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ABREVIATURAS

ACE: Enzima conversor de la angiotensina.
AP: Atencién Primaria de Salud.

DM2: Diabetes mellitus tipo 2.

DM1: Diabetes mellitus tipo 1.

ECV: Enfermedad cardiovascular.

HbA1lc: Hemoglobina glicosilada.

HDL.: Lipoproteinas de alta densidad.

IC: Intervalo de confianza del 95%.

IMC: Indice de masa corporal.

LDL colesterol: Lipoproteinas de baja densidad.
MAU: Microalbuminuria.

mRNA: Acido ribonucleico mensajero.

MNDS: Michigan Neuropathic Diabetic S coring.
NCDS: Estudio de la Diabetes del Norte de Catalufia.
NT-pro BNP: N-terminal pro-brain natriuretic peptide.
OR: Odds Ratio.

PCR: Proteina C reactiva.

PND: Polineuropatia diabética.

RR: Riesgo Relativo.

SNPs: Single nucleotide polymorphisms.

TGEB-1: Transforming Growth Factor p-1.

TNFYo: Tumor Necrosis Factor Alpha.

UKPDS: United Kingdom Prospective Diabetes Study.
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PRESENTACION

Esta tesis se presenta como un compendio de articulos. Los articulos publican los
resultados de las investigaciones correspondientes a cada uno de los objetivos especificos
nucleares de la tesis. Ninguno de los articulos presentados en esta tesis se ha utilizado, ni

se utilizara, para otra tesis.

Articulo 1
Transforming Growth Factor 1 (TGFB1) as a biomarker of Diabetic Peripheral

Neuropathy: Cross-sectional Study. ] Diabetes Complicat. 2010; 24(5):306-312.

Articulo 2
Angiotensin converting enzyme gene polymorphisms as a genetic biomarker of

diabetic peripheral neuropathy: Longitudinal prospective study. ] Diabetes

Complicat. 2012; 26(2):77-82.

Articulo 3
Cardiovascular disease predicts diabetic peripheral polyneuropathy in subjects
with type 2 diabetes: A 10 year prospective study. Eur | Cardiovasc Nurs. 2014 Dec 19.

pii: 1474515114565215. [Epub ahead of print] DOI: 10.1177/1474515114565215.

Los trabajos de esta tesis se enmarcan en el Estudio de la Diabetes del Norte de Catalufia
[The North Catalonia Diabetes Study (NCDS)]. EI NCDS incluye investigaciones a nivel
de atencion primaria de salud, sobre la diabetes tipo 2 y sus complicaciones: educacion en

diabetes y control de factores de riesgo cardiovascular (I | Diabetes & Metab 2006, 14:57-
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63); impacto a largo plazo sobre el control metabodlico de la supresion de educacion
especializada en diabetes (Aten Primaria. 2009 Dec41(12):681-7); problemas del pie en la
diabetes (Anales de Patologia 1 ascular 2007 sept octub 1(3):130-135); recursos y modelos de
atencion al pie diabético (Aten Primaria. 2012;44:394-401); papel de la enfermerfa de
atencion primaria en la atenciéon a los problemas del pie (Tesis Doctorales en Red

bttp:/ [www.tdx.cat/ TDX-0721109-103806); prevalencia de enfermedad cardiovascular y

factores de riesgo en la diabetes tipo 2 (] Am Acad Nurse Pract 2009; 21 (3)140-8);
neuropatfa diabética y factores de riesgo cardiovascular en edad avanzada (Endocrinologia y
Nutricion 2002; 49(10):316-22); sensibilidad al monofilamento y umbrales de percepcion
vibratoria (Nurs Clin North Am 2007 42(1)59-66); validacién de nuevos sistemas de
diagnéstico de polineuropatia diabética (Azen Primaria 2006, 38(2):116-121); cribado y
diagnostico de la polineuropatia diabética (Eur | Clin Invest 2009; 39(3)183-9; Eur | Clin
Invest 2011; 41(11)1149-63); un marcador biomolecular de enfermedad cardiovascular y la

polineuropatia diabética (Diabetes Care 2007; Ang; 30(8):86).

Con éste ultimo tema el NCDS inici6 la linea de investigaciéon sobre marcadores de riesgo
de polineuropatia en la diabetes tipo 2, que prosigue con los trabajos compilados en la

tesis.
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RESUMEN

La polineuropatia diabética es una complicaciéon muy frecuente en la diabetes tipo 2, el
factor de riesgo mas importante de ulcera y estd involucrada en la mayoria de amputaciones
no traumaticas del pie. Su evolucién es lenta y silenciosa y, una vez establecida, es
sustancialmente irreversible. Disponer de mas factor tiempo para una prevencion
secundaria de la polineuropatia diabética realmente efectiva requiere nuevos enfoques en la

investigaciéon de sus marcadores de riesgo.

Objetivos: Investigar posibles marcadores de riesgo, innovadores o poco estudiados, de

polineuropatia diabética.

Metodologia. Se realizaron tres estudios observacionales en muestras aleatorias de
personas con diabetes tipo 2: 1) Descriptivo transversal para evaluar la relacion entre los
niveles circulantes del Transforming Growth Factor Beta 1 (TGEFB1) total y la presencia de
polineuropatia diabética; 2) Prospectivo de seguimiento a tres afnos explorando el
polimorfismo ("I/D" insercion/ deleccion) del gen del enzima conversor de la angiotensina
(ACE) como factor de riesgo de desarrollar polineuropatia diabética; 3) Prospectivo de
seguimiento a diez afos, analizando la presencia previa de enfermedad cardiovascular y su

relacién con la aparicion posterior de polineuropatia diabética.

Resultados: El TGFB1 aparece como una molécula biomarcadora importante para la
detecciéon de polineuropatia diabética. El genotipo (D/1) del gen del ACE se erige como un

factor protector en el desarrollo de la polineuropatia diabética. A los diez afos de
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seguimiento, las personas con diabetes tipo 2 y enfermedad cardiovascular al inicio del

estudio presentaron mayor riesgo de desarrollar polineuropatia diabética.

Conclusiones: Los tres estudios aportan resultados orientados a identificar personas
susceptibles de desarrollar polineuropatia diabética. La posibilidad de que dicha
identificacion se lleve a cabo antes de sus manifestaciones clinicas permitirfa anticipar las
medidas de prevencién secundaria e intensificar las actuaciones sobre sus factores de

riesgo.
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RESUM

La polineuropatia diabética és una complicacié molt freqlient en la diabetis tipus 2, el factor
de risc més important d'tlcera i esta involucrada en la majoria d’amputacions no
traumatiques del peu. La seva evolucié ¢és lenta i silenciosa i, una vegada establerta, és
substancialment irreversible. Disposar de més factor temps per una prevencié secundaria
de la polineuropatia diabetica realment efectiva exigeix nous enfocaments en la investigacio

dels seus marcadors de risc.

