(35%) showed an ABI >1.40. We found 24 arteries (28%) with an ABI
between 0.91 and 1.20 in patients having an ABI >1.20 in another
arterial bed.

Only four subjects with abnormal ABI values (two with an ABI
<0.9 and two with a value >1.2) had bilateral non-complicated athero-
sclerotic plaques in the proximal femoral territories in peripheral arte-
rial DUS evaluation. One case showed multilevel compromise by the
presence of a concomitant pedal plaque. All four subjects showed
abnormal waveform and TBI results. No patients went on to revascu-
larization procedure.

Fourteen out of 289 asymptomatic patients, showing an abnormal
ABI, had ACP (4.8% [2.9-7.9]) in the internal carotid artery with nine
patients showing bilateral impairment (Figure 2, panel B). Seven cases
showed no hemodynamic changes, whereas artery stenosis was cate-
gorized as mild in three patients (21%) and moderate in four cases
(29%). We did not find any patient with vertebral artery atherosclero-
sis. As a function of ABI values, only four out of 17 patients with

values <0.9 had ACP (with two cases showing bilateral disease),

whereas 10 of the 75 patients showing ABI values >1.2 suffered from
ACP, with seven patients having bilateral carotid involvement
(Figure 2, panel B).

In summary, 46 asymptomatic patients with DM1, captured by
ABI screening, showed subclinical atherosclerosis at lower extremity
and/or carotid levels (16% [12-21]) (Figure 2). Of these 46 patients,
32 patients had aPAD alone (with 11 showing bilateral involvement),
including four patients who showed macroscopic atherosclerotic
plague visualization in peripheral DUS studies. Another nine patients
presented ACP at extracranial carotid exploration (with seven showing
bilateral involvement) but no evidence of aPAD. Finally, five patients
had both aPAD (with four of them showing bilateral involvement)
and concomitant extracranial carotid disease (that was also bilateral

in two cases) (Figure 2, panel B).

3.2 | Clinical features of patients with abnormal ABI,
aPAD, and carotid artery disease

The percentage of patients having an ABI <0.9 or > 1.2 was indepen-
dent of sex (Table 1). Patients with ABI values <0.9 or > 1.2 were
older compared with subjects with normal ABI (Figure 3, panel A).

Subjects with an ABI <0.9 had longer diabetes duration, were
more likely to have microangiopathy, and more frequently used
antiaggregant and antihypertensive drugs than individuals with normal
ABI (Table 1). Compared with patients with normal ABI, those with an
ABI >1.2 had microangiopathy, used statins, antihypertensive, and
antiplatelet drugs more frequently, and had cardiovascular risk factors.
No clinical variable discriminated subjects with normal or abnormal
TBI and/or DUS results in patients showing abnormal ABI values
(Table 2).

Patients with ACP were older and had higher SBP values com-
pared with their counterparts showing normal carotid ultrasound
scans (Table 2). ACP was observed earlier both in terms of age and
of DM1 duration in men than in women. The youngest male patient
was in his third decade of life, whereas no female patient under the
age of 40 had ACP. Similarly, ACP was found in three men with a
DM1 duration between 11 and 20 years, whereas such findings were
not observed in women with a disease duration shorter than 20 years.

Compared with patients with a normal carotid evaluation, individ-
uals presenting ACP used statins more frequently (Table 2).

3.3 | Impact of systematic subclinical peripheral
atherosclerosis screening on clinical practice

The use of a different screening criteria for asymptomatic patients
would have had a significant impact on the diagnosis missing over
30% of aPAD in some cases.*®2?¢ Furthermore, recent guidelines on
PAD® recommend defining arterial stiffness by an ABI >1.40. Among
the 29 patients with an ABI >1.4, 14 finally had aPAD. Therefore,
another 14 patients actually having aPAD and with an ABI between
1.21 and 1.4 would have remained undiagnosed. Similarly, six carotid
diseases would have been missed among patients with arterial

stiffness.
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TABLE 1 Demographic and clinical features of the participants both as a whole and as a function of ankle-brachial index categories

Ankle-Brachial Index

All Patients <0.90 0.91-1.20 > 1.20 Abnormal
Variable (n = 289) (n=17) (n=197) (n =75) P (n=92) P
Women/men 125 (43) /164 (57) 8(47) /9 (53) 92 (47) /105 (53) 25(32) /50 (68) 0.022 33 (36) /59 (64)  0.083
[N (%)] [38-49] / [51-62] [26-69] / [31-74] [40-54] / [46-60] [24-45] / [55-76] [27-46] / [54-73]
Age (yr-old) 36+ 12 48 + 15 33+11 42 +11 <0.001"" 43 + 12 <0.001***
[35-37] [45-51] [31-35] [39-45] [41-45]
DKA at diagnosis 125 (43) 6 (5) 85 (68) 34 (27) 0.810 40 (44) 0.958
[N (%)] [38-49] [17-59] [36-50] [35-57] [34-54]
Duration of 20+ 11 29 +12 17 £ 10 26+ 9 <0.001*** 26 £ 10 <0.001***
diabetes (yr) [19-21] [23-35] [16-18] [24-28] [24-28]
Microangiopathy 65 (23) 10 (59) 26 (13) 29 (39) <0.001%** 39 (42) <0.001***
[N (%)] [18-28] [36-78] [1-19] [28-50] [33-53]
Cardiovascular 6(2) 1 (6) 2(1) 3 (4) 0.117 4 (4) 0.084
disease [N (%)] [1-5] [1-27] [0-4] [1-11] [4-11]
Smoking habit 117 (41) 10 (59) 78 (40) 29 (39) 0.957 39 (42) 0.652
[N (%)] [35-46] [36-78] [33-57] [28-50] [33-53]
Antiaggregant 22 (8) 6 (35) 5(3) 11 (15) <0.001%** 17 (19) <0.001***
therapy [N (%)] [5-11] [17-59] [1-6] [8-24] [12-28]
Statin therapy 83 (29) 7 (41) 36 (18) 40 (53) <0.001** 47 (51) <0.001***
[N (%)] [24-34] [22-64] [14-24] [42-64] [41-61]
Antihypertensive 44 (15) 8 (47) 18 (9) 18 (24) <0.001%** 26 (28) <0.001***
therapy [N (%)] [12-20] [26-69] [6-14] [16-35] [20-38]
Body mass index 25+4 24 +3 25+4 27 +4 <0.001** 26 +4 0.006
(kg/m?) [25-26] [23-26] [24-26] [26-28] [25-27]
Obesity [N (%)] 25(9) 0 (0) 14 (7) 11 (16) 0.051 11 (13) 0.142
[6-12] [0-2] [4-12] [8-24] [7-20]
Waist circumference 84 + 12 86 + 11 82+ 12 89 + 12 <0.001** 89 + 12 <0.001***
(cm) [83-85] [80-89] [80-84] [87-92] [87-92]
Systolic BP (mmHg) 120 + 16 127 £ 23 117 £ 14 127 + 15 <0.001** 127 £ 17 <0.001***
[118-122] [115-139] [115-119] [124-131] [124-131]
Diastolic BP (mmHg) 72 + 10 72 +10 70+ 9 75+ 12 <0.001** 74 £ 12 <0.005***
[71-73] [67-77] [69-71] [73-78] [72-77]
Heart rate (bpm) 74 £ 12 77 £ 15 74 + 12 74 + 12 0.665 75+ 13 0.699
[73-75] [69-85] [72-76] [72-77] [72-78]
eGFR 94 + 18 85+ 19 96 + 17 90 + 18 <0.005 89 + 18 <0.005***
(mL/min/1.73 m?) [92-96] [75-95] [94-98] [86-94] [85-93]
HbA; (%) 7.6+13 79+1.1 75+13 7.6 +13 0.640 7.7 +1.3 0.413
[7.5-7.8] [7.3-8.5] [7.3-7.7] [7.3-7.9] [7.4-8.0]
Total cholesterol 45+ 17 4.6 +0.8 45+21 4.5+ 0.8 0.966 4.5+ 0.8 0.977
(mmol/L) [4.3-4.7] [4.2-5.0] [4.2-4.8] [4.3-4.7] [4.3-4.7]
HDL-cholesterol 1.5+04 1.4 +0.5 1.5+0.3 15+04 0.513 1.4 +04 0.811
(mmol/L) [1.5-1.6] [1.1-1.7] [1.4-1.5] [1.4-1.6] [1.3-1.5]
LDL-cholesterol 2.6 +0.6 27+07 2606 2.6 +07 0.548 26 +0.7 0.345
(mmol/L) [2.5-2.7] [2.3-3.1] [2.5-2.7] [2.4-2.8] [2.5-2.7]
Triglycerides 09 +04 1.2+09 0.8 +04 0.9 £ 0.5 0.010 1.0+ 06 <0.005***
(mmol/L) [0.9-1] [0.7-1.7] [0.7-0.9] [0.8-1] [0.9-1.1]
Toe brachial NA 0.74 £ 0.18 NA 0.79 £ 0.14 0.306 0.76 £ 0.15 NA
index [0.7-0.8] [0.7-0.8] [0.7-0.8]
Abnormal waveform NA 6 (35) NA 11 (15) 0.078 17 (19) NA
[N (%)] [28-79] [8-24] [12-28]

Continuous and discrete variables are shown as mean + SD and raw numbers (percentage), respectively. Figures below those statistics denote confidence
intervals.

Abbreviations: BP, blood pressure; DKA, diabetic ketoacidosis; eGFR, estimated glomerular filtration rate; HDL, high density-lipoprotein; LDL, low density-
lipoprotein; NA, not available; ns, non-significant.

*P < 0.005 normal ABI compared with reduced ABI.
**P < 0.005 normal ABI compared with increased ABI.
***P < 0.005 normal ABI compared with abnormal ABI.
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FIGURE 2 Prevalence of PAD and arterial stiffness defined by ABI in
the group of asymptomatic patients with type 1 diabetes mellitus
considered as a whole (A), and distribution of patients with abnormal
ABI and observed agreements with more specific techniques for aPAD
diagnosis and carotid artery disease (B)

The calculation of the ABI also had a significant impact on PAD
diagnosis. If we had used a common ABI assessment, ie, the highest
SBP of that measured in each arm as the denominator divided by
the highest SBP of the tibialis posterior or pedal arteries at each ankle,
as recommended for clinical practice,*® only six patients would have
an ABI <0.9, with four of them also showing an abnormal TBI and/or
DUS study. That means that our calculation increased the percentage
of patients with abnormal ABI from 11.4% to 12.8%, even though, the
false positive rate with both approaches would be virtually identical
taking into account those patients with high ABIs. In other words,
we needed 11 more confirmative explorations with our study's ABI
calculation, but 2.23 fold more cases of hidden disease were detected
(five more patients with aPAD, one of them with concomitant carotid
disease).

Among the asymptomatic patients with normal peripheral pulses
and abnormal ABI values (n = 71), 23 finally had aPAD. Of those 23
patients, eight patients were not being treated with statins and would
not have any other absolute indication of treatment except for sec-
ondary prevention due to the newly PAD diagnosis.>?” Accordingly,
we would have to explore three asymptomatic patients with DM1
and normal pulses to unmask one case of aPAD, and nine individuals
to start a new statin treatment.

Among the individuals with ACP, only six out of 14 patients

(Table 2) were using single antiplatelet therapy according to current
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FIGURE 3 Distribution of abnormal ABI values and aPAD according
to age ranges and duration of type 1 diabetes mellitus. The figures
above the bars represent the number of patients included in each
range of age. The likelihood of having an abnormal ABI increased with
age (P < 0.001), becoming statistically significant in patients over age
40 compared with the youngest ones

recommendations.?” Twelve of these patients were already taking
statins, yet only one patient had low density lipoprotein-cholesterol
levels below 1.8 mmol/L. Hence, we would have to explore seven
asymptomatic patients of the 92 showing abnormal ABI values to
detect one carotid disease, and nine to begin a new antiplatelet or

statin treatment.
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TABLE 2 Demographic and clinical features of the participants as a function of the presence of peripheral and carotid artery disease

Carotid Artery Disease

Variable Yes (n = 14) No (n = 78)
Women/men [N (%)] 5 (36) /9 (64) 28 (36) /50 (64)
[16-61] / [39/84] [26-47] / [53-74]
Age (yr-old) 51+ 15 42 + 10
[42-60] [40-44]
DKA at diagnosis [N (%)] 7 (50) 33 (42)
[27-73] [32-53]
Duration of diabetes (yr) 31+10 26 + 10
[25-37] [24-28]
Microangiopathy [N (%)] 7 (50) 32 (41)
[27-73] [31-52]
Cardiovascular disease [N (%)] 2 (14) 2 (3)
[4-40] [0-9]
Smoking habit [N (%)] 9 (64) 30 (39)
[39-84] [28-50]
Antiaggregant therapy [N (%)] 6 (43) 11 (14)
[21-67] [8-24]
Statin therapy [N (%)] 12 (86) 35 (45)
[60-96] [34-56]
Antihypertensive therapy [N (%)] 8 (57) 18 (23)
[33-79] [15-34]
Body mass index (kg/m?) 26 + 4 26 +4
[24-28] [25-27]
Obesity [N (%)] 2 (14) 9 (13)
[4-40] [6-21]
Waist circumference (cm) 91+ 14 89 + 11
[83-99] [87-92]
Systolic BP (mmHg) 142 + 19 124 + 15
[131-153] [121-127]
Diastolic BP (mmHg) 79 £ 22 73 £ 09
[66-92] [72-73]
Heart rate (bpm) 73+ 14 75+ 13
[65-81] [72-78]
eGFR (mL/min/1.73 m?) 85+ 17 90 + 18
[75-95] [86-94]
HbA 1. (%) 75+13 77 £13
[6.8-8.3] [7.4-8.0]
Total cholesterol (mmol/L) 44 +0.7 46 +08
[4.0-4.8] [4.4-4.8]
HDL-cholesterol (mmol/L) 1.5+04 14+04
[1.3-1.7] [1.3-1.5]
LDL-cholesterol (mmol/L) 25+0.6 27 +£0.7
[2.2-2.8] [2.5-2.9]
Triglycerides (mmol/L) 1.0+ 0.6 1.0+04
[0.7-1.3] [0.9-1.1]
Ankle-brachial index 1.17 £ 0.19 1.23 £+ 0.19
[0.48-1.86] [1.20-1.27]
cIMT (mm) 0.74 £ 0.15 0.69 £ 0.15
[0.65-0.83] [0.66-0.72]