Objectius: Investigar possibles marcadors de risc, innovadors o poc estudiats, de

polineuropatia diabetica.

Metodologia. Es varen fer tres estudis observacionals en mostres aleatories de persones
amb diabetis tipus 2: 1) Descriptiu transversal per avaluar la relacié entre els nivells
circulants del Transforming Growth Factor Beta 1 (TGF(1) total i la presencia de
polineuropatia diabética; 2) Prospectiu de seguiment a tres anys explorant el polimorfisme
("I/D" inserci6/deleccid) del gen de 'enzim conversor de 1'angiotensina (ACE) com a
factor de risc de desenvolupar polineuropatia diabética; 3) Prospectiu de seguiment a deu
anys, analitzant la presencia previa de malaltia cardiovascular i la seva relacié amb 1'aparicid

posterior de polineuropatia diabética.

Resultats: El TGFB1 apareix com una molécula biomarcadora important per la deteccid
de polineuropatia diabetica. El genotip (D/I) del gen de I'ACE s’erigeix com un factor

protector en el desenvolupament de la polineuropatia diabética. Als deu anys de seguiment,
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les persones amb diabetis tipus 2 i malaltia cardiovascular a 1'inici de 'estudi presentaren

major risc de desenvolupar polineuropatia diabética.

Conclusions: Els tres estudis aporten resultats orientats a identificar persones susceptibles
de desenvolupar polineuropatia diabetica. La possibilitat de que aquesta identificacié es
dugui a terme abans de les seves manifestacions cliniques, permetria anticipar les mesures

de prevencio secundaria i intensificar les actuacions envers els seus factors de risc.
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ABSTRACT

Diabetic Polyneuropathy (DPN) is the commonest of its microangiopathic complications.
It is the main risk factor for ulcers and is involved in the majority of non-traumatic lower

extremity amputations.

Its natural history is silent and insidious; nevertheless, once established it substantially
irreversible. Hence, new research strategies on DPN risk factors are needed to provide

health practitioners with more time for a more efficient secondary prevention.
Objetives: To look after for novel or surrogate DPN risk factors

Methodology: three observational studies were performed on randomly selected samples
of patients with Type 2 Diabetes mellitus (T2ZDM): 1) Descriptive cross-sectional study
designed to evaluate the relationship between circulating plasma Transforming Growth
Factor Beta 1 (TGFf1) and the presence of DPN; 2) Prospective (three years of follow-up)
study exploring the Angiotensin-converting enzyme (ACE) gene single polymorphism
("I/D" insertion/ deletion) as a genetic biomarker of the risk factor for DPN development;
3) Prospective (10 years of follow-up) study assessing the relationship between DPN

development and a history of previous cardio-vascular disease (CVD).

Results: TGFB1 appears as an important biomarker molecule for DPN screening. The
(D/I) genotype of the ACE gene polymorphism stands as a protective factor in the
development of DPN. After ten year of follow-up, those T2DM patients with prior history

of CVD disclose a higher risk of developing DPN.
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Conclusions: the three aforementioned studies provide results oriented at identifying
potencial candidates to develop DPN. This identification is likely to be performed prior to
the development of DPN clinical manifestations. The latter would allow implementation of

secondary prevention measures and intensify the treatment of its risk factors.

18



INTRODUCCION GENERAL

LA DIABETES MELLITUS TIPO 2

La diabetes mellitus tipo 2 (DM2) es una enfermedad crénica caracterizada por un
aumento de los niveles de glucosa en la sangre (hiperglucemia), producida por una
disminucién de la produccion de insulina, por una menor accion periférica de ésta, o bien
por combinacién de ambas. Se trata de una enfermedad compleja con componentes
genéticos y ambientales que, por su elevada prevalencia [1] y sus graves complicaciones-
especialmente las tardias-, ocasiona una sobrecarga de los servicios asistenciales,

padecimiento de los pacientes [2, 3] y considerables costes sociales y econémicos [4, 5].

Entre las complicaciones de la DM2 -ademas de las agudas (hiperglucemia e hipoglucemia)-
se incluyen: enfermedades cardiovasculares (insuficiencia cardiaca congestiva, angina de
pecho, infarto de miocardio, derrame cerebral, enfermedad arterial periférica), enfermedad
ocular (retinopatia diabética), enfermedad renal (nefropatia diabética), apnea obstructiva de
suefo, problemas buco dentales y lesiones nerviosas, ademas del llamado pie diabético.
Algunas de esas complicaciones pueden estar ya establecidas en el momento en que se
diagnostica la DM2 y cuando se detectan, en general, solo son posibles intervenciones de

prevencion terciaria o actuaciones paliativas.
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LA POLINEUROPATIA DIABETICA

La neuropatia es una complicacién microvascular de la DM2 presente entre el 10-40 por
ciento de personas en el momento del diagnéstico de la DM2 [6 -8]. Se presenta con
diferentes formas clinicas; siendo las mas frecuentes la neuropatia diabética auténoma y la
periférica. La neuropatia periférica diabética es un trastorno incapacitante muy prevalente.
Su manifestacién mas comun es la polineuropatia simétrica distal (PND): la complicacion
diabética a largo plazo mas frecuente y que afecta hasta el 50 por ciento de las personas con
DM2 |9, 10].

La PND esta considerada el factor de riesgo mas importante de ulceracion en el pie:
presente en un 85 por ciento de personas con problemas del pie diabético e implicada entre
entre el 50 y el 75 por ciento de amputaciones no traumaticas del pie [11-13]. Se trata de
una “polineuropatia sensitiva motora y simétrica” debida a la diabetes que afecta
predominantemente al segmento distal de los miembros inferiores, que se caracteriza por la
presencia de sintomas sensitivos (positivos dolorosos y no dolorosos) y de déficit
(negativos, con ausencia o disminucioén de la sensibilidad tactil, vibratoria, térmica, del
reflejo aquileo o la artrocinesis, etc.), una variable participacién anatémica y una

participacién muscular que pocas veces es importante [14] aunque marca la gravedad.

LLa PND puede afectar a fibras sensitivas -con pérdida de percepcion dolorosa, un sistema
defensivo de agresiones extrinsecas-, a fibras motoras -produciendo atrofia muscular y
deformidad 6sea, alteracion de la marcha y redistribucion de las presiones plantares- y a
fibras autonémicas -con menos sudoracion, lo que favorece las lesiones de la piel-. La
pérdida de sensibilidad en el pie, junto a otros factores favorecedores o desencadenantes,

puede provocar una ulcera que lleve hasta la amputacion.
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Su elevada prevalencia y su morbilidad comportan padecimiento para los afectados [3] y un
elevado costo social y econémico [12, 15]. El aumento de la DM2 en un futuro préximo

[16] conllevara mas casos de PND y una mayor carga de cuidados y de costes de salud [17].