Peripheral Artery Disease

P Yes (n = 37) No (n = 55) P
0.990 14 (38) /23 (62) 19 (34) /36 (66) 0.747
[24-54] / [46-76] [23-48] / [52-77]
<0.005 43 + 12 44 + 11 0.639
[39-47] [41-47]

0.593 20 (54) 20 (36) 0.093
[38-69] [25-50]

0.101 26 £ 10 27 £ 10 0.798
[23-29] [24-30]

0.532 19 (51) 20 (36) 0.154
[36-67] [25-50]

0.108 2 (5) 2 (4) 1.000
[2-17] [1-12]

0.072 14 (38) 25 (46) 0.469
[24-54] [33-58]

0.020 7 (19) 10 (18) 0.929
[10-34] [10-30]
<0.005 18 (49) 29 (53) 0.701
[33-64] [40-65]

0.020 13 (35) 13 (24) 0.230
[22-51] [14-36]

0.730 25+5 26 +3 0.357
[23-27] [25-27]

1.000 6 (17) 5 (10) 0.515
[8-31] [4-20]

0.566 87 + 13 90 + 11 0.227
[83-91] [87-93]
<0.005 124 + 15 128 + 18 0.149
[119-129] [123-133]

0.138 73+ 10 75+ 14 0.352
[70-76] [71-79]

0.681 77 £ 12 73 +13 0.141
[73-81] [69-77]

0.370 87 + 22 91 + 15 0.209
[80-94] [87-95]

0.685 77 +£12 7.6+13 0.696
[7.3-8.1] [7.2-8.0]

0.464 44 +0.8 46 +08 0.337
[4.1-4.7] [4.4-4.8]

0.953 14+04 1.5+04 0.871
[1.3-1.5] [1.4-1.6]

0.245 25+0.7 27 +0.6 0.180
[2.3-2.7] [2.5-2.9]

0.251 1.0+06 1.0+ 0.5 0.889
[0.8-1.2] [0.9-1.1]

0.295 1.20 + 0.28 1.22 + 0.15 0.798
[1.11-1.29] [1.18-1.26]

0.293 0.70 £ 0.17 0.70 £ 0.14 0.889
[0.64-0.76] [0.66-0.74]

Continuous and discrete variables are shown as mean + SD and raw numbers (percentage), respectively. Figures below those statistics denote confidence

intervals.

Abbreviations: BP, blood pressure; cIMT, carotid intima-media thickness; DKA, diabetic ketoacidosis; eGFR, estimated glomerular filtration rate; HDL, high

density-lipoprotein; LDL, low density-lipoprotein; ns, non-significant.

4 | DISCUSSION

We report that the prevalence of aPAD among unselected patients
with DM1 screened by ABI and corroborated by the recommended
techniques was 12.8%. If excluded symptomatic patients had been
added to those presenting aPAD, the global prevalence of PAD

(asymptomatic plus symptomatic) would have been 17.0% (13.1-
21.7). The overall prevalence of ACP in our cohort was 4.8%. Of note,
13.5% of patients with aPAD also have asymptomatic ACP.

There is large evidence that most cases of PAD go undetected in
routine clinical practice.10 As a result, there is considerable interest in

the detection of PAD through routine screening,'® aiming to identify
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early PAD, to avoid disease progression and major complications, and
to prevent patients at high risk from other cardiovascular events.
However, a systematic review of guidelines for PAD screening found
divergent recommendations from major organizations.?® Thus, it is
not surprising that a recent review focused on cardiovascular disease
and DM1? recommends the acquisition of further evidence on this
issue, as the available data for DM1 are scarce and mostly derived
from diabetic foot or lower extremity amputation rates.® Furthermore,
epidemiologic data of peripheral artery diseases both in European
populations and in women are also lacking.2” All these gaps in knowl-
edge raise critical questions regarding the goals, suitability, and opti-
mal approach to screening that need to be addressed.

Estimating the actual prevalence of PAD in diabetes mellitus is
challenging. Firstly, the presence of peripheral neuropathy may mask
symptoms of intermittent claudication. Secondly, the screening tool
used to diagnose PAD can impact the final statistics.?? Moss et al*!
reported that the prevalence of PAD—defined by lower extremity
amputation—was over 2.4% in 906 patients with DM1. However, this
approach does not take into account subclinical disease in patients at
high risk of having atherosclerosis at other sites. Welborn et al*°
reported a PAD prevalence of 14% in an Australian rural population
of 1084 patients with diabetes mellitus of whom 179 had DM1. The
diagnosis of PAD was based on a standard questionnaire for intermit-
tent claudication, or on the absence of peripheral pulses. Nonetheless,
palpation of peripheral pulses should not be used as the sole diagnos-
tic technique to detect PAD because of its high inter-observer variabil-
ity and lack of sensitivity.3* Moreover, the PARTNERS programme®®
included 6,389 subjects of whom 41% had diabetes and showed that
classic intermittent claudication was uncommon among patients with
PAD in keeping with our findings. Accordingly, current clinical guide-
lines for diabetes mellitus standard care recommend PAD screening
by ABI in all symptomatic patients and in asymptomatic patients with
weak or absent lower limb peripheral pulses.*

Using ABI, Walters et al®? found a PAD prevalence, defined by an
ABI <0.9, of 8.7% (95%Cl 4.9-12.5) among 1077 patients with diabetes
mellitus from England. This study included 213 patients with DM1 of
similar age at inclusion and participants' duration of disease to our study
population, but a larger percentage of smokers and patients who
showed a worse metabolic control. Nonetheless, the ABI is problematic
in patients with diabetes. ABI performance is reported to be variable,
with sensitivities and specificities ranging from 29% to 100%, and from
42% to 97%, respectively.” Because medial artery calcification can be
found in up to 47% of patients with DM1,%® the ABI underestimates
the true PAD prevalence if defined only by an index <0.9.3% Thus, some
authors recommend that an increased ABI should be considered as a
PAD-equivalent in diabetes mellitus.®>® In our population, the preva-
lence of aPAD defined by abnormal TBI and DUS increased from 6%
(when only a reduced ABI was used for screening) to 13% when
patients with an increased ABI were also considered for extensive vas-
cular studies. Thus, an elevated ABI may be associated with aPAD in
more than one third of patients with DM1 as hereby reported.

But, the PPV of ABI was about 50% in our population. Therefore,
aPAD requires a two-step approach to be diagnosed in patients with
DM1. A variety of noninvasive examinations is available to this goal

including the calculation of pressure index values, exercise testing,

segmental volume plethysmography, transcutaneous oxygen measure-
ments, and photoplethysmography.>®13292¢ Among them, exercise
testing is usually performed to confirm PAD in symptomatic patients
with normal resting ABI, being secondary its role in asymptomatic
patients.®” The TBI is a good indicator of limb perfusion in patients
with diabetes because the small vessels in the toes are frequently
spared from medial artery calcification.?! Also, DUS has gained a
prominent role in the noninvasive assessment of peripheral vascula-
ture, overcoming the limitations of other noninvasive methods and
providing a precise anatomic localization and accurate grading of
lesion severity.>®2% Although, catheter-based arteriography remains
as the gold-standard vascular imaging modality, it must be only consid-
ered when surgical intervention is an option.?°

We have also addressed the prevalence of asymptomatic carotid
disease in our patients with DM1 and abnormal ABI. A recent meta-
analysis®® suggests that carotid atherosclerosis prevalence is increased
on these patients. Despite screening recommendations for asymptom-
atic patients with diabetes mellitus are lacking, we report an overall
5% prevalence of ACP among this subgroup of patients, a half of cases
with hemodynamic changes, that raises to 14% among patients with
confirmed aPAD. The presence of ACP has been shown to be a good
predictor of future cardiac events.?? In those individuals with diabetes
mellitus and carotid artery disease, statin treatment to reduce LDL-
cholesterol is a reasonable approach for ischemic stroke and other
ischemic cardiovascular events prevention.>®2%

Our present study shows an accurate clinical picture of subclinical
atherosclerotic disease in DM1 in the setting of an academic hospital.
To our best knowledge, we report for the first time a prevalence study
in asymptomatic patients with DM1 supported by an adequate sample
size calculation. We confirmed the presence of aPAD and ACP by
performing vascular sonography in all patients with an abnormal ABI.

Do our findings suggest that current screening for peripheral
artery diseases should be changed in patients with DM17? In our opin-
ion, our data may challenge current screening guidelines. If we take
into consideration that 73% of patients with aPAD were under 50 years
old, 49% did not have microangiopathy, and 62% were non-smokers,
most recent recommendations might be too conservative missing
one-third of diagnoses in our asymptomatic patients.*¢® According
to our findings, we can only disregard PAD screening in those patients
with less than 5 years of duration of disease. As seen, the detection of
peripheral artery diseases in those subjects is accompanied by changes
in their therapeutic management in more than 10% of cases. That inter-
vention is likely to prevent or delay disease progression. Given the
well-known impact on patients' quality of life and economic burden
of already advanced peripheral vascular diseases, a comprehensive
assessment could be cost-effective. However, we cannot ignore that
further prospective studies focused on the impact of aPAD screening
on strong outcomes and costs are needed to validate this approach.

We are aware of our study limitations. Most of our patients were
Caucasian Spaniards. This lack of ethnic diversity may be, in part,
unrepresentative for a different population, considering that our car-
diovascular disease rates are among the lowest worldwide.*® We
included a significant proportion of young patients that may impact
our prevalence figures. Furthermore, glycemic control is reasonably

good in our cohort. In this academic setting, patients with DM1 may



NATTERO-CHAVEZ T AL.

be better managed than in the general clinical realm, where prevalence
of disease might be higher than that found in our study. Vascular func-
tion was not explored thoroughly in the patients with normal ABI
results. Hence, possibility exists that some of them actually have aPAD
and/or ACP. As a consequence, we have not been able to establish
false negative rates, sensitivity and negative predictive values. How-
ever, patients with a normal ABI were younger and had a markedly
shorter duration of disease than those with an abnormal test. Thus,
we would not foresee to find many diagnoses of aPAD among these
patients. In conceptual agreement, the percentage of patients with
microangiopathy and a normal ABI was significantly lower than that
observed among subjects with an abnormal ABI.

In summary, in our representative asymptomatic population of
patients with DM1, the overall prevalence of subclinical atheroscle-
rotic disease was 16%. Such a diagnosis had consequences for medical
management in a substantial percentage of cases. Reduced or
increased ABI showed similar frequencies of peripheral artery dis-
eases. Considering the large prevalence of subclinical conditions, and
its consequences for the long-term management, a routine thorough

vascular assessment might be warranted in patients with DM1.
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Context: Cardiovascular autonomic neuropathy (CAN) appears to contribute to peripheral arterial
stiffness (AS) in type 1 diabetes. Whether CAN in patients with AS is associated with concomitant
asymptomatic peripheral arterial disease (aPAD) remains unclear.

Objective: To assess the risk of CAN in patients with type 1 diabetes and AS and its potential
association with atherosclerosis.

Design: Cross-sectional study.
Setting: Type 1 diabetes clinic in an academic hospital.
Patients: Two hundred sixty-four patients with type 1 diabetes.

Intervention: AS was defined as an ankle-brachial index (ABI) >1.2, aPAD by the toe-brachial index
and Doppler sonography, and CAN by blood pressure and heart rate responses to active standing
and Ewing and Clarke tests.

Main Outcome Measures: Odds of having CAN among patients with AS. Odds for CAN were also
calculated as a function of the presence of AS and concomitant aPAD.

Results: The study population’s mean age was 35 + 11 years, with a duration of disease of 19 = 10
years and mean hemoglobin A1c of 7.5% = 1.3%. Seventy-three patients (28%) had peripheral AS,
of whom 28 showed aPAD. The prevalence of CAN among patients with AS was 48% but it was only
23% in subjects with normal ABI (OR: 3.1 [1.7; 5.4]). Concomitant aPAD increased the OR for CAN
(OR: 4.5 [2.0; 10.1]). After adjustments for aPAD and relevant cardiovascular risk factors, AS
remained associated with parasympathetic dysfunction.

Conclusions: In type 1 diabetes, both peripheral AS and atherosclerosis were associated with CAN. A
simple method, such as the ABI, may identify a subset of patients with undiagnosed dysautonomia.
(J Clin Endocrinol Metab 104: 2675-2684, 2019)
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rterial stiffness (AS) is a marker of subclinical vas-
Acular disease that has been documented among
young patients with type 1 diabetes (1). The early de-
velopment of AS in these patients may be a consequence
of the exposure of blood vessels to the chronic detri-
mental effects of hyperglycemia.