Diagnostico de la polineuropatia diabética

En relaciéon con una prueba durea para el diagnoéstico de la PND, la literatura no observa
uniformidad. El principal inconveniente que presentan los estudios se relaciona con la
evaluacion clinica neurolégica utilizada. Su determinaciéon objetiva es dificil, mayormente
debido a una falta de unidad de criterios diagnosticos y a una baja sensibilidad para

detectar formas sutiles de PND [18].

La declaracién de consenso de San Antonio [19] recomienda dos o mas categorias para
diagnosticar la PND. La recomendacién incluye hasta cinco categorias [19-21] y en general
se acordd que se requieren al menos dos pruebas objetivas de diagnostico con fines de

investigacion [21, 22] (Tabla 1).

Tabla 1. Categorias aconsejadas por El Consenso de San Antonio para el diagnostico de la PND

Categoria

Puntuaciones de los sintomas

Puntuacion del examen fisico

Pruebas cuantitativas
sensoriales

Prueba de la funcion
Auténoma Cardiovascular

Estudios de
Electrodiagnoéstico (electro
miograffa sensitiva y motora)

Caracteristicas

Presentes entre un 30-40% de pacientes

Abarca diferentes exploraciones: reflejos,
flexion del tobillo, fuerza muscular,
propiocepcion, etc.

Potencialmente son utiles para medir el
dafio sensorial y en estudios de
investigacion.

Factores no organicos y simulaciéon de los
no enfermos pueden influenciar los
resultados.

Tienen un alto poder predictivo de
problemas cardiovasculares y en relacién
con el pie diabético

Se consideran la herramienta més sensible
para diagnosticar la PND. Son pruebas
sensibles, especificas y reproductibles

Inconvenientes para la AP

A menudo aparecen Gnicamente
durante unos meses

Las escalas de valoracion neurolégica
especializada son complejas y requieren
tiempo

No existe evidencia cientifica de que, en
ausencia de la misma, puedan utilizarse
para diagnosticar la PND

Pese a los programas informaticos,
requieren mucho tiempo y tienen un
alto coste econémico.

Exigen servicios especializados, un
clevado control y especificidad en las
condiciones de aplicacion, y expertos
para su interpretacién

Estrictamente, el Consenso de San Antonio aconseja el diagnéstico de la PND en base al menos de una prueba de cada

categoria

Usualmente, para el diagnéstico y el cribado de la PND, se aconsejan pruebas en dos o mas categorias.

Fuente: Adaptada de Jurado et al. _Azen Primaria 2006, 38(2):116-121.
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En un contexto de variabilidad metodoldgica, nuestra linea de investigacion [23-25],
atendiendo a criterios de efectividad y eficiencia adecuados para la asistencia primaria de
salud (AP), ha desarrollado un método para diagnosticar la PND. El diagnéstico se lleva a
cabo mediante una evaluacion clinica neurolégica de la PND con tres categorfas (sintomas,
examen fisico y varias pruebas sensoriales cuantitativas y semi-cuantitativas) y confirmada

mediante estudios de velocidad de conduccién nerviosa [25] (Tabla 2).

La correlacion estadistica entre el diagnéstico clinico de la PND y los estudios de velocidad
de conduccion nerviosa habia sido significativa (Pearson’s r =0,882; P <0,001; coeficiente

de correlacion intraclase =0,469; P <0,0001) [25].

Tabla 2. Valoracién clinica neurolégica objetiva de la presencia de PND en el NCDS
Valoracion Método

Presencia de sintomas neuropaticos - Escala simplificada del Neuropathy Symptom Score (NSS)

Afectacion bilateral de pruebas de exploracién fisica - Reflejos aquileos

- Fuerza muscular
- Flexién del tobillo
- Propiocepcion, etc.
Pruebas cuantitativas sensoriales - Pruebas de sensibilidad al dolor y al frio
- Sensibilidad vibratoria (Diapasén de escala graduada y
Neurotensiometro)
- Sensibilidad al Monofilamento Semmes-Weinstein 5,07-10gr.
(Criterios de Olmos y del MNDS).

Pruebas de electro miografia sensitiva y motora (EMG).

Diagnéstico de PND establecido por la presencia de 2 o mas signos o 1 signo y = 3 puntos en la escala del NSS,
complementado con las pruebas de EMG.

Fuente: Adaptada de Jurado et al. Aten Primaria 2006; 38(2):116-121.

En las pruebas de reproducibilidad de los umbrales de percepcion vibratoria y del
monofilamento de Semmes-Weinstein, los coeficientes de correlacion intraclase (ICC) de
los Anilisis de fiabilidad Escala (Alpha) habian sido los siguientes: Neurotensiometro:
Inter-observador, 0,9441 (P <0 001); Intra-observador, 0,9747 (P <0001); Diapasén de
escala graduada: Inter-observador, 0,8927 (P <0 001); Intra-observador, 0,9501 (P <0,001);
SW-Monofilamento segun el MNDS: Inter-observador, 0,9105 (P <0,001); Intra-

observador, 0,9720 (P 0,001) [25].
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Estos criterios diagndsticos de la PND se ajustan a la declaraciéon de consenso de San
Antonio [19] (Tabla 2) y a las directrices 3 y 4, para estudios de investigacién del grupo de
expertos en neuropatia diabética de Toronto [26] (Tabla 3). Es en base a esas publicaciones

que dichos criterios han sido empleados en los trabajos de esta tesis.

Tabla 3. Definitions of minimal criteria for typical DPN *

1. Possible DSPN. **

The presence of symptoms or signs of DSPN may include the following: symptoms—decreased sensation, positive
neuropathic sensory symptoms (e.g., “asleep numbness,” prickling or stabbing, burning or aching pain) predominantly
in the toes, feet, or legs; or signs—symmetric decrease of distal sensation or unequivocally decreased or absent ankle
reflexes.

2. Probable DSPN.

The presence of a combination of symptoms and signs of neuropathy include any two or more of the following:
neuropathic symptoms, decreased distal sensation, or unequivocally decreased or absent ankle reflexes.

3. Confirmed DSPN.

The presence of an abnormality of NC and a symptom or symptoms or a sign or signs of neuropathy confirm DSPN. If
NC is normal, a validated measure of small fiber neuropathy (SEFN) (with class 1 evidence) may be used.

To assess for the severity of DSPN, several approaches can be recommended: the graded approach outlined above,
various continuous measures of sum scores of neurologic signs, symptoms or nerve test scores, scores of function of
acts of daily living or of predetermined tasks or of disability. Irrespective of which approach is used, it is necessary to
ensure good performance of evaluations with monitoring proficiency.

4. Subclinical DSPN.

The presence of no signs or symptoms of neuropathy are confirmed with abnormal NCs or a validated measure of SFN
(with class 1 evidence).