Peripheral AS results from medial arterial calcification
(MAC), which is a complex dynamic process modified
by a variety of molecular signaling pathways (2). Al-
though peripheral AS has been linked to peripheral ar-
terial disease (PAD) (3), the impact of MAC on peripheral
vascular beds is poorly understood, even though ad-
vanced stages, characterized by loss of elasticity in ar-
terial walls, are associated with worse tissue perfusion
ending in arterial flow stasis (4). In the past, MAC was
considered a benign condition, even though concomitant
PAD was present in a large subset of patients, at least in
those with type 1 diabetes (5). Nowadays, arterial wall
stiffness is recognized as a key risk factor for cardio-
vascular morbidity and mortality and is a strong, in-
dependent predictor of future cardiovascular events and
all-cause mortality (6).

Cardiovascular autonomic neuropathy (CAN) is an-
other common, yet often underdiagnosed, complication
of type 1 diabetes (7, 8) that may lead to severe morbidity
and mortality. Although not fully understood from a
pathophysiological point of view, CAN may result in a
wide spectrum of clinical manifestations, from resting
tachycardia to structural cardiomyopathy (9). An early
indicator of CAN is reduced heart rate (HR) variability
derived both from the loss of parasympathetic regulation
and from sympathetic override (9). Such an imbalance
may be easily detected in the clinical setting, permitting
an early diagnosis of CAN at subclinical stages (10).

The relationship between CAN and atherosclerosis is
well known (11-13). The autonomic nervous system
regulates HR and vascular tone, and its dysfunction may
contribute to the development of atherosclerosis and AS
in patients with diabetes mellitus (8). The SEARCH
Cardiovascular Disease study (7) suggested that even
young patients with type 1 diabetes may present with
signs of early autonomic dysfunction. Likewise, CAN
and AS have been related independent of the presence of
other classic cardiovascular risk factors in these subjects
(8). However, whether the presence of CAN is associated
with concomitant asymptomatic PAD (aPAD) in patients
diagnosed with AS has not been elucidated.

We hypothesized that CAN may be associated with
both peripheral AS—as defined by an ankle-branchial
index (ABI) >1.2—and the concomitant occurrence of
aPAD. With this hypothesis in mind, our study explored
the autonomic cardiovascular function of patients with
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type 1 diabetes with or without AS, using methods that
can be easily implemented in routine clinical practice, to
clarify the putative role that CAN may play in the de-
velopment of aPAD in patients who have type 1 diabetes
and present with AS.

Methods

Study population

The present preplanned study is part of a larger clinical
trial (ClinicalTrials.gov no. NCT02910271) designed to ad-
dress the prevalence and clinical features of the asymptomatic
peripheral atherosclerotic profile of patients with type 1 di-
abetes (5). A detailed description of this trial has been reported
elsewhere (5). In short, inclusion criteria included diagnosis of
type 1 diabetes before the age of 30 years (14), supported by
(1) the presence of circulating islet-specific pancreatic auto-
antibodies against the 40K fragment of tyrosine phosphatase,
glutamic acid decarboxylase, and/or insulin at diagnosis or
during the course of disease, and/or (ii) the presence of diabetic
ketoacidosis at diagnosis, and (iii) an absolute requirement
for intensive insulin replacement therapy because of per-
manent insulinopenia since initial diagnosis or after a hon-
eymoon phase. Exclusion criteria were (i) symptomatic
intermittent claudication according to the Edinburgh Clau-
dication Questionnaire (15), (ii) previous diagnosis of PAD,
(iii) renal transplantation or renal replacement therapy, (iv)
previous diagnosis of cerebrovascular disease, (v) ongoing
pregnancy, and (vi) other types of diabetes mellitus.

Of 401 consecutive patients attending our diabetes unit, 272
adult patients (=18 years old) with type 1 diabetes matched
these criteria and entered the study, even though the data from
only 264 were finally analyzed for technical reasons (Fig. 1).
The study protocol conformed to the ethical guidelines of the
Declaration of Helsinki as revised in 2008 and was approved by
the local ethics committee (date of approval: 22 January 2016;
protocol ID: 464/15). Informed consent was obtained from all
participants included in the study.

Anthropometric, biochemical, and clinical variables

The medical records of the patients were reviewed for their
medical history and current medications, including clinical
parameters related to type 1 diabetes. Patients were also asked
about their current smoking status.

Study subjects were submitted to a complete anthropometric
evaluation and were classified according to their body mass
index (BMI). Renal function, serum lipid profiles, hemoglobin
Alc concentrations, and proinflammatory profiles were also
assayed.

All patients were assessed for diabetic peripheral neuropathy
(16) by means of a detailed clinical history and clinical tests for
large-fiber function, protective sensation, and detection of feet
at risk for ulceration by a 128-Hz tuning fork for vibration
perception, ankle reflexes, and a 10-g monofilament test.

Assessment of peripheral vascular disease

Patients were examined for signs of chronic circulatory
insufficiency in their lower extremities, and their dorsalis pedis
and tibialis posterior pulses were also categorized as present,
weak, or absent. Peripheral AS was assessed noninvasively
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CONSECUTIVE SAMPLE OF PATIENTS FROM REGULAR FOLLOW UP TYPE 1 DIABETES CLINIC
(n = 401)

Age > 18 years old ?

YES (n =400) I

Pre-existing peripheral arterial disease, diabetic foot or leg amputation?

NO (n = 391) |

DM2, gestational DM, LADA or MODY ?

NO (n = 299) |

e

ECQ Symptoms indicative of intermittent claudication ?

| 297 patients invited to participate in the study NCT02910271 I

"

| Agreed to participate and provided signed informed consent (n = 289) |

Ankle-brachial index < 0.9 ?

.

Fulfilling all inclusion criteria and no exclusion criteria for the present study (n = 272) |

Available data of cardioautonomic function tests?

.

| Patients fully included in the final analyses of cardioautonomic function |

Figure 1. Flowchart of the study. DM, diabetes mellitus; DM2, type 2 diabetes mellitus;
ECQ, Edinburgh Claudication Questionnaire; LADA, latent autoimmune diabetes of

adulthood; MODY, maturity onset diabetes of the young.

by measuring bilateral ABI using a Minidop ES 8-Mhz
sonographic device (Hadeco, Inc., Kawasaki, Japan). ABI was
calculated by dividing the systolic blood pressure (BP) mea-
surement obtained at the tibialis posterior and dorsalis pedis
arteries of the left and right ankles by the highest of the systolic
BP measurements obtained at the left and right brachial arteries
(17) and was categorized as normal (ABI = 0.91 to 1.20), re-
duced (ABI =0.90), or increased (ABI >1.20). The latter was
assumed to be an equivalent of AS.

Seventeen patients showing reduced ABI were submitted to
the Department of Vascular Surgery for full assessment of
peripheral atherosclerotic disease and were excluded from the
current study (Fig. 1). In all patients with increased ABIL, the
presence of aPAD was subsequently investigated by using a
combination of the toe-brachial index (TBI) and peripheral
artery Doppler ultrasonography. TBI tests were performed by a
plethysmographic detection device (Falcon Pro; Viasonix S.A.,
Ra’anana, Israel). Waveform analyses from femoral, popliteal,
anterior and posterior tibial, peroneal, and pedal artery terri-
tories were performed, focusing on arterial diameter reduction
as described earlier (18). A Nemio Model SSA-550A Basic
Diagnostic Ultrasound System (Toshiba Medical Systems S.A.,
Madrid, Spain) with a 7.5-MHz probe served for peripheral
artery Doppler ultrasonography assessments. Waveform was
categorized as normal (triphasic waveform) or abnormal (bi-
phasic, monophasic, or absent waveform) (18). The diagnosis
of PAD was defined by a TBI < 0.7 (19) and loss of the triphasic
waveform pattern, visualization of atherosclerotic plaques, or
PAD diagnostic criteria in an arterial Doppler ultrasonography
examination (18).

Assessment of cardiovascular autonomic function
Cardiovascular autonomic function (parasympathetic in-

nervation) was assessed by the tests proposed by Ewing and

Clarke (10) and recommended by the American Diabetes

https://academic.oup.com/jcem 2677

Association consensus statement on stan-

EXCLUSIONS dardized measures in individuals with di-
abetes (20). We used a modification of the

rom=l Ewing score (10) to diagnose the presence of
CAN, which scored the responses of HR

YES(n=9) variability to deep breathing, standing, and
the Valsalva maneuver, and the response of

BP to active standing as normal (0 points),

YES (n=92) borderline (0.5 point), or positive (1 point). A
composite score =1 was diagnostic of CAN.

YES (n=2) For descriptive purposes, CAN was classified

as early or mild when the Ewing score was
between 1 and 2 and as definitive when =2
(10). In patients showing two or more ab-
normal HR variability tests and an abnormal
BP test, CAN was considered severe (10).

DECLINED (n = 8)

YES (n = 17) HR variability was measured between
7:00 and 9:00 AM in all participants after
they rested in a supine position for 10 minutes

NO{n=6) in a room maintained at stable temperature;

FINAL SAMPLE a Monitor OneDx® System (Qmed, Inc.,

(n = 264) Eatontown, NJ) was used. In brief, the HR

response during respiration (deep breath test)
was estimated by calculating the ratio of the
maximum and minimum HRs during six
cycles of paced deep breathing Expiration/
Inspiration (E/I) ratio. HR response to the
Valsalva maneuver (Valsalva test) was assessed by calculating the
ratio of the longest R-R interval after the maneuver to the shortest
interval during or shortly after the maneuver. HR response to
standing [orthostatism test] was calculated as the ratio of the
longest R-R interval (found at about beat 30) to the shortest
interval (found at about beat 15) after standing up (30:135 ratio).

Adrenergic innervation was assessed by changes in BP and
HR after 5 minutes of active standing with respect to the values
recorded during resting while supine. Systolic and diastolic BP
values at resting were measured three times using an aneroid
sphygmomanometer and stethoscope while the subjects were
seated for at least 5 minutes before a reading was taken (21).
The average of the three measurements was used as an esti-
mation of office systolic and diastolic BP readings. Orthostatic
hypotension was defined by a fall of >20 mm Hg in systolic BP
or >10 mm Hg in diastolic BP in response to standing (20). The
HR at resting was measured by palpating the radial pulse and
counting the number of beats during 60 seconds. Resting
tachycardia was defined by an HR >100 beats per minute.

Both vascular and autonomic function tests were conducted
after an overnight fast to avoid the possible interference of a
postprandial surge in glucose levels (22). Early morning med-
ications, including short-acting insulin, were withheld until the
tests were completed. In addition, patients were advised to
refrain from certain lifestyle activities immediately before the
assessments, including exercise, smoking, and caffeine intake.
Data were available for all BP tests, 99.6% of the E/I ratios,
95.5% of the 30:15 ratios, and 97.3% of the Valsalva tests. In
eight of 272 study subjects (2.9%), no data were available from
any Ewing test because of technical reasons, and these patients
were excluded from the final analyses (Fig. 1).

Sample size calculation

A sample size of 284 subjects was calculated for the primary
objective of the clinical trial (NCT02910271), which was the
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prevalence of aPAD in a population of subjects with type 1
diabetes attending our diabetes unit, as already published (5).
For the current study, we used the online sample size and power
calculator provided by the Institut Municipal d’Investigacio
Meédica from Barcelona, Spain, version 7.12 (https://www.
imim.cat/ofertadeserveis/software-public/granmo/). Assuming
a prevalence of CAN of 34%, as already published for French
patients with type 1 diabetes presenting without symptomatic
PAD (23), and setting @ at 0.1 and B8 at 0.2 for a one-sided test,
the inclusion of at least 73 patients with type 1 diabetes and AS
(cases) and 191 patients without AS (controls) would allow
recognition of an OR > 2 by a Poisson approximation as
statistically significant.

Statistical analysis

Data are shown as mean * SD, 95% CI [lower limit; upper
limit], and counts (%) as appropriate. Normality of continuous
variables was ensured by applying logarithmic transformation
and was checked using the Kolmogorov-Smirnov test. We
applied nonparametric tests to variables that did not follow the
normal distribution even after transformation. Comparisons of
discrete variables among study subgroups were performed
using the y* or Fisher exact test or logistic binary regression.
Continuous variables were compared by ¢ test or Mann-
Whitney U test and one-way ANOVA. Mean differences
among groups were analyzed by post hoc Bonferroni or
Tamhane T2 methods, as appropriate. Using the Newcombe-
Wilson method without continuity correction, we also calcu-
lated the OR and 95% CI for CAN of patients with AS and
aPAD with respect to their counterparts showing normal ABI
(24). Spearman correlation analysis was used to evaluate the
association between ABI values and measurements of CAN.
To perform the Spearman correlation, we used the highest
ABI result, as done in earlier studies (25). Finally, multiple
linear regression full and stepwise models (probability for
entry =0.05, probability for removal =0.10) were performed to
ascertain the main determinants of the variability in the tests of
cardiovascular autonomic function. In addition to the presence
of AS and aPAD (both coded as no = 0, yes = 1), age, sex (coded
as female = 0, male = 1), duration of diabetes, presence of
microangiopathy (coded as no = 0, yes = 1), antiaggregant
therapy (coded as absent = 0, present = 1), BMI, waist cir-
cumference, and systolic and diastolic BP levels were also in-
troduced as independent variables. The level of statistical
significance was set at a P value <0.0S5.