We recommend that definitions 1, 2, or 3 be used for clinical practice and definitions 3 or 4 be used for research
studies. S. Tesfaye et al. Diabetes Care. 2010 Oct; 33(10): 2285-2293.

*DPN: Neuropatfa diabética periférica. ** DSPN: Neuropatia diabética periférica simétrica

Fuente: Adaptado de Tesfaye et al. Diabetes Care 2010; 33(10):2285-93.

Incidencia de la polineuropatia diabética

LLa ausencia de métodos sensibles y robustos para la deteccién precoz de la neuropatia [27],
pudiera justificar los escasos estudios de cohortes sobre la incidencia de PND. Debe
reconocerse que la falta de unidad de criterios diagnodsticos y la baja sensibilidad para

detectar formas sutiles de PND, dificultan la determinacién de la incidencia de PND

En este contexto, no conocemos estudios sobre la incidencia de la PND en Espana y a

nivel internacional pocos estudios mencionan la incidencia de la PND en la DM2.
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Destacan el estudio UKPDS [28] -que solo utiliz6 la sensibilidad vibratoria (biotensiémetro
225 vol)- y el de Costacou [29] que siguen criterios diagndsticos que, en nuestra opinion,
infravaloran la presencia de la PDN en la DM2. Un estudio de Tesfaye [30], utilizando
criterios que consideramos mas adecuados, muestra una incidencia acumulada del 23,5 por
ciento en siete aflos pero en personas con diabetes tipo 1. Sin embargo, se debe tener en
cuenta que la historia natural de la DM2 presenta caracteristicas diferenciales [31];
especialmente en relaciéon con la influencia de la glucemia sobre la prevencion de la PND
[32], por lo que probablemente la incidencia de PND sea mas elevada. Conocer la

incidencia de la PND en nuestro ambito permitiria adecuar los objetivos de prevencion.

Factores de riesgo de polineuropatia diabética

Aunque se deben tener presentes las limitaciones derivadas de la variabilidad histérica en el
diagnoéstico de la PND, las pruebas indican que el factor de riesgo de fondo es la
hiperglucemia [31]. Se han descrito otros factores asociados o correlacionados con la PND,
como la edad, la calidad del control metabdlico (evitando hipoglucemias), la duracién de la
diabetes, la talla, el tabaquismo, el colesterol y sus subfracciones, y la presencia de ECV [7].
Una revision de Tesfaye [33] recopila evidencia sobre multiples factores de riesgo de PND,
entre los que se incluyen, ademas, los niveles elevados de triglicéridos, la obesidad,

albuminuria, el perimetro abdominal y la enfermedad vascular periférica.

Todos ellos son factores de riesgo de ECV y componentes del Sindrome Metabdlico,
entidades clinicas que se caracterizan por presentar una situacion inflamatoria y una
mayoria de factores de riesgo modificables. De hecho, la American Heart Association

considera la DM2 una ECV [34].
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De otra parte, en diferentes estudios han observado que, en la DM2, la PND se asocia a la
presencia de otras complicaciones microvasculares como la nefropatia y la retinopatia [0,
35], lo cual sugiere un substrato o un mecanismo comuin en su patogénesis. Aunque en
sentido estricto, mas que factores de riesgo podrian considerarse predictores de presencia

clinica o subclinica de PND.

La practica clinica y la polineuropatia diabética

El nivel asistencia de AP ocupa un lugar privilegiado para el estudio de la historia natural de
la diabetes y de la epidemiologia de los factores de riesgo y de sus complicaciones. Permite
el estudio de las influencias de los factores psicosociales, familiares y educacionales en la
evolucion de la enfermedad y en la calidad de vida de las personas con diabetes, asi como
un seguimiento longitudinal de las intervenciones. Es el nivel asistencial adecuado para las
intervenciones prontas sobre estilos de vida y los tratamientos precoces en personas con
DM2, que podrian derivar en una acciéon epigenética de efecto legado, util para la

prevencion secundaria y terciaria de la PND.

La evolucion lenta y silenciosa de PND es un riesgo conocido ya que una vez establecida,
es sustancialmente irreversible. Por lo tanto, es preciso desplegar esfuerzos significativos en
la investigacion clinica centrada en la prevencion y deteccion temprana de PND. También
en sus factores de riesgo, sobre todo a nivel de la AP, donde las medidas de prevencién han
demostrado eficiencia y eficacia en la atencién al paciente, asi como en el control de los

factores de riesgo modificables [30].

En la practica, el diagnéstico de la PND se considera unicamente para estimar el riesgo de
ulceracion en los pies, limitando las intervenciones preventivas a evitar posibles lesiones.
Sin embargo, la resoluciéon de los problemas de salud derivados del sindrome del pie

diabético no debe limitarse a identificar los espacios de mejora asistencial en su prevencion
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y tratamiento, [37, 38]. Ademas del diagndstico precoz de la PND y de sus factores de
riesgo, también se debe considerar la disponibilidad de tiempo para poder anticipar las

medidas de prevencion secundaria.

En realidad, ademas del control metabdlico de la DM2 [28], con un efecto probablemente
mucho menor que en la DM tipo 1 [39], desde hace tiempo se han ido identificando otros
factores de riesgo de PND modificables o susceptibles de intervenciones preventivas. Por
ejemplo: la tension arterial [30], el perfil de lipidos [40], causas adicionales (como
medicacién neurotoxica, déficit de vitamina B1-B6-B12 y el abuso del alcohol) [41-44], e
intervenciones sobre el estilo de vida (ejercicio fisico y dieta) [45, 460]. También se investiga
en nuevas terapias para su tratamiento [33, 47-51], aunque ain no han obtenido resultados

plenamente satisfactorios [33, 52].

Por lo tanto, el diagndstico precoz y la identificacion de sus factores de riesgo modificables
son esenciales [39]. En dicho sentido, la identificacion de los potenciales candidatos a
desarrollar PND [53], especialmente si dicha identificaciéon se realiza antes de sus
manifestaciones clinicas [54], permitirfa anticipar aun mas las medidas de prevencion

secundaria e intensificar las actuaciones sobre los factores de riesgo.
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BIOMARCADORES Y MARCADORES DE RIESGO DE PND

La polineuropatia diabética (PND), que se manifiesta con pérdida de sensibilidad en el pie,
junto a otros factores, puede provocar una ulcera que lleve hasta la amputacion, lo cual
hace imprescindible la prevencién terciaria mediante la detecciéon precoz del riesgo de
ulceraciones con el consecuente ahorro-beneficio. Pero en la PND, especialmente por su
papel en el sindrome del pie diabético, el objetivo primordial es evitar tener que recurrir a la
prevencion terciaria. Para ello es imprescindible disponer de informacién que permita
anticipar las pertinentes intervenciones de promocién de la salud y, en segundo término,
llevar a cabo una adecuada prevencion secundaria.