Results

Study population characteristics

The mean age of the patients at diagnosis of type 1
diabetes was 16 *= 8 years, whereas the mean age at in-
clusion was 35 * 11 years. Mean duration of type 1 di-
abetes was 19 * 10 years. All patients were under intensive
insulin treatment (basal-bolus regimen), with 54 patients
(21%) receiving continuous subcutaneous insulin infusion.
Mean BMI was 25 *+ 4 kg/m?*. Thirty-five patients (13%)
had hypertension and 72 (27%) had dyslipidemia. Mean
hemoglobin Alc value of patients at inclusion was 7.5% =
1.3%. Demographic and clinical characteristics of the
participants are shown with details in Table 1.

Cardiovascular Dysautonomia in Type 1 Diabetes
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In 73 patients (28% [23; 33]), an ABI >1.2 sug-
gested the presence of AS. These patients were older
and had a longer duration of disease, as well as greater
BMI, waist circumference, and systolic BP values (Table 1).
Among patients with type 1 diabetes and peripheral AS,
aPAD was found in 28. Fifteen patients showed bilateral
involvement, and only two subjects had bilateral non-
complicated atherosclerotic plaques in the proximal
femoral territories on arterial Doppler ultrasonography
assessments. No patients needed revascularization
procedures.

Tests of cardiac autonomic function and prevalence
of CAN

The prevalence of CAN was significantly greater in
patients with AS than in those showing normal ABI
values (y*: 15.6; P < 0.001) (Fig. 2), with the former
being 3.1 times more likely to exhibit CAN than the
latter (Fig. 2).

In patients with a normal ABI, CAN was categorized
as early/mild in 41 subjects (21.5%), definitive in three
subjects (1.6%), and severe in only one subject. Among
patients with AS, 32 subjects (43.8%) had an early/mild
form of CAN and three (4.1%) had definitive CAN,
whereas no patients presented with severe disease. Or-
thostatic hypotension was present in only two patients
who also had AS. Finally, four patients (2.1%) with a
normal ABI and three patients (4.1%) with AS had
resting tachycardia.

The subgroup of patients with type 1 diabetes showing
the highest prevalence of CAN was composed of those
showing AS and aPAD concomitantly. The odds of
having CAN were 4.5 times higher among them than in
patients showing a normal ABL. However, the presence of
AS without aPAD was also associated with higher odds
of having CAN (Fig. 1).

Parasympathetic function outcomes, including the F/I
ratio and 30:15 ratio (orthostatism test), were reduced in
patients with AS compared with patients with normal
ABI values (Table 2). Nonetheless, reduction in the 30:15
ratio was observed only in patients with concomitant
aPAD (Table 2). Regarding sympathetic function out-
comes, the percentage of change in HR in response to
active standing was also reduced in patients with AS
(Table 2). In agreement, increasing ABI values correlated
with decreasing HR variability, suggesting both sym-
pathetic and parasympathetic dysautonomy (Fig. 3).

Main determinants of cardiac autonomic
function tests

In the linear regression models (Fig. 4), after evalua-
tion of the relative contributions of independent variables
to variability in the tests of cardiovascular autonomic
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Table 1.

Demographic and Clinical Characteristics of All Study Participants and as a Function of the Presence

or Absence of Arterial Stiffness and Peripheral Arterial Disease in Those With Arterial Stiffness

Normal ABI
(n=191)

All Patients

Variable (n = 264)

Arterial Stiffness

115 (44)/149 (56)
[38; 501/[50; 62]

90 (47)/101 (53)
[40; 54]/146; 60]

Women/men, n (%)

Age, y 35 + 11 33+ 11
[34; 37] [31; 35]
DKA at diagnosis, n (%) 116 (44) 83 (44)
[38; 50] [37; 51]
Duration of diabetes, y 19 £ 10 17 =10
[18; 20] [15; 18]
Microangiopathy, n (%) 55 (21) 26 (14)
[16; 26] [10; 19]
Cardiovascular disease, n (%) 5(2) 2(1)
[1; 4] [0; 4]
Smoking habit, n (%) 103 (39) 75 (39)
[33; 45] [33; 46]
Antiaggregant therapy, n (%) 15 (6) 4(2)
[4; 9] [1; 5]
Statin therapy, n (%) 72 (27) 34 (18)
[22; 33] [13; 24]
Antihypertensive therapy, n (%) 35(13) 17 (9)
[10; 18] [6; 14]
Body mass index, kg/m? 25+ 4 25+ 4
[25; 25] [24; 25]
Obesity, n (%) 26 (10) 16 (8)
[7; 14] [5; 13]
Waist circumference, cm 84 + 12 82 + 12
[82; 85] [80; 84]
Systolic BP, mm Hg 119 = 15 117 £ 14
[117;121] [115; 119]
Diastolic BP, mm Hg 71 £10 70+ 9
[70; 73] [69; 71]
HR, bpm 74 + 12 74 =12
[73; 76] [72; 76]
eGFR, mL/min/1.73 m? 94 + 18 96 = 17
[92; 96] [94; 98]
HbA; ., % 75 *13 75+ 13
[7.4;7.7] [7.3; 7.7]
Total cholesterol, mmol/L 174 = 70 174 + 81
[166; 182] [162; 185]
HDL cholesterol, mmol/L 58 + 15 54 + 12
[54; 58] [54; 58]
LDL cholesterol, mmol/L 100 * 23 100 * 23
[97; 104] [97; 104]
Triglycerides, mmol/L 80 + 35 71 = 35
[71; 80] [71; 80]
Ankle-brachial index 1.17 £ 0.20 1.09 = 0.07
[1.15; 1.20] [1.08; 1.10]

Arterial
Stiffness No PAD PAD
(n=173) P (n = 45) (n = 28) P
25 (34)/48 (66) 0.059 15 (33)/30 (67) 1 0(36)/18 (64)  0.835
[24; 46)/[54; 76] [21; 48)/[52; 79] [21; 54)/49; 79]
42 + 11 <0.001 43 + 10 41 + 12 0.355%°
[39; 44] [40; 46] [36; 46]
33 (45) 0.798 18 (40) 15 (44) 0.257
[34; 57] [27; 55] [36; 71]
26 =9 <0.001 26+ 9 25+ 10 0.567%°
[24; 28] [25; 27] [21; 29]
29 (40) <0.001 17 (38) 12 (43) 0.666™°
[29; 51] [25; 52] [27; 61]
3(4) 0.131 1Q) 2(7) 0.554
[1; 1] [0; 12] [2; 23]
28 (38) 0.892 21 (45) 7 (25) 0.064
[28; 50] [33; 61] [13; 43]
11 (15) <0.001 7 (16) 4(14) 1.000*°
[9; 25] [8: 29] [6; 35]
38 (52) <0.001 24 (53) 14 (50) 0.782°
[41; 63] [39; 67] [33; 67]
18 (25) 0.001 10 (22) 7 (25) 0.957%%
[16; 36] [13; 36] [13; 43]
26 = 4 <0.001 26 +3 26+5 0.560°
[25; 27] [26; 27] [24; 28]
10 (14) 0.194 4(9) 6 (21) 0.168
[8; 23] [4; 21] [10; 40]
89 + 12 <0.001 91 + 10 87 + 13 0.166°
[86; 92] [88; 94] [82; 92]
127 + 16 <0.001 129 + 17 122 =12 0.048°
[123; 130] [124; 134] [117; 127]
74 =13 0.003 75 = 15 73 = 09 0.548
[71; 771 [71; 79] [70; 771
74 =13 0.847 73 =13 77 = 11 0.111
[72; 771 [69; 76] [73; 81]
90 * 18 0.028 92 + 15 86 * 22 0.209°
[86; 94] [87; 96] [78; 95]
76+ 13 0.740 76+ 1.4 77 +12 0.657
[7.3; 7.9] [7.1; 8.0] [7.2; 8.2]
174 + 31 0.266 178 = 27 166 * 35 0.543
[166; 182] [166; 185] [154; 178]
58 + 15 0.787 58 = 15 58 = 15 0.743
[54; 62] [50; 62] [50; 66]
100 + 23 0.537 104 + 23 97 + 27 0.326
[97; 108] [97; 112] [85; 108]
80 + 44 0.205 80 * 35 80 * 53 0.502
[71; 89] [71; 89] [62; 97]
140 + 027  <0.001 134 = 0.22 149 + 030  0.077°
[1.33; 1.46] [1.27; 1.40] [1.37; 1.61]

Continuous and discrete variables are shown as mean = SD and counts (%), respectively. Figures below those statistics denote 95% Cls. The boldface

P values denote statistical significant comparisons.

Abbreviations: bpm, beats per minute; DKA, diabetic ketoacidosis; eGFR, estimated glomerular filtration rate; HbA; ., hemoglobin A1c; HDL, high-density

lipoprotein; LDL, low-density-lipoprotein.

9P < 0.005, high ABI with peripheral arterial disease compared with normal ABI.

bp < 0.005, high ABI without peripheral arterial disease compared with normal ABI.

function, the diagnosis of AS remained a determinant of
reduced E/I ratio. Likewise, the presence of concomitant
aPAD determined a reduced HR variability in response to
orthostatism (30:15 ratio) after adjustment for other
independent variables. Neither the presence of AS nor
concomitant aPAD was a significant determinant of
other tests of cardiovascular autonomic function (data
not shown).

Discussion and Conclusions

The current study evaluated the association between
CAN and AS—defined by an ABI =1.2—in patients with
type 1 diabetes while thoroughly screening for aPAD
using vascular sonography. We hereby report that the
compliance of peripheral arteries is related to cardio-
vascular autonomic dysfunction among young adults
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OR: 4.46
11.96; 10.12)

OR: 2.44
[1.24; 4.82)
J OR: 1.82
80 [0.70; 4.74)
OR: 3.08
[1.74; 5.44] 57.1%
60 48.0% [39.1; 73.5]

[36.9; 59.2] 42.2%
[29.0; 56.7]

100

401
23.0%
[17.6; 29.5]

204

Prevalence of CAN (%)

—— Patients with normal ankle-brachial index (n = 191)
=mmm Patients with arterial stiffness as a whole (n = 73)
zzzz Patients with only arterial stiffness (n = 45)

==zl Patients with arterial stiffness plus
peripheral arterial disease (n = 28)

Figure 2. Prevalence of CAN presented as percentage (%) and
95% Cl. ORs [95% Cls] are also shown for CAN in patients with
arterial stiffness and asymptomatic peripheral arterial disease relative
to their counterparts with a normal ABI.

with type 1 diabetes who maintain acceptable glycemic
control. Our findings also show that the prevalence of
CAN in patients with AS is threefold that of patients with
normal ABI values, with the highest prevalence in the
subset of patients with both AS and concomitant aPAD;
in addition, this association persisted even after adjust-
ments for the presence of other relevant cardiovascu-
lar risk factors and aPAD. Furthermore, in what appears
to be another link between CAN and cardiovascular

Cardiovascular Dysautonomia in Type 1 Diabetes

J Clin Endocrinol Metab, July 2019, 104(7):2675-2684

morbidity, in our cohort of patients with type 1 diabetes,
peripheral AS appeared to foster the association of car-
diovascular autonomic dysautonomy and atherosclerosis.

This dual pathogenic pathway from cardiac auto-
nomic dysfunction to AS and atherosclerosis is not only
suggested by our findings but is also supported by
mounting evidence from others. Chronic hyperglycemia
is associated with CAN and vascular disease in both type
2 and type 1 diabetes. In agreement, disorders in auto-
nomic system modulation seem to precede the develop-
ment of subclinical atherosclerosis—namely, an increase
in carotid intima thickness—in patients with type 2 di-
abetes (26). Furthermore, indices of HR variability are
reduced in patients with type 2 diabetes and PAD
compared with their counterparts without peripheral
disease as measured by ABI (13), even though the positive
predictive value for the diagnosis of PAD with this ex-
ploration is only ~50% when not followed by any
confirmatory tests (5). Also in type 2 diabetes, it has been
reported that the cardiovascular autonomic response of
patients with a reduced ABI is different from that of their
counterparts showing increased ABI, suggesting that by
regulating HR and vessel diameter, the autonomic ner-
vous system may contribute to both peripheral athero-
sclerosis and AS (27). Although it has been less studied
than in patients with type 2 diabetes, the association
between CAN and atherosclerosis has been reported in
patients with type 1 diabetes as well (12, 28). Increased
carotid intima thickness was recently related to CAN
in individuals with type 1 diabetes (12). Furthermore,

Table 2.

Parasympathetic and Sympathetic Function Tests in Patients With Arterial Stiffness Compared With

Their Counterparts With Normal ABI: Influence of Presence of Coexisting Peripheral Arterial Disease on

Autonomic Responses

Arterial Stiffness

Normal ABI Arterial stiffness No PAD PAD
(n=191) (n=73) P (n = 45) (n = 28) P
Parasympathetic function tests, HR variability (%)
Deep breathing 36 = 25 23 = 21 <0.001 22 = 24 23 + 16 0.798
[32; 40] [18; 28] [15; 29] [17; 29]
Valsalva maneuver 44 + 36 39 + 32 0.252 44 + 35 32 + 24 0.125
[39; 49] [32; 46] [33; 55] [23; 41]
Orthostatism (30:15 ratio) 33 £ 34 24 * 33 0.025 32 + 38 1 =13 0.001
[28; 39] [16; 32] [21; 43] [6; 16]
Sympathetic function tests, percentage of change in response to orthostatism
Systolic BP, mm Hg -4 *6 -2=*7 0.208 -1=x7 -5=*6 0.077
[-5; 3] [-3; 0] —4; 2] [-7;, =3]
Diastolic BP, mm Hg 7 =13 6= 11 0.932 7 =11 6+ 12 0.608
[5; 9] (3; 9] [4; 10] [1; 11]
HR, bpm 16 = 13 11 =11 <0.001 10 = 11 13+ 11 0.108
[14; 19] [8; 14] [6; 14] [9; 17]

Data are mean = SD [95%Cl]. HR variability is shown as a percentage derived from the HR variability index [(HR variability index — 1) X 100]. The boldface
P values denote statistical significant comparisons.

Abbreviations: ABI, ankle-brachial index; BP, blood pressure; bpm, beats per minute; HR, heart variability; PAD, peripheral arterial disease.
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Figure 3. Spearman correlations are shown between ABI values and cardiovascular autonomic function measurements of parasympathetic
autonomic functions (deep breathing, Valsalva maneuver, and orthostatism indexes, upper panels) and sympathetic autonomic functions
(percentage of change in HR and systolic and diastolic blood pressure levels in response to active standing, lower panels). Gray areas indicate

the normal range of ABI values (0.91-1.20).

impacts on carotid intima thickness were more negative
with the combination of type 1 diabetes and CAN than
when the individual impacts of these traits were summed
(12). Similarly, the Coronary Artery Calcification in Type 1
Diabetes study (28) reported that abnormal HR variability
may be linked to the progression of coronary artery cal-
cification, indicating that the presence of autonomic neu-
ropathy contributes to the process of atherosclerosis.

On the other hand, cardioautonomic dysfunction has
been found in patients with type 1 diabetes and lower-
extremity arterial calcification (29) or markers of AS (8,
30, 31). In a cohort of 144 patients with childhood-onset
type 1 diabetes, the Pittsburgh Epidemiology of Diabetes
Complications study (30) showed that CAN, as defined
by abnormal HR variability after deep breathing, was
prospectively associated with AS, regardless of classic
cardiovascular risk factors. Also, the SEARCH Cardio-
vascular Disease study (8) explored the relationships
between HR variability and several measures of AS in
young patients with type 1 diabetes and healthy controls
using a cross-sectional design. CAN was associated with
AS in both the central and peripheral vascular beds

regardless of other classic cardiovascular risk factors,
such as BP, lipid profiles, obesity-related parameters,
microalbuminuria, and smoking (8). Also recently, ab-
normal HR variability during paced deep breathing was
associated with aortic AS in a large sample of patients
with type 1 diabetes from the Steno Diabetes Center, even
after adjustments for age, sex, blood pressure, diabetes
duration, glycemic control, and renal function (31).
However, to the best of our knowledge, although those
prior studies agree with our results, none of them con-
sidered the influence of aPAD on the association of CAN
with peripheral AS we did, despite the frequent co-
existence of AS and aPAD in these patients (5).

What putative mechanisms link cardioautonomic
dysfunction, atherosclerosis, and AS? The physiologic
equilibrium of peripheral vascular beds and heart au-
tonomic innervation is driven by complex interactions,
including metabolic processes such as oxidative stress
and inflammation (27), which are altered in patients with
diabetes. Although CAN may lead to a proinflammatory
state (28), other mechanisms such as BP dysregulation
may also play a role in the development of AS and
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AS may contribute to cardiovascular

Eull model: Stepwise model: dysautonomy by inducing barorecep-
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tor dysfunction (4); conversely, CAN
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cemia itself contributes to the athero-
sclerotic process by several mechanisms,
such as endothelial dysfunction and
hypercoagulability (36). Chronic hy-
perglycemia promotes the accumulation
of advanced glycation end products that
perturb the adhesion properties of the
basement membrane of endothelial cells
and activate inflammatory cells in the
vessel wall, favoring atherogenesis
(36). Likewise, advanced glycation end
products cause collagen cross-linking
within the vascular wall, leading to the
loss of collagen elasticity (37) and

subsequently to reduction in arterial

Sex g *r—
Age at inclusion —
Duration of DM 1 ——
Microangiopathy . ]
Antiaggregant therapy —i—
Body mass index g
Waist circumference — i
Office systolic blood pressure . o—
Office diastolic blood pressure —
Arterial stiffness —
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Figure 4. Full and stepwise multiple linear regression models were performed to ascertain the
main determinants of selected cardiovascular autonomic function tests (dependent variables).
The dots show the standardized regression coefficients, and the error bars indicate their 95%

Cl. R? = coefficient of determination. DM1, type 1 diabetes mellitus.

atherosclerosis (4). It is well known that parasympathetic
downregulation alters the physiologic fall in BP at night
(i.e., the so-called nondipping pattern) from early stages
of CAN (32). The relative sympathetic overload and
exposure of the vascular bed to increased BP values
during sleep in subjects with CAN mays, at least in theory,
promote vascular injury, AS, and atherosclerosis.

In another way, a decrease in artery elasticity and
autonomic dysfunction may develop together from early
stages of type 1 diabetes (8, 33); however, their order of
appearance and the potential involvement of causality in
such an association are unsolved issues. Our present
findings indicated an association between CAN and
AS that was only explained in part by the coexistence of
AS and aPAD. However, our cross-sectional design
precluded any conclusions about causality. Theoretically,

and myocardial compliance (38).

In any case, our study was not free
of limitations. Our series of patients,
composed almost entirely of Caucasian
Spaniards, may not be representative of
racially and ethnically diverse patients
with type 1 diabetes. Also, because our
patients were followed up at a highly specialized diabetes
unit, their glycemic control was likely better than that of
patients attending a general clinical practice, where the
prevalence of AS and CAN may be higher than in our
study. Moreover, our study design excluded subjects with
severe microvascular and macrovascular complications,
making it vulnerable to survival bias. Lastly, we did not
conduct one of the HR variability tests for the Ewing score
(i.e., the BP response to sustained handgrip), and vascular
function was not explored thoroughly in the subset of
patients with normal ABI results.

In conclusion, in our population of adult patients with
type 1 diabetes, peripheral AS identified by ABI was
associated with CAN, and this association occurred in a
substantial proportion of cases independently of aPAD
and other classic cardiovascular risk factors. Because
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both AS and CAN have been related to cardiovascular
morbidity and mortality, the routine use of a noninvasive
method such as the ABI may identify a subset of patients
with undiagnosed CAN who could benefit from early
and aggressive management of cardiovascular risk fac-
tors. We cannot forget that the presence of CAN—often
underdetected—is a mandatory diagnosis in all patients
with diabetes mellitus (39) and carries risks for cardio-
vascular events and silent ischemia that are even greater
than the risks with smoking and low-density lipoprotein
cholesterol level (40, 41). Prospective studies targeting
intensive management of cardiovascular risk factors in
these patients are warranted.
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Sexual Dimorphism and Sex
Steroids Influence Cardiovascular
Autonomic Neuropathy in Patients
With Type 1 Diabetes

https.//doi.org/10.2337/dc19-1375

The male predominance of cardiovascular
disease is overridden by the presence of
diabetes, as the sex-related burden of
cardiovascular disease increases in post-
menopausal women with diabetes (1).
Sexual dimorphism in cardiovascular
autonomic neuropathy (CAN) might con-
tribute to these findings (1).

We conducted a cross-sectional study
hypothesizing that 1) the prevalence of
CAN is different among women and men
with type 1 diabetes, 2) such a difference
is dependent on the pre- or postmen-
opausal status of women, and 3) sex
steroids show opposite associations
with CAN depending on sex.

In this study, we recruited 279 consec-
utive patients with type 1 diabetes
attending our clinic (ClinicalTrials.gov
identifier NCT02910271) (2,3). Inclusion
and exclusion criteria are detailed else-
where (2,3). Assuming a global preva-
lence of CAN of ~30% in our population
of patients with type 1 diabetes (2) and
setting o at 0.05 and 3 at 0.20 for a
two-sided test, the inclusion of at least
160 men and 120 women was enough
to identify a difference in prevalence
among them above 15% (www.imim
.cat/ofertadeserveis/software-public/
granmo/).

The study protocol conformed to the
ethical guidelines of the Declaration of
Helsinki and was approved by the local
ethics committee of Hospital Universitario
Ramon y Cajal (approval date 22 Janu-
ary 2016, protocol ID 464/15). Informed
consent was obtained from all partici-
pants included in the study. Patients did
not receive any economic compensation
for their participation.

For all study subjects, we reviewed
medical history and clinical parameters
of the patients at recruitment. Then,
participants were submitted to a physical
examination and biochemical assess-
ments. Serum for sex steroid measure-
ments was frozen at —80°C until thawed
for analysis. Technical characteristics of
the assays used for biochemical and
hormone measurements have been de-
scribed in detail elsewhere (2,4). We
performed hormone assays at the
same time using kits from the same
production lots. Cardiovascular auto-
nomic function was assessed using Ewing
tests (Monitor OneDx System device;
Qmed, Inc., Eatontown, NJ) and by the
changes in blood pressure and heart rate
after active standing (3).

Data are shown as means * SD or
counts (percentage) with 95% Cl (lower
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3% and

limit; upper limit). Patients were classi-
fied by age using a cutoff of 45 years.
Analysis of discrete variables used logistic
binary regressions, and continuous var-
iables were submitted to two-way ANOVA
tests. We assessed the association be-
tween sex steroids and Ewing tests by
Spearman correlations. Statistical sig-
nificance was set at a P value <0.05.

The features of participants are de-
tailed in Table 1. In women, CAN was
early/mild in 39 cases (32%) and defini-
tive in 4 (3%). In men, CAN was early/mild
in 40 cases (25%) and definitive in 2 (1%).
Onthe whole, the prevalence of CAN was
not significantly different between men
and women (Table 1). However, it was
much more frequent in women >45 years
of age than in younger women or in men
regardless of age. The odds ratio of CAN
was 4.5 (95% Cl 1.4; 14.1) in older women
compared with older men, 5.4 (95%
Cl 2.0; 14.7) compared with younger
women, and 6.4 (95% Cl 2.4; 17.2) com-
pared with younger men.

Men with CAN showed lower total
testosterone (T) and T/estradiol (E,) ra-
tios than those without CAN. T and T/E,
ratios were directly correlated with Ew-
ing scores. Women with CAN had higher
T/E, ratios than those without CAN. A
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Table 1—Demographic characteristics, clinical features, and sex steroid profile of the whole group of study participants
and as a function of sex and age