La DM2 presenta un cuadro inflamatorio, en ocasiones comun con sus complicaciones
microvasculares. La estrecha relacion entre los factores de riesgo cardiovascular y la PDN,
sugiere que algunos biomarcadores de riesgo cardiovascular también podrian ser utiles en la
identificacion de la presencia clinica o subclinica de la PND.

La PND probablemente es una complicacion multifactorial con un fondo poligénico y un
posible efecto epigenético de los factores ambientales, que esta relacionada con otras
complicaciones microvasculares de la DM2, por lo que los aspectos genéticos presentes en

esas complicaciones podrian relacionarse también con el desarrollo de la PND.

En la DM2 -que se considera una ECV [34]- la asociaciéon de la PND con la presencia de
ECV y con sus factores de riesgo [55] sugiere que dichos factores podtian contribuir al
desarrollo de la PND, que la ECV y la PND podrian compartir vias patogenéticas o bien

componentes inflamatorios [35, 56, 57].

En base a esos razonamientos se considerd el investigar sobre un biomarcador relacionado
con la inflamacién, un marcador genético presente en otras complicaciones de la DM2 y

una enfermedad con factores de riesgo comunes con la PND.
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BIOMARCADORES MOLECULARES

Los biomarcadores convencionalmente se definen como “moléculas biolégicas que
representan  estados de salud y enfermedad". La activa busqueda actual sobre
biomarcadores indirectos que faciliten el diagnéstico de determinadas complicaciones [58],
podtia servir para detectar/confirmar la presencia clinica/subclinica de complicaciones en

la DM2, para medir su progresion y para evaluar los beneficios de las intervenciones.

Por ejemplo, los niveles séricos de mRNA enolasa neuronal especifica se reducen en la
neuropatia diabética. Ademas, este marcador molecular también puede ser util, en personas
con diabetes diagnosticadas de neuropatia, para la diferenciaciéon temprana de la
enfermedad avanzada del ojo [59]. Un estudio japonés en una gran cohorte con DM2,
asocio6 la albumina sérica a la severidad de la retinopatia y la neuropatia. En relacién con la
neuropatfa, la albumina sérica se relacioné con la ausencia del reflejo aquileo, velocidad de
conduccion nerviosa y parametros funcionales de los nervios somaticos [es decir, un

minimo de latencia de la onda F (MFWL)] [60].

Entre los posibles biomarcadores, también podemos considerar los relacionados con la
enfermedad cardiovascular (ECV) y los relacionados con la situaciéon inflamatoria. Entre
los relacionados con la ECV, se encuentra el fragmento terminal de la prohormona N
precursor del péptido natriurético cerebral (NT-proBNP) y entre los segundos, el grupo de
las citoquinas proinflamatorias como la proteina C Reactiva (PCR), el Tumor Necrosis

Factor (TNF) y el Transforming Growth Factor TGFB-1.

Durante las ultimas décadas, los biomarcadores se han revelado como herramientas clinicas
utiles para la discriminacion del riesgo cardiovascular [61]. La estrecha relacién entre los
factores de riesgo cardiovascular y la PDN; sugiere que algunos biomarcadores de riesgo

cardiovascular también podrian ser tutiles en la identificaciéon de la PND.
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Por ejemplo, nuestra linea de investigaciéon observé una relacion significativa entre la PND
y el NT-proBNP [62]. El aumento de niveles de NT-proBNP en personas con DM2 y
PND probablemente indicaba la presencia de agresiones micro hipdxicas repetitivas para la

irrigacion arterial de fibras nerviosas, independientemente de la ECV

Entre los marcadores relacionados con la situacion inflamatoria, algunas citoquinas como la
proteina C Reactiva, ademas de marcador de riesgo, parecen jugar un papel patogénico en
procesos inflamatorios y en el Sindrome Metabolico [63] o en la inflamacién subclinica en
la PND [56]. Otras como el TNF (factor estimulador de necrosis tumoral) [64, 65] y el
TGEB-1 (factor de crecimiento transformante) pueden tener un papel en la patogenia de
enfermedades del sistema nervioso por posible amortiguamiento de las respuestas
normales, debido a una hiperglucemia persistente, lo que promoveria la muerte de células

neurogliales [61]. En relacién con la PND, la citoquina menos estudiada es el TGF3-1.

El Factor de Crecimiento Transformante Beta 1 (TGF-§,)

El TGF-B1 es una proteina de secrecion multifuncional, codificada por el gen, implicada en
el control del crecimiento celular, la proliferacién celular y procesos de diferenciacion y
apoptosis. Su participacién como una citoquina efectora clave en la nefropatia diabética ha
sido ampliamente descrita [67-71]. Entre los pocos datos disponibles acerca de la
asociacion de la PND con el TGFB1, un informe relaciona el TGFB1 con la induccién de
dafno celular en la neuropatia diabética experimental [72]. Dicha relacién sugiere que el
péptido vasoactivo TGFB1 podria servir como nuevo biomarcador indirecto en la PND en

humanos o que podtia estar implicado en su patogénesis.

Los criterios principales para su eleccion como tema de investigacion fueron: la PND
presenta componentes inflamatorios; la PND se ha relacionado con otros biomarcadores

de ECV [56, 62]; el TGFB1 es de las citoquinas menos estudiadas en relaciéon con la PND.
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MARCADORES GENETICOS

Ademas de la probada asociacién entre las complicaciones de la diabetes y el control
metabdlico, existe una clara predisposicién familiar, probablemente enlazada con factores
genéticos [73]. Asi se desprende del hecho de que una misma familia, independientemente

del grado de control metabdlico, unos hermanos desarrollen PND y otros no.

La asociacion entre las complicaciones microvasculares de la DM2 esta demostrada. Por
dicho motivo parecia oportuno investigar sobre un aspecto genético asociado a una de sus
complicaciones, en este caso relacionado con la nefropatia diabética, pero no de manera
concluyente con la PND. Mientras que la relacion entre la PND y el gen de la aldosa
reductasa |74, 75] esta bien documentada, habfamos observado una escasa y contradictoria
bibliografia sobre su posible relacion con los polimorfismos del gen del enzima conversor

de la angiotensina (ACE).

El gen del ACE se localiza en la banda 1723 del cromosoma 17. En el intron 16 se da un
polimorfismo, que consiste en la presencia (I: inserciéon) o ausencia (D: deleccion) de un
fragmento de 287 pb, y su combinacién puede configurar tres genotipos: D/D, D/I, I/1.
Se ha descrito la asociacion entre genotipos del ACE y el desarrollo de nefropatia diabética
[76] y retinopatia diabética [77] e incluso con incremento del riesgo de DM2 [78]. Pese a su
asociacion con la nefropatia y/o la retinopatia diabéticas, no patece clara la relacion del gen
del ACE con la PND, puesto que diferentes estudios han observado resultados

contradictorios o dispares [79-82].