Women Men
All patients All =45 yrs >45 yrs All =45 yrs >45 yrs
Variable (n = 279) (n = 121) (n = 99) (n = 22) (n = 158) (n = 124) (n = 34)
Age (years)® 36 = 12 36 + 13 32 +9 56 = 7 36 + 11 32 +8 51 £5
[35; 37] [34; 38] [30; 34] [53; 59] [34; 38] [31; 33] [49; 53]
DKA at diagnosis 121 (43) 52 (43) 42 (42) 10 (46) 69 (44) 56 (45) 13 (38)
[38; 49] [35; 52] [33; 52] [27; 65] [36; 52] [27; 54] [24; 55]
csiie 55 (20) 31 (26) 25 (25) 6 (27) 24 (15) 17 (14) 7 (21)
[16; 25] [19; 34] [18; 35] [13; 48] [10; 22] [9; 21] [10; 37]
Duration of diabetes (years)bc 20 + 11 20 + 11 16 = 8 35 +8 20 + 11 17 = 10 29+ 6
[19; 21] [19; 21] [14; 18] [31; 39] [18; 22] [15; 19] [27; 31]
Never smokers 167 (60) 72 (41) 64 (65) 8 (36) 95 (60) 75 (61) 20 (59)
[54; 65] [51; 68] [55; 73] [20; 57] [52; 67] [52; 69] [42; 74]
Antiaggregant therapy® 21 (8) 10 (8) 2 (2) 8 (36) 11 (7) 2 (2) 9 (27)
[5; 11] [5; 15] [1; 7] [20; 57] [4; 12] [0; 6] [15; 43]
Statin therapy?® 78 (28) 26 (22) 11 (11) 15 (68) 52 (33) 28 (23) 24 (71)
[23; 34] [16; 31] [6; 19] [47; 84] [26; 41] [16; 31] [54; 83]
Antihypertensive therapy®® 42 (15) 16 (14) 4 (4) 12 (55) 26 (17) 13 (11) 13 (38)
[11; 20] [9; 21] [2; 10] [35; 73] [12; 23] [6; 17] [24; 55]
Oral contraception treatment 11 (4) 11 (10) 11 (11) = = = =
[2; 71 [6; 17] [6; 19] — — — —
Microangiopathyb 71 (25) 36 (30) 20 (20) 16 (73) 35 (22) 23 (19) 12 (35)
[21; 31] [22; 38] [14; 29] [52; 87] [16; 29] [13; 26] [22; 52]
Coronary heart disease® 6 (2) 4 (3) 1(1) 3 (14) 2 (1) 1(1) 1(3)
[1; 5] [1; 8] [1; 6] (5; 33] [0; 5] [0; 4] [1; 2]
Peripheral artery disease 35 (15) 13 (11) 6 (6) 7 (32) 22 (14) 17 (14) 6 (18)
[9; 17] [6; 18] [3; 13] [16; 53] [9; 20] [9; 21] [8; 34]
BMI (kg/m?)° 25 = 4 24 + 4 24 * 4 263 25 * 4 25 * 4 263
[25; 26] [23; 25] [23; 25] [25; 27] [24; 26] [24; 26] [25; 27]
Obesity 30 (11) 11 (9) 7 (7) 4 (18) 19 (12) 15 (12) 4 (12)
[8; 15] [5; 16] [4; 14] [7; 39] [8; 18] [8; 19] [5; 27]
Waist circumference (cm)?© 84 = 12 78 = 11 76 = 10 85 *+ 12 89 = 11 88 = 11 93 *+9
[83; 85] [76; 80] [74; 78] [81; 90] [87; 91] [86; 90] [89; 96]
Office systolic BP (mmHg)? 120 * 16 114 + 16 110 * 12 133 + 21 124 + 14 122 + 13 130 + 16
[118; 122] [111; 117] [108; 112] [124; 142] [122; 126] [120; 124] [124; 136]
Office diastolic BP (mmHg)? 72 = 10 69 =9 69 = 8 70 = 13 73 £ 11 72 = 11 77 = 8
[71; 73] [67; 71] [67; 71] [64; 76] [71; 75] [70; 74] [74; 79]
Heart rate (bpm)© 74 £ 12 77 £ 12 78 £ 12 72 £ 11 72 + 12 71 £ 12 76 = 11
[73; 75] [75; 79] [76; 80] [67; 77] [70; 74] [69; 73] [72; 80]
eGFR (mL/min/1.73 m?)?® 95 + 18 89 *+ 18 91 £ 18 79 = 13 97 £ 17 99 + 17 88 * 17
[93; 97] [86; 92] [87; 95] [73; 85] [94; 100] [96; 102] [82; 94]
HbA;. (%) 76 £ 13 7.7 £ 14 76 £ 14 7.8 £ 1.0 75 * 13 75 * 12 7314
[7.5; 7.8] [7.5; 8.0] [7.3; 7.9] [7.4; 8.2] [7.3; 7.7] [7.3; 7.7] [7.1; 8.1]
HbA,c (mmol/mol) 60 + 14 61 + 15 60 + 15 62 + 11 58 + 15 58 * 14 56 + 16
[58; 62] [58; 64] [57; 63] [57; 67] [56; 60] [56; 61] [50; 62]
Total cholesterol (mmol/L) 4.4 = 0.7 4.6 * 0.7 4.6 = 0.7 4.5 * 0.8 43 *+ 0.7 43 *+ 0.7 4.5 * 0.6
[4.3; 4.5] [4.5; 4.7] [4.5; 4.7] [4.1; 4.9] [4.2; 4.4] [4.2; 4.4] [4.3; 4.7]
HDL cholesterol (mmol/L)? 15 =04 1.6 = 0.3 1.6 = 0.3 1.6 = 0.3 1.4 + 0.3 1.3 =03 14 =04
[1.5; 1.6] [1.6; 1.7] [1.5; 1.7] [1.5; 1.7] [1.4; 1.5] [1.3; 1.4] [1.3; 1.5]
LDL cholesterol (mmol/L) 2.6 = 0.6 26 £ 0.5 2.6 £ 05 2.5 * 0.6 2.6 * 0.6 25 * 0.7 2.7 £ 05
[2.5; 2.7] [2.5; 2.7] [2.5; 2.7] [2.4; 2.7] [2.5; 2.7] [2.4; 2.6] [2.5; 2.9]
Triglycerides (mmol/L) 0.9 = 04 0.8 = 0.4 0.8 = 0.4 0.8 = 0.2 09 = 04 0.9 * 0.4 0.9 =03
[0.9; 1.0] [0.7; 0.9] [0.7; 0.9] [0.7; 0.9] [0.8; 1.0] [0.8; 1.0] [0.8; 1.0]
FSH (1U/L)?><* 9+ 19 17 * 27 6+7 59 =+ 36 4+2 3+2 4+2
[7; 11] [12; 22] [4.4; 7.4] [43; 75] [4; 4] [3; 3] [3; 5]
LH(IU/L)abc’k 7*8 11 = 11 7*8 25 * 10 4+ 2 4 =2 4 +2
[6; 8] [9; 13] [6; 9] [21; 29] [4; 4] [4; 4] [3; 51

Continued on p. e3
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Table 1—Continued

Women Men

All patients All =45 yrs >45 yrs All =45 yrs >45 yrs

Variable (n = 279) (n = 121) (n = 99) (n = 22) (n = 158) (n = 124) (n = 34)
Total T (nmoI/L)abc* 14.0 = 11.7 1.6 + 09 1.6 = 0.8 1.2 = 0.7 226 = 7.0 233 * 7.2 20.0 £ 54
[12.6; 15.4] [1.4; 1.8] [1.4; 1.8] [0.9; 1.5] [21.5; 23.7]  [22.0; 24.6] [18.0; 21.0]

Total E, (pmol/L)?** 231 * 294 416 *= 392 461 * 373 234 * 410 103 * 40 28 £ 11 27 £ 9

[196; 266] [345; 487] [382; 540] [52; 416] [97; 109] [26; 30] [24; 30]

Total T/ E, molar ratio®** 146 + 138 10 = 13 7+8 22 =21 242 =99 247 = 104 224 *+ 80
[129; 163] [8; 12] [5; 8] [13; 31] [226; 258] [229; 266] [196; 252]

SHBG (nmol/L)abc* 69 * 41 94 = 50 91 £ 51 107 = 42 51 £ 21 49 = 20 60 * 22

[64; 74] [85; 103] [80; 102] [88; 126] [48; 54] [45; 53] [52; 68]

Calculated free T (pmol/L)2*<* 233 + 205 16 + 14 17 + 15 11 +7 384 = 124 409 * 124 292 + 71
[208; 258] [14; 19] [14; 20] [8; 14] [365; 404] [387; 431] [267; 317]

Calculated free E, (pmoI/L)bc* 3.7 41 5.8 £ 5.7 6.5 £ 53 3.1 6.1 22 * 10 0.6 = 0.3 19 * 0.7
[3.2; 4.2] [4.8; 6.8] [5.4; 7.6] [0.4; 5.8] [2.0; 2.4] [0.6; 0.7] [1.7; 2.2]

Calculated free T/E, molar ratio®®°* 116 = 110 7*8 5*5 14 = 13 193 = 79 200 * 83 169 = 58
[103; 129] [6; 8] [4; 6] [8; 20] [181; 205] [185; 215] [135; 183]

Prevalence of CAN®® 85 (30.5) 43 (35.5) 28 (28.3) 15 (68.2) 42 (26.6) 31 (25.0) 11 (32.4)
[25.4; 36.1]  [27.6; 44.4] [20.4; 37.8] [47.3; 83.6] [20.3;34.0] [18.2;33.3] [19.1; 49.2]

Continuous and discrete variables are shown as mean = SD and N (%), respectively. Numbers below those statistics denote 95% Cl [lower limit; upper
limit]. BP, blood pressure; bpm, beats per minute; CSll, continuous subcutaneous insulin infusion; DKA, diabetes ketoacidosis; eGFR, estimated

glomerular filtration rate; FSH, follicle-stimulating hormone; LH, luteinizing hormone; SHBG, sex hormone binding globulin. Comparisons among
groups were performed by two-way ANOVA or binary logistic regression analyses. ®Significant differences between men and women. Significant
differences among older and younger patients independently of sex. “Statistically significant interaction between sex and age-group. *11 women
taking hormonal contraceptives were excluded.

significant correlation was observed be-
tween free T and orthostatism test values.

According to our findings, women with
type 1 diabetes >45 years of age show a
marked increase in the risk of suffering
from CAN with respect to other sub-
groups of patients. In agreement with
our previous hypothesis (5), we also
observed that circulating T and its re-
lation to E; may have opposite associa-
tions with CAN in men and women. The
higher concentrations of T in our women
with CAN suggest that androgen excess
might be associated with autonomic
dysfunction, although the T/E, ratio in-
crease largely relied on the profound
decrease of E, found in older women.
Conversely, T was positively associated
with heart rate variability in men, and
those men with CAN had lower T levels.

Nonetheless, our older women also
had more cardiovascular risk factors than
the other study subgroups. Whether this
fact was related only to the estrogen
decline of menopause is unclear (1). We
have to bear in mind that these women
also had a longer duration of diabetes,
which is one of the most important
predictors for cardiovascular outcomes.
However, older men also had a longer
duration of diabetes but did not show
an increased prevalence of CAN.

If confirmed in other populations, the
very large prevalence of CAN among post-
menopausal women with type 1 diabetes
in our study, despite the obvious limita-
tions of its relatively small sample size and
observational design, would make CAN
screening mandatory for the accurate
stratification of their cardiovascular risk.
The consequences of the management of
male hypogonadism and female hyper-
androgenism in patients with type 1 di-
abetes merit further research.
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Circulating soluble klotho is not associated with
an elevated ankle-brachial index as a surrogate
marker of early arterial calcification in patients
with type 1 diabetes mellitus and no evidence of
renal dysfunction

Introduction

The conventional view of peripheral artery disease has evolved
to now consider it a continuous pathway from arterial calcification
to endoluminal atherosclerosis. In agreement with this idea,
arterial stiffness secondary to vascular calcification is a strong
independent predictor of cardiovascular (CV) events and all-cause
mortality.

The KL gene encodes klotho, a 130-kDa single-pass transmem-
brane protein that is also an obligatory co-receptor of the
phosphaturic hormone fibroblastic growth factor (FGF)-23 [1],
expressed in distal renal tubules and parathyroid glands. Its
extracellular domain can be cleaved, resulting in its presence in
blood as a soluble protein (s-klotho) and suggested to protect
against endothelial dysfunction by increasing nitric oxide avail-
ability. Klotho deficiency is associated with vascular disorders,
including medial arterial calcification (MAC) [2]. Cross-sectional
studies of chronic kidney disease (CKD), considered a state of
accelerated ageing, have shown reduced s-klotho levels in all
stages of disease [3]. In addition, s-klotho reduction may serve as a
biomarker of premature diabetic nephropathy.

Increased arterial stiffness has been documented in young
patients with type 1 diabetes mellitus (T1DM) [4]. Low s-klotho
concentrations associated with early predictors of atherosclerosis
and endothelial dysfunction have been also reported in these
patients.

To provide new insights into the pathogenesis of MAC in T1DM,
our present study aimed to address whether an association
between circulating s-klotho and asymptomatic peripheral MAC is
present in patients with TIDM and normal renal function.

Material and methods
Study population

This cross-sectional study involved 164 adult patients with
T1DM, all of whom were aged < 30 years at the time of diagnosis,
recruited consecutively at our outpatient clinic. Exclusion criteria
included:

e ankle-brachial index (ABI) < 0.9;
e symptomatic claudication (by Edinburgh Claudication Ques-
tionnaire);

https://doi.org/10.1016/j.diabet.2018.01.009
1262-3636/© 2018 Elsevier Masson SAS. All rights reserved.

e previous diagnosis of peripheral artery disease, diabetic foot or
leg amputation and;

e previous diagnosis of CKD, defined by the four-variable
Modification of Diet in Renal Disease (MDRD-4) equation as
an estimated glomerular filtration rate (eGFR) < 60 mL/min/
1.73 m?, renal transplantation or renal replacement therapy. The
presence of albuminuria < 300 mg/g was allowed.

Of our 164 study patients, 54 had MAC, defined as an ABI > 1.2,
and were compared with 110 patients of similar gender distribution,
age and eGFR, but presenting with normal ABI values (range: 0.9-1.2).

The study was approved by the local ethics committee, and all
patients gave their written informed consent.

Clinical and anthropometric variables

The patients’ medical records were reviewed for current
medications and parameters related to their T1DM, CV risk factors,
and coronary heart and cerebrovascular disease. Smoking status
was also recorded. Anthropometric evaluation, which included
weight, height, waist and hip circumferences, and body fat
percentage in relation to total body weight, was performed by
bioelectrical impedance (TBF-300A Body Composition Analyzer,
Tanita Corporation, Tokyo, Japan).

Sampling

Venous blood samples were obtained after an overnight fast
and a 24-h period of abstinence from alcohol and vigorous physical
exercise. Analytical assessment of renal function (plasma creati-
nine, eGFR, urinary albumin-to-creatinine ratio in a random spot
urine collection) was performed. Blood parameters also included
fasting glucose, lipid profile, and urea, total protein, albumin,
parathormone, alkaline phosphatase, HbA;. and vitamin D
concentrations.

For s-klotho measurements, blood samples were left to clot for
1 h, then centrifuged at 1500 x g for 10 min and stored at —80 °C
until assayed in duplicate, using commercial enzyme-linked
immunosorbent assay (ELISA) kits of the same manufacturer
and assay lot (catalogue code: CSB-E13235 h, Cusabio Biotech Co.,
Ltd., Hubei, China). The lower limit of detection was 0.039 ng/mL,
and the intra- and interassay coefficients of variation were < 8%
and < 10%, respectively. The median s-klotho concentration for the
entire study population was determined, and patients were then
classified according to this value into high s-klotho (HsK) and low
s-klotho (LsK) subgroups.