Los criterios principales para su elecciéon como tema de investigaciéon fueron: la relacion
entre el gen del ACE y la nefropatia y la de ésta con la PND; las discrepancias observadas
en la relacién del gen del ACE y la PND; un marcador genético de riesgo de PND
posibilita anticipar al maximo las actuaciones en prevencion de la salud y de prevencion

secundatria de la PND.
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ENFERMEDAD CARDIOVASCULAR Y RIESGO DE PND

Pese a que el control del riesgo cardiovascular ha aumentado en todo el mundo, la ECV
sigue siendo la principal causa de morbilidad y mortalidad en personas con DM2 [78]. El
hecho de que la DM2 se considere una ECV [34], asi como las relaciones observadas entre
la neuropatia y factores clasicos de riesgo cardiovascular [55] y los componentes del
Sindrome  Metabdlico  (hiperglucemia, hipertrigliceridemia,  dislipemia, obesidad,
hipertension arterial) [84-86], sugieren una patogenia comuin con la lesiéon vascular en la
DM2. Esa consideracion como ECV, la relaciéon con sus factores de riesgo y una posible
patogenia comun, fueron los criterios seguidos para profundizar en el estudio sobre la ECV

como factor de riesgo de desarrollar PND.

La relacion entre las diferentes formas de neuropatia y la ECV se ha estudiado de manera
desigual. Mientras que la relacién entre la neuropatia autonémica cardiaca y muerte subita
por ECV esta ampliamente probada [87], las pruebas de asociacion entre la ECV y la PND
se han centrado principalmente en relacionar la presencia de PND con factores de riesgo
cardiovascular, en especial mediante estudios transversales [88] que muestran una débil
asociacion epidemioldgica entre la presencia de ECV y de PND. Hasta el inicio de nuestra
investigacion, la revision bibliografica no habia identificado ningtin estudio prospectivo que
asociase la presencia previa de ECV con el desarrollo posterior de PND en personas con

DM2.

Los criterios principales para su elecciéon como tema de investigacion fueron: la ECV y la
PND comparten factores de riesgo; ambas presentan componentes inflamatorios, no

conocemos estudios prospectivos que relacionen la ECV y el desarrollo de PND.
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JUSTIFICACION

Dado que el factor tiempo es clave en la prevencion de la PND, la identificaciéon de las
personas susceptibles de desarrollar PND antes de sus manifestaciones clinicas, permitirfa
anticipar las medidas de prevencién secundaria e intensificar las actuaciones sobre los

factores de riesgo de la PND.

Si bien los datos disponibles sugieren la implicaciéon de TGEFB-1 en la patogénesis de la
PND en humanos, la relacion entre esta citoquina relacionada con la situacién inflamatoria
es de las menos estudiadas en la PND. Una asociacion entre los niveles circulantes del
TGEB1 y la presencia de PND podrian sugerir su candidatura como biomarcador de la

PND.

La relacion entre el polimorfismo del gen del ACE y el desarrollo de complicaciones
microvasculares de la diabetes como la retinopatia y la nefropatia podria sugerir que
variantes genéticas en este gen pudieran servir como marcador de riesgo de desarrollo de
PND. Sin embargo la relaciéon entre polimorfismos del gen del ACE y la PND esta poco
estudiada, fundamentada en estudios transversales y con resultados dispares. Para validar la
asociacion en nuestra poblacion, serfa necesario un estudio prospectivo que valore las
posibles combinaciones de alelos del gen ACE (D/I; D/D; I/I) como factor de triesgo de

desarrollar PND.

Finalmente, aunque los datos disponibles sugieren un solapamiento entre la fisiopatologia
de la PND y la ECV, no conocemos estudios prospectivos sobre la relaciéon entre la
presencia de ECV y el desarrollo de PND en personas con DM2. Esta laguna de
conocimiento podria subsanarse con el seguimiento clinico de una cohorte de personas con

DM?2 en quienes analizar la presencia previa de ECV como factor de riesgo en el desarrollo

de PND.
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En definitiva, la unidad tematica de esta tesis incluye una compilacion de trabajos
orientados a la evaluacion de una molécula biomarcadora, un marcador genético y una
enfermedad, como nuevos predictores de la PND en la DM2. EI objetivo dltimo de esta
tesis es contribuir al conocimiento de factores que permitan predecir la apariciéon de PND y

por tanto ganar tiempo en la prevencion de esta complicacion de la DM2.

HIPOTESIS DE TRABAJO

En base a los antecedentes anteriormente descritos, nuestra hipotesis de trabajo es que en
nuestra poblacion la polineuropatia asociada a la diabetes tipo 2 (PND) puede ser predecida
a partir de biomarcadores de inflamacioén, marcadores genéticos que han sido relacionados
con otras complicaciones microvasculares de la diabetes, o por la presencia previa de

enfermedad cardiovascular con la que la PND comparte aspectos fisiopatolégicos.
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OBJETIVOS

Obijetivo general

El objetivo general de esta tesis es identificar nuevos marcadores de riesgo de la PND.

Objetivo especifico 1

Evaluar la asociacién entre los niveles plasmaticos de TGFB1 (Tansforming Growth
Factor) total y la presencia de PND en una muestra de personas con DM2 seleccionada al

azar.

Objetivo especifico 2

Explorar el polimorfismo del gen del enzima conversor de la angiotensina [ACE] ("I/D"
insercion/deleccion), como predictor de PND en una cohorte con un seguimiento clinico

de tres anos. Como objetivo secundario, determinar la incidencia de la PND.

Objetivo especifico 3

Analizar la presencia previa de ECV como predictor del desarrollo de PND en una cohorte

de personas con DM2 con diez afos de seguimiento clinico.

Objetivo especifico 4

Describir la incidencia de PND en nuestra poblacion a tres y diez afios de seguimiento.
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RESULTADOS

Con el fin de no afectar a los derechos de “copyright” de las editoriales, la tesis incluye, en

formato Word, los resultados de las investigaciones en versiones previas a su publicacion.
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Transforming growth factor beta 1 as a biomarker of diabetic
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Transforming Growth Factor 1 (TGFB1) as a biomarker of Diabetic Peripheral
Neuropathy: Cross-sectional Study.
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RESUMEN

Antecedentes: Se necesitan métodos simples y eficientes para detectar la neuropatia
periférica diabética PND, la complicacion de la diabetes mas comun vy dificil de tratar. En
personas con nefropatia diabética se han observado niveles elevados de factor de
crecimiento transformante beta 1 (TGFB1), sugiriendo que desempefan un papel
inmunomodulador en esta complicacion de la DM2 la nefropatia diabética y, posiblemente,
en la evolucién de la aterosclerosis asociada. Dado que se han descrito relaciones previas
entre la PND experimental y el TGFB1, tratamos de evaluar si el TGFB1 podria ser una

molécula biomarcador de la PND en humanos.
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Materiales y métodos: Estudio transversal centrado en evaluar las interrelaciones entre
los niveles de TGFB1, enfermedad cardiovascular (ECV), nefropatia diabética (DNF) y
neuropatia PND en un grupo de personas con DM2 (N=180; 117 varones y 63 mujeres)
seleccionados al azar del Estudio de la Diabetes en el norte de Catalufia, tomando en
consideracion la enfermedad (ECV) y la nefropatia diabética (DNF) como factores de
confusion. La PND se diagnostic6 mediante evaluacion clinica y neurofisiologfa. a DNF
Incipiente se evalu6 mediante la microalbuminuria (MAU). La presencia de ECV por la
historia clinica y, eventualmente, exploraciones complementarias. El TGFB1 total (sin

acidificacion) se determiné por inmuno ensayo [ELISA (Promega)].

Resultados: LLa PND se relacioné con la edad, duraciéon de la diabetes, MAU, ECV y
TGFEFB1 (P<0,0001). El Logaritmo del TGFB1 fue mas elevado en los pacientes con PND
(P<0,0005). El LogTGFB1 (OR=7,5; P=0,000), la edad (OR=1,1; P<0,0005), y logMAU
(OR=2,0; P=0,016) aparecen como estimadores independientes significativos de la
presencia de PND en nuestra serie. La evaluacion de la curva ROC integrada con los tres
parametros expresa importante sensibilidad (78,1%), especificidad (76,0%), valor predictivo

positivo (79,2%) y valor predictivo negativo (70,3%), en relacién con la presencia de PND.

Discusion: Los datos de nuestra serie sugieren que el TGFB1 es un biomarcador que
puede contribuir no so6lo a la detecciéon de la DFN sino también de la PND. La validacion

del valor predictivo del TGFB1 necesitara de estudios prospectivos.

Palabras clave: Neuropatia diabética periférica, TGFB1.
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ABSTRACT

Background: Simple and efficient screening methods are lacking for diabetic peripheral
neuropathy (DPN), the most common and most difficult to treat of the long-term diabetic
complications. Increased levels of transforming growth factor beta 1 (TGFf1) in type 2
diabetic patients (T2DM) plays an immunomodulatory role in diabetic nephropathy and,
possibly, in atherosclerotic evolution. Since preliminary interrelationships between
experimental DPN and TGFB1 have been observed, we sought to assess whether TGF@1
could be a biomarker molecule for human DPN.

Materials and Methods: Cross-sectional cohort study focused on the assessment of the
interrelationships  between TGF@1 levels, cardiovascular disease (CVD), diabetic
nephropathy (DNF), and neuropathy (DPN) in a group of T2DM patients (N=180; male
117, female 63) randomly selected from the North Catalonia Diabetes Study. DPN was
diagnosed using clinical and neurophysiology evaluation. Incipient DNF was assessed by
microalbuminuria (MAU). Total TGEFB1 (without acidification) was measured by
immunoassay by ELISA (Promega).

Results: DPN correlated with age, time of diabetes duration, MAU, CVD, and TGF@1
(P<0.0001). Log-transformed TGFB1 (logTGf1) was significantly higher in patients with
DPN than in those without (P<0.0005). LogTGFB1 (OR=7.5; P =.0006), age (OR=1.1; P <
0.0005), and logMAU (OR=2.0; P=.016) appear as significant estimators of the occurrence
of DPN in our series. The integrated ROC curve evaluation with these three parameters
expressed an important sensitivity (78.1%), specificity (76.0%), positive predictive value
(79.2%), and negative predictive value (70.3%) in relation to DPN presence.

Discussion: TGFB1 stands as an important biomarker molecule for DFN and DPN
screening in our series. Further prospective studies are warranted.

1. BACKGROUND

Diabetic peripheral neuropathy (DPN) is the most commonly reported long-term diabetic
complication, affecting up to 50% of type 2 diabetic patients (T2DM) (Boulton, Malik,
Arezzo, & Sosenko, 2004; Vinik, Maser, Mitchell, & Freeman, 2003). Additionally, DPN is
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a major contributory factor to foot ulceration and also amputation (Boulton, Vileikyte,
Ragnarson-Tennvall, & Apelqvist, 2005). Thus, screening, and appropriate treatment, for
DPN is of paramount importance. This is due particularly to its socioeconomic burden, the
impact this has on quality of life, and on associated anxiety and depression (Benbow,
Wallymahmed, & Macfarlane, 1998). Simple and efficient methods are needed to detect the
diabetic population at high risk of DPN, and progression of the disease should be
prevented by controlling the modifiable risk factors (Smith et al., 2006; Tesfaye et al.,
2005). T2DM patients without any known cardiovascular disease (CVD) have the same
cardiovascular risk as individuals without diabetes who have had a prior cardiovascular
event (i.e., myocardial infarction or stroke) (Haffner, Lehto, Ronnemaa, Pyorala, & Laakso,
1998); however, outcomes after cardiovascular events are significantly worse among
patients with diabetes, and approximately 70% of T2DM patients will die from a
cardiovascular event or its complications (Stamler, Vaccaro, Neaton, & Wentworth, 1993;
Turner et al., 1998).

A number of inflammatory cytokines mediate atheroscle-rosis. Transforming growth factor
beta 1 (TGFB1) modulates important events like macrophage and fibroblast chemotaxis,
suppression of lymphocyte function, collagen synthesis, and stimulation of extracellular
matrix synthesis (Delarue et al., 1998; Hong and Yang, 1994; Jiang et al., 1988; Krag et al.,
2000; Reeves and Androly, 2000). Nikol et al. (1992) demonstrated increased expression of
TGFB1 in human atherosclerotic plaques. It was subsequently demonstrated that diabetic
patients presenting with an acute myocardial infarction revealed decreased smooth muscle
cells (SMCs) and increased macrophages and TGF-$1 into the culprit lesion (Fukumoto,
Naito, Asano, & Aramaki, 1998).

Furthermore, TGFB1 induces renal hypertrophy and fibrosis, and cytokines like tumor
necrosis factor-alpha (TNFa), chemoattractant protein-1 (MCP-1), and regulated upon
activation and normal T cell expressed and secreted (RANTES) mediate macrophage
infiltration into kidney. Overexpression of these chemokines leads to glomerulo-sclerosis
and interstitial fibrosis (Blobe, Schiemann, & Lodish, 2000; Chantry, Turner, Abney, &
Feldmann, 1989; Fukumoto et al., 1998; Navarro and Mora, 2000).