Assessment of peripheral vascular disease and MAC

Pedal pulses were examined in both lower limbs, and those
from the dorsalis pedis and tibialis posterior arteries were
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categorized as present, weak or absent. The lower extremities were
also examined for signs of chronic circulatory insufficiency.

Peripheral MAC was assessed by bilateral ABI, using a Minidop
ES 8-MHz sonography device (Hadeco, Inc., Kanagawa, Japan). The
principal investigator (L.N.-C.) was trained by a consultant vascular
surgeon at our centre before starting the present study. ABI was
calculated by dividing the systolic blood pressure (SBP) obtained
from the tibialis posterior and dorsalis pedis arteries of the left and
right ankles by the highest SBP measurements obtained from both
brachial arteries, and categorized as normal (0.90-1.20), mild-to-
severe obstruction (< 0.90) or not able to compress artery, which is
strongly suggestive of MAC (> 1.20). The highest ABI result was
used for calculating correlations. All vascular function tests were
conducted after overnight fasting to avoid the possible interfer-
ence of a postprandial surge in glucose levels.

Sample size calculation

To the best of our knowledge, no published study has used a
design like ours. Keles et al. [5] reported that, in patients with
T1DM, a mean s-klotho difference of 100 pg/mL (pooled deviation
of 92 pg/mL) was associated with significant differences in carotid
intima-media thickness. Given the estimated 33% prevalence of
MAC in our study population [6], the inclusion of 110 patients
without MAC and 54 with MAC provided a 90% power to detect
differences in fasting s-klotho concentrations in > 50% of those
reported [5].

Statistical analysis
Data were expressed as means + SD (range) or raw numbers
(percentages). Normality of continuous variables was assured as

necessary for logarithmic transformation or Templeton’s two-step
transformation method, and checked by Kolmogorov-Smirnov tests.

Table 1

Nominal (categorical) variables were compared using x? or Fisher’s
exact tests, and continuous variables by t or Mann-Whitney U tests, as
appropriate. Pearson’s correlation analysis was used to evaluate the
relationship between ABI and s-klotho. A multiple linear stepwise
regression model was used to investigate the main determinants of s-
klotho levels among those variables with a P value < 0.10 in the
correlation analyses and in comparisons of the HsK and LsK
subgroups. Statistical significance was set at a P value < 0.05.

Results

Patients’ characteristics are summarized in Table 1. Those with
MAC had higher office SBP and diastolic blood pressure (DBP),
larger waist circumferences and longer duration of disease than
those showing normal ABIs. The percentage of subjects with
microangiopathy was also higher among patients with MAC. Also,
despite having similar total calcium and vitamin D concentrations,
patients with MAC had lower phosphorus and higher parathor-
mone concentrations than those with normal ABIs.

However, s-klotho levels did not differ among T1DM patients
with or without MAC (Fig. 1), and the median s-klotho level for the
whole of the study population was 0.309 ng/mL. Patients in the
HsK subgroup were more frequently women and older, had longer
durations of disease, and higher parathormone and high-density
lipoprotein (HDL) cholesterol concentrations. However, HsK and
LsK subgroups showed no significant differences in ABI (Table 1).In
addition, s-klotho correlated with age (r: 0.183, P=0.019), TIDM
duration (r: 0.224, P=0.004), office DBP (r: 0.168, P=0.032) and
parathormone levels (r: 0.250, P =0.004), but not with ABI (r:
0.086, P=0.271).

Gender, age, duration of T1DM, DBP, parathormone, HDL
cholesterol and C-reactive protein concentrations were introduced
as independent variables into the regression analysis. The stepwise
model (R%: 0.104; P=0.002) retained only age (B: 0.005, 95%

Demographic and clinical characteristics of study patients by presence or absence of medial arterial calcification, and by high (HsK) and low (LsK) soluble klotho (s-klotho)

subgroups according to the median s-klotho concentration of the whole study population.

Variable Whole group Medial arterial calcification Subgroups
(n=164) Yes (n=54) No (n=110) P HsK (n=83) LsK (n=81) P

Women/men (%) 41/59 32/68 45/55 0.087 49/51 31/69 0.018
Age (years) 37+10 39+10 37 +£10 0.249 40+9 35+11 0.005
Duration of diabetes (years) 2149 2348 20+ 9 0.036 2349 19+8 0.006
Microangiopathy (%) 22 32 17 0.039 27 16 0.166
Albuminuria <300 mg/g (%) 6 2 13 0.006 6 5 0.523
Macroangiopathy (%) 1 0 1 0.369 2 0 0.162
Smoking habit (%) 46 13 32 0.319 40 53 0.103
Body mass index (kg/m?) 25+4 26+4 25+4 0.126 26+4 25+3 0.150
Waist circumference (cm) 85+12 89+13 83+12 0.002 85+12 85+12 0.900
Body mass fat (%) 2449 2448 2449 0.655 26+4 2543 0.150
Systolic BP (mmHg) 118+15 124+14 115+14 <0.001 118+14 118+15 0.971
Diastolic BP (mmHg) 71+£10 75+13 70+9 0.003 73+11 70+9 0.056
Heart rate (bpm) 74+12 74+12 75+11 0.903 75+12 73+11 0.182
Ankle-brachial index 1.19+0.21 1.09 +0.64 1.41+0.23 <0.001 1.22+0.23 1.17+£0.17 0.212
eGFR (mL/min/1.73 m?) 93+16 92+17 93+16 0.643 92+17 94+ 16 0.319
Creatinine (pumol/L) 76 +22 80+ 73+11 0.994 66 +25 65+11 0.424
Corrected calcium (mmol/L) 2.3+02 23402 2.3+03 0.996 2.3+03 2.3+02 0.360
Phosphorus (mmol/L) 1.1+03 1.1+0.2 1.2+03 0.047 1.1+0.2 1.2+03 0.342
Parathormone (ng/L) 49424 58 £36 45+15 0.005 53+29 45+15 0.030
25(0OH)D (nmol/L) 57+25 57+28 55+25 0.650 55+27 57+20 0.796
1,25(0H)2D (pmol/L) 148 +101 161 +104 143 +101 0.356 146 + 94 153 +109 0.701
hsCRP (nmol/L) 28+23 23+24 29+23 0.245 24+18 32+27 0.052
HbA levels (%) 7.5+1.2 73+13 7.6+1.1 0.166 7.5+1.2 74+1.1 0.403
Total cholesterol (mmol/L) 46+2.2 45+0.7 47+£2.7 0.464 49+3.0 43+0.7 0.078
LDL cholesterol (mmol/L) 2.6+06 3.1+0.6 2.6+06 0.735 2.7+05 2.5+0.6 0.087
HDL cholesterol (mmol/L) 1.5+04 1.5+04 1.5+04 0.643 1.6+0.3 1.4+04 0.005
Triglycerides (mmol/L) 0.8+04 0.9+05 0.8+03 0.351 0.8+04 0.8+0.3 0.801

BP: blood pressure; eGFR: estimated glomerular filtration rate; 25(OH)D: 25-hydroxyvitamin D; 1,25(0OH)2D: 1,25-dihydroxyvitamin D; hsCRP: high-sensitivity C-reactive

protein; HDL/LDL: high-density/low-density lipoprotein.
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Fig. 1. Serum soluble klotho (s-klotho) levels in patients with medial arterial
calcification (MAC: grey box) compared with their counterparts presenting with a
normal ankle-brachial index (ABI: white box). Data are means =+ SEM.

confidence interval [CI]: 0.000-0.009; P = 0.048) and, in particular,
circulating parathormone (B: 0.335, 95% CI: 0.097-0.572;
P=0.006) as significant predictors of variability of s-klotho
concentrations.

Discussion

Our study indicates that circulating s-klotho is not associated
with MAC in patients with TIDM and conserved renal function.
However, its levels do correlate with age, duration of disease, and
office DBP and parathormone concentrations, with the latter being
the main determinant of its variability.

Although circulating s-klotho is an independent biomarker of
arterial stiffness in non-diabetes patients, Inci et al. [7] failed to
confirm such an association in patients with DM. The evidence for a
putative CV-protective role of s-klotho in patients with TIDM is
even more limited, as two previous studies addressing the issue in
patients with no renal impairment yielded conflicting results [5,8].

The kidney is the main contributor to circulating s-klotho, and
renal KL gene expression is drastically reduced in CKD. However,
while the association between renal function and s-klotho has
clearly been established, further studies are nonetheless needed to
determine whether s-klotho is related to CV disease in DM. As
microangiopathic complications increase CV mortality in these
patients, an abnormal klotho axis might be participating in the
association of renal injury with CV disease.

An unbalanced calcium-phosphate metabolism also contrib-
utes to the burden of CV morbidity in CKD, and circulating s-klotho
may be inversely related to age in patients with CKD. In our young
patients, s-klotho positively correlated with age, duration of
disease and parathormone concentrations. The correlation with
duration of disease might be explained by the hypothesis that KL
overexpression is an early defensive mechanism against prema-
ture vascular ageing as a result of chronic hyperglycaemic insults, a
mechanism that would be lost in later progression to albuminuric
stages of diabetes-related kidney disease [9]. Of note, in our
present study population, the main determinant of s-klotho was
circulating parathormone concentrations. Reduced FGF-23 levels
most likely underlie this finding, as FGF-23 inhibits parathormone
secretion, and FGF-23 binding to klotho protein leads to its
cleavage and presence in the circulation [1].

In animal models of spontaneous hypertension, the overex-
pression of klotho reduces BP [10], and renal KL expression is

decreased in many experimental models of circulatory stress,
including hypertensive/diabetic rats. Nevertheless, our present
study found a positive correlation between s-klotho and DBP. To
address this apparent discrepancy, it may be speculated that the
increase in s-klotho concentrations with increasing DBP may
represent both a compensatory mechanism and an s-klotho-
resistant state.

Among the strengths of our study, our findings highlight the
paucity of previous data on s-klotho and vascular dysfunction in
patients at risk, such as those with TIDM. Also, our study cohort
was well-characterized and homogeneous, with conserved renal
function, and had attended a single diabetes unit. Finally, our
sample size was rigorously calculated, thereby ruling out any type
Il errors (false negatives) that might underlie our results. On the
other hand, the acknowledged weaknesses include the fact that
causal relationships cannot be inferred from our data because of
the cross-sectional study design, that increased ABIs, especially
modest elevations, may not always translate to MAC, and that
patients with renal dysfunction were specifically excluded and,
thus, our findings cannot be extrapolated to patients with renal
disease.

Conclusion

Serum s-klotho does not appear to play a significant role in the
development of MAC in patients with TIDM and without renal
dysfunction. Further prospective studies are now needed to
elucidate the putative contribution of the FGF-23-klotho system
to atherosclerosis in such patients.
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16. CONLUSIONES.

PREVALENCIA DE LA ENFERMEDAD ARTERIAL PERIFERICA EN

PACIENTES ASINTOMATICOS CON DIABETES MELLITUS TIPO 1

La prevalencia de enfermedad arterial periférica en nuestra cohorte de
pacientes asintomaticos con diabetes mellitus tipo 1 y aceptable control
metabdlico es del 12,8% y la de arteriosclerosis subclinica del 16%, y su
diagnostico modifica el tratamiento farmacoldgico de los pacientes en un

porcentaje substancial de los casos.

En caso de seguir las recomendaciones actuales de despistaje propuestas por
las principales sociedades cientificas, se dejaria de diagnosticar la
enfermedad arterial periférica en hasta un tercio de los pacientes afectos

asintomaticos de nuestra cohorte de pacientes con diabetes mellitus tipo 1.

La probabilidad de presentar enfermedad arterial periférica asintomatica es
similar entre los pacientes que presentan un indice tobillo-brazo superior o
inferior al rango de referencia, siendo necesario el diagndstico estratificado
en dos pasos para descartar la enfermedad arterial en pacientes

asintomaticos.

La elevacion del limite superior de la normalidad de indice tobillo-brazo
como técnica de despistaje para la enfermedad arterial periférica en
pacientes asintomaticos aumenta la tasa de falsos negativos en nuestra

poblacion con diabetes mellitus tipo 1.
86
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DETERMINANTES DE ENFERMEDAD ARTERIAL PERIFERICA EN

PACIENTES CON DIABETESMELLITUSTIPO 1

e Los niveles circulantes de Klotho soluble no estan asociados con la presencia
de calcificacion arterial de la media en nuestros pacientes con diabetes
mellitus tipo 1y funcion renal conservada. Sin embargo, sus concentraciones
circulantes se correlacionan con la edad, el tiempo de evolucion de la diabetes
mellitus tipo 1, los valores de tension arterial diastolica en consulta y las
concentraciones de parathormona, siendo esta ultima el principal
determinante de su variabilidad, aun en pacientes con funcién renal

conservada.

e La prevalencia de neuropatia cardiaca autonémica en pacientes con rigidez
arterial es tres veces mayor que en pacientes con un indice tobillo-brazo
normal, aumentando de manera considerable en coexistencia de enfermedad

arterial periférica.

e La asociacion de neuropatia cardiaca autonémica en pacientes con rigidez
arterial es independiente de la presencia de otros factores de riesgo
cardiovasculares clasicos en nuestra cohorte de pacientes con diabetes

mellitus tipo 1.

e Existe dimorfismo sexual en la prevalencia de la neuropatia cardiaca

autonémica, con la edad y la menopausia desempefiando un papel
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primordial. La prevalencia de neuropatia cardiaca autonémica es similar en
hombres con diabetes tipo 1 en todos los rangos de edad, mientras que la
menopausia en las mujeres con diabetes tipo 1 se acompafa de un aumento
drastico en la prevalencia de disfuncién autonémica en comparacién con las

mujeres en edad fértil.

e La disfuncion cardiaca autondmica se asocia con un aumento de la relacion
testosterona/estradiol en las mujeres con diabetes mellitus tipo 1, asi como
con un descenso de las concentraciones séricas de la testosterona en el

hombre.