Biomarkers have emerged in the last decade as useful tools for the clinician in the
discrimination of cardiovascular risk (Shlipak, Ix, Bibbins-Domingo, Lin, & Whooley,
2008). Our group recently reported a novel significant relationship between DPN and NT-
proBNP, independently of previous CVD in a cross-sectional study involving T2DM
patients. Increased NT-proBNP levels would presumably indicate the presence of
repetitive microhypoxic insults to nerve fibers' arterial supply independently of CVD
(Jurado, Ybarra, Ferrandiz, Comerma, & Pou, 2007).

Few data are available regarding the association between DPN and TGFB1 besides a recent
report of TGFB1 inducing cellular injury in experimental diabetic neuropathy (Anjaneyulu
et al.,, 2008). Thus, we hypothesized that TGF31 might serve as a novel biomarker for
human DPN and/or it could be implicated in its pathogenesis. Hence, we set forth a cross-
sectional pilot study, to assess the hypothetical relationships between TGFf1 levels, CVD,
DNF [microalbuminuria (MAU)], and DPN in a group of T2DM patients randomly
selected from the North Catalonia Diabetes Study (Jurado, Ybarra, Romeo, & Pou, 2009).

2. MATERIALS AND METHODS

A cross-sectional cohort study was performed in three different regions of North Catalonia
(Spain) as part of the labors of the North Catalonian Diabetes Study on long-term
complications (Jurado et al., 2009). The sample number of the cohort was related to DPN
prevalence, about 30%, with a precision of 5% and a confidence interval of 95%. One
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hundred ninety-two (N=192) T2DM patients (aged 30 to 69 years) were randomly
recruited from our T2DM population and 180 (N=180) met the inclusion criteria. No
difference was observed between the sample and the general population with T2DM
concerning sex and age (confidence interval: 95%).

Selection criteria have been described extensively elsewhere (Jurado et al., 2009) Clinical
data on CVD were obtained as follows: coronary artery disease (CAD), stroke, and
peripheral vascular events were evaluated by medical records revision. CAD was diagnosed
by one of the following criteria: (1) previous documented myocardial infarction; (2) past
medical history of symptoms of angina, confirmed by a positive treadmill test or significant
positive result on coronary angiograms or on thallium scan.

Cerebrovascular disease was defined by (1) previous stroke and/or (2) evidence of stenosis
N50% for carotid vessels at Doppler echography. Peripheral vascular disease was defined
by the presence of (1) intermittent claudication, (2) previous vascular surgery, and/or (3) by
Doppler echography or abdominal-ilial-femoral angiograms.

Patients were studied by a team of 28 health care providers including 16 nurses and 12
general practitioners between September 2005 and September 2007. All exam-inations in
each patient were performed by two health care providers. All participants gave informed
written consent to participate, and the study was approved by the primary care ethics
committee and by the J. Gol i Gurina Foundation. The study was carried out in accordance
with the principles of the Declaration of Helsinki as revised in 2000.

Diabetic peripheral neuropathy (DPN) diagnosis was based on clinical neurological
examination (CNE) as well as on the Neuropathy Symptoms Score which was described
previously (Jurado et al., 2009; Tesfaye et al., 2005). To confirm the validity of CNE for
DPN diagnosis, in bordetline subjects (i.e., those with dubious diagnosis; n=77), nerve
conduction studies (by Synergy T-EPEMG/EP) were petformed in sural, median, and
ulnar nerves for upper extremities and in peroneal and tibial nerves for lower extremities

(sensory and motor nerve conduction velocities), as described previously (Jurado, Caula, &
Pou, 2000).

Incipient DNF was defined by MAU [urinary albumin concentration between 20 and 300
mg/] (twice minimum) out of four eatly morning urine spots collected 12 months apart].
Asymptomatic urinary tract infections as potential confoun-ders for MAU prevalence were
taken into account. Thus, urine cultures were performed simultaneously in all received
urine spots. Positive urine cultures invalidated the sample. Patients with macroalbuminuria

(=300 mg/1) were excluded.

Biochemical analyses were performed according to the protocols of a unique laboratory.
Briefly, total cholesterol, high-density lipoprotein cholesterol (HDIL-cholesterol), fast-ing
glucose, creatinine, triglycerides, and uric acid were analysed using spectrophotometry
methods (Hitachi Modu-lar-Roche Diagnostics). Low-density lipoprotein cholesterol
(LDL-cholesterol) was analysed using Friedwald's formula for triglyceride concentrations
below 400 mg/dl. Micro-albuminuria was assessed by immunoturbidimetry (Hitachi
Modular-Roche Diagnostics, San Cugat del Valles, Barce-lona, Spain). HbA,_ was analyzed
using HPLC (Hi-AUTO A1C HA-8140 A. Menarini Diagnostics, Barcelona, Spain).
TGFB1 was analyzed as a total peptide without acidification. Variability was higher for free
than for total TGFB1. Total TGFB1 was measured by ELISA (Promega, Madison, WI,
USA). Intra-assay and interassay coefficients of variation were 3-4% and 7-9%,
respectively.

2.1. Statistical analysis
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Qualitative variables were given in percentages and number of cases. Quantitative variables
were expressed as mean and standard deviation. The distribution of variables was evaluated
using Kolmogorov—Smirnov's test, while Levene's test was used to assess variance
homogeneity. Nonparametric tests were employed for variables not following normal
distributions.

Tests of reproducibility [intraclass correlation coeffi-cients, reliability analysis], intra- and
interobserver for vibration perception threshold, and Semmes—Weinstein monofilament
(SF-MF) were calculated. The relationship between DPN and other variables was evaluated
by contingency tables and chi square (%) with Fisher's correction if necessary as well as
with Pearson's correlation coefficient. Student's t test was used when mean values were
compared.

Logistic regression was performed to predict variables related to DPN presence or
absence. In our model, all introduced variables were related to significant values (P<0.05)
or when significant values manifested some tendency (P<0.10). We used the forward
method. The removal of variable from the model was based on the significance of the
change in the likelihood ratio. Since 98% of the patient cohort was under statin treatment
and the latter was susceptible to influencing lipid profiles, these were excluded whenever
performing multiple regression analysis. We calculated the Hosmer and Lemeshow test for
good fit. Area under the curve from ROC was calculated to assess sensitivity and
specificity. A value of 5% (x=0.05) was the level of significance. Data were analyzed by the
SPSS 11.5 statistical package (SPSS, Chicago, IL, USA).

3. RESULTS

Baseline characteristics of the patients are depicted in Table 1. As shown, our patient
cohort was composed of 180 (N=180) T2DM patients in their 60s, with a 1.8-fold male
prevalence. Diabetes evolution averaged 9.4%0.7 years and their body mass index (BMI)
was in the high-overweight range (BMI=29.7 kg/m?), while 25% of the patient cohort was
obese (data not shown). Fifty percent of the cohort was on insulin therapy, while the other
half was on oral agents. Most patients (98%) were