CONCLUSION FINAL

Las indicaciones de despistaje vigentes conducirian al infradiagnostico de
enfermedad arterial periférica en pacientes con diabetes mellitus tipo 1. Teniendo
en cuenta la alta prevalencia de presentacion subclinica y sus consecuencias a largo
plazo, la evaluacion vascular completa esta justificada en el seguimiento rutinario
de pacientes con diabetes mellitus tipo 1. Por otro lado, un indice tobillo-brazo
elevado en un paciente con diabetes mellitus tipo 1, justifica un estudio dirigido con
la intencion de descartar la presencia de disfuncion cardiaca autondémica, ya que su
asociacion es frecuente y permite identificar a pacientes de alto riesgo de
enfermedad arterial periférica y morbilidad cardiovascular, con un potencial

beneficio de la intensificacién del manejo de los factores de riesgo cardiovascular.
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Las indicaciones de despistaje de las complicaciones crénicas asociadas a la
diabetes mellitus tipo 1 deben tener en consideracion aspectos especificos de su
fisiopatogenia, evitando la generalizacion y adaptacion de las recomendaciones
elaboradas para los pacientes con diabetes mellitus tipo 2.

Finalmente, el dimorfismo sexual en la presentacion de complicaciones cronicas
en pacientes con diabetes mellitus tipo 1, y las posibles consecuencias terapéuticas
del tratamiento de la deficiencia de andrégenos masculinos y el hiperandrogenismo
femenino en la disfuncion cardiaca autondémica en pacientes con diabetes tipo 1
merecen investigacion adicional. Asi, dada la asociacion de neuropatia cardiaca
autonomica con la enfermedad cardiovascular, la elevada prevalencia de disfuncion
autonomica en mujeres con diabetes tipo 1 a partir de los 45 afios hace que su

deteccion sea obligatoria para la estratificacion precisa de su riesgo cardiovascular.
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ANEXO |

APROBACION DEL PROYECTO POR EL COMITE ETICO LOCAL

Y Hospital Universitario COMITE ET|CO DE
‘1‘ Rasein y-Sajal INVESTIGACION CLIiNICA

SaludMadrid B comunidad de Madrid

Dra. ITZIAR DE PABLO LOPEZ DE ABECHUCO, Secretaria del Comité Etico de

Investigacién Clinica del Hospital Ramén y Cajal

CERTIFICA

Que el Comité Etico de Investigacion Clinica, ha evaluado el Estudio de Investigacion:

Titulo:

ESTUDIO DE LA PREVALENCIA Y CARACTERISTICAS CLINICAS DE LA
ENFERMEDAD VASCULAR PERIFERICA ASINTOMATICA EN PACIENTES CON
DIABETES MELLITUS TIPO I

Investigadora Principal: Dra. Maria Lia Nattero Chavez.

Servicio: Endocrinologia

Y ha decidido su APROBACION.

Lo que firmo en Madrid a 22 de Enero de 20186

N

M’.
mO y

Fdo.: Dra. ltziar de Pahio L ez de Abechuco
Secretaria del CEIC
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b Hospital Universitario COMITE ET’CO [,)E
R Ramén'y Goin INVESTIGACION CLINICA
SaludMadrid [ comunidad de Madrid

Conformidad de la Direccién del Centro

Dra. Belén de la Hoz Caballer Adjunta a la Gerencia de Gestién del Conocimiento del Hospital
"Ramoén y Cajal" y vista la autorizacion del Comité Etico de Investigacion Clinica de este Centro.

CERTIFICA

Que conoce la propuesta para que sea realizado en el Hospital Ramén y Cajal el Estudio de

Investigacion titulado:

ESTUDIO DE LA PREVALENCIA Y CARACTERISTICAS CLINICAS DE LA
ENFERMEDAD VASCULAR PERIFERICA ASINTOMATICA EN PACIENTES CON
DIABETES MELLITUS TIPO I.

Y que sera realizado por la Dra. Maria Lia Nattero Chavez como Investigadora Principal.

Servicio: Endocrinologia

Que acepta la realizacién de dicho Estudio de Investigacion en este Hospital siempre y cuando no
implique ningtin gasto adicional para el centro.

Lo que firma en Madrid a 22 de Enero de 2016

Fdo. Dra. Belén de La Hoz Caballer
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Nattero Chavez,

CONSENTIMIENTO INFORMADO

R

SaludMadrid

Hospital Universitario
Ramoén y Cajal

BB comunidad de Madsid

CONSENTIMIENTO INFORMADO POR ESCRITO.

Titulo del Estudio: ESTUDIO DE LA PREVALENCIA Y CARACTERISTICAS CLINICAS
DE LA ENFERMEDAD VASCULAR PERIFERICA ASINTOMATICA EN PACIENTES
CON DIABETES MELLITUS TIPO 1.

Yo (nombre y apellidos)

He leido la hoja de informacion que se me ha entregado.
He podido hacer preguntas sobre el estudio.

He recibido suficiente informacion sobre el estudio.

He hablado con:

(nombre del investigador)

Comprendo que mi participacion es voluntaria.
Comprendo que puedo retirarme del estudio:
1° Cuando quiera

2° Sin tener que dar explicaciones.

3° Sin que esto repercuta en mis cuidados medicos.

Consiento el almacenamiento y uso de las muestras biologicas en este proyecto

especifico SI/NO

Presto libremente mi conformidad para participar en el estudio

FECHA : FIRMA DEL PARTICIPANTE

FECHA : FIRMA DEL INVESTIGADOR
RESPONSABLE DE FACILITAR LA INFORMACION

L.
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ANEXO 111

CUESTIONARIO DE EDIMBURGO PARA SINTOMAS COMPATIBLES CON

CLAUDICACION INTERMITENTE

¢ El dolor comienza, en ocasiones, cuando est sentado o de pie sin moverse?

.

No

'

¢ El dolor aparece si camina deprisa o sube una pendiente? —»

¢El dolor desaparece en menos de 10 minutos cuando se detiene? ——»

+—| O [@4—

¢Nota el dolor en las pantorrillas, en los muslos 0 gl teos? ——>

-—| O [4—

¢ Siente dolor 0 molestias en las piernas cuando camina? >

No —

No H

No

CIv

No CIV

« Dolor en pantorrillas — CIV definida
¢ Dolor s lo en muslos o gl teos — CIV at pica
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ANEXO IV
HOJA DE VALORACION DEL PIE DIABETICO SEGUN EL PROTOCOLO DE

LA UNIDAD DE PIE DIABETICO DEL HOSPITAL RAMON Y CAJAL.

“ q Hospital Universitario
Ramon y Cajal
SaludMadrid

[ comunidag do Madria PEGATINA

FECHA: ...../.....l.......
EDAD:
TIPO DE DIABETES:

ANO DE DEBUT: INICIO DE LA INSULINIZACION: HbATlc: (Fecha....l......J.....)
TRATAMIENTO:

FACTORES DE RIESGO ASOCIADOS.

Retinopatia SI NO

Pérdida de la agudeza visual Sl NO ALTERACIONES
HTA SI NO

- S MORFOLOGICAS
Tabagquismo sl NO

ﬁ g: 26'\?““9"”“ sl NO Ufias anchas y gruesas

AP de claudicacitn intermitente Sl NO 'nfecc"?”

Historia de dlcera/amputacion Sl NO Deformidades

NEFROPATIA: Sl NO Callos

Microalbuminuria (30-300 mg/24h) Sl NO Cirugia/amputacion
Macroalbuminuria (> 300 mg/24h) Sl NO

VALORACION NEUROLOGICA
NEUROPATHY SYMPTOMS SCORE (NSS)
Cansancio, calambres o dolor: 1 punto Quemazén, adormecimiento u hormigueocs: 2 puntos
Si los anteriores sintomas en los pies: (+ 2 puntos). Si s6lo en pantorrillas (+1 punto).
Si se agravan solo por la noche: (+ 2 puntos). Si durante dia y noche (+ 1 punto).
Si mejoran con caminar (+ 2 puntos) con bipedestacion (+ 1 punto)

PUNTUACION TOTAL: Leve: 3-4 Moderada: 5-6 Grave: 7-9
EXPLORACION CON MONOFILAMENTO 10g:  DERECHO 1ZQUIERDO:
SENSIBILIDAD VIBRATORIA DERECHO IZQUIERDO
SENSIBILIDAD DOLOROSA (PINCHAZO) DERECHO IZQUIERDO
REFLEJO AQUILEO DERECHO IZQUIERDO
VALORACION VASCULAR
CLAUDICACION INTERMITENTE: Sl NO
PULSO FPEDIO DERECHO IZQUIERDO
PULSO TIBIAL POSTERIOR DERECHO IZQUIERDO
INDICE TOBILLO BRAZO (FECHA. ._/...... R ) DERECHO IZQUIERDO

CLASIFICACION CLINICA DEL RIESGO

RIESGO BAJO RIESGO AUMENTADO RIESGO ALTO
REVISION
ANUAL SEMESTRAL TRIMESTRAL MENSUAL
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ANEXO V

NORMAS PARA EL PACIENTE QUE VA A REALIZAR UNA
MONITORIZACION AMBULATORIA DE LA PRESION ARTERIAL

Va usted a realizar una Monitorizacion Ambulatoria de la Presion Arterial (MAPA), y
debe conocer esta informacion:

1- Se le va a colocar en el brazo un aparato portéatil de medicion de TA a lo largo de todo
un dia (24h). Con los resultados obtenidos se tendra toda la informacidn necesaria para
evaluar su presion arterial.

2- El aparato consta de un manguito que estaré en el brazo y una pequefia petaca donde
se recogeran los datos durante todo el dia. Cuando se inicie la lectura de la TA, el
manguito se hinchard y usted debe relajar el brazo y ponerlo junto al cuerpo en su posicion
normal. Normalmente le tomara las TA por el dia cada 15 minutos y por la noche cada
30 minutos.

3- Para que el resultado de la prueba sea fiable debe hacer su vida normal y todas las
actividades de su vida cotidiana, pero sin realizar ejercicios fisicos intensos y evitar
situaciones de mucho estrés, en la medida de lo posible.

4- Por ultimo, debe registrar en un papel algunos datos para darselos a su enfermero al
dia siguiente cuando le quiten el aparato como son:

* La hora a la que se va a la cama para descansar.

* La hora en la que se levanta.

« Si se ha despertado por la noche, la hora exacta y el nimero de veces.

* Si ha descansado igual que siempre o peor.

* Si le ha ocurrido algn acontecimiento importante que deba ser registrado.
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ANEXO VI

PROTOCOLO DE MONITORIZACION DE FUNCION CARDIOVASCULAR.
ORDEN DE REALIZACION DE LAS EXPLORACIONES Y VALORES DE
NORMALIDAD

1. FRECUENCIA CARDIACA (FC) EN REPOSO

El paciente no debe haber tomado cafeina ni estimulantes desde al menos 8 horas antes
ni haber presentado episodios hipoglucémicos. Tomar la FC en sedestacion durante al
menos 10 minutos.

VALORES DE NORMALIDAD: FC <100 Ipm.

2. RESPUESTA DE PRESION ARTERIAL (PA) SISTOLICA-DIASTOLICA

y FC AL ORTOSTATISMO

El paciente no debe haber tomado cafeina ni estimulantes desde al menos 8 horas antes
ni haber presentado episodios hipoglucémicos.

Medir la PA y FC tras haber estado el paciente 10 minutos en posicion supinay a los 3
minutos de incorporarse.

VALORES DE NORMALIDAD (resultado expresado como diferencia ortostatismo —

supino)

PA sistolica = -15 a 0 mmHg.

PA diastolica = -5 a +5 mmHg.

FC =0a+20 Ipm.

Se define como hipotension ortostatica una reduccién sostenida de la PA sistolica de al
menos 20 mmHg o de la PA diastdlica de 10 mmHg durante 3 0 mas minutos tras adoptar

la posicion erecta o elevar la cabeza por encima de los 60°.
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3. VARIABILIDAD DE LA FC LATIDO-A-LATIDO PRUEBA

ESPIRACION / INSPIRACION (E/I) (MONITOR ONE NDX)

El paciente no debe haber tomado cafeina desde la noche anterior ni haber presentado
episodios hipoglucémicos.

VALORES DE NORMAL IDAD

Rango de edad Limite inferior de la normalidad del cociente E/I
20-24 afos 1,17
25-29 afos 1,15
30-34 afios 1,13
35-39 afios 1,12
40-44 afos 1,10
45-49 afos 1,08
50-54 afios 1,07
55-59 afios 1,06
60-64 afos 1,04
65-69 afios 1,03
70-75 afios 1,02
4. RESPUESTA DE FC A LA MANIOBRA DE VALSALVA (MONITOR

ONE NDX)
VALORES DE NORMALIDAD: Ratio > 1,02

5. RESPUESTA DE FC AL ORTOSTATISMO (PRUEBA POSTURAL)

(MONITOR ONE NDX)

VALORES DE NORMALIDAD: Ratio > 1,03
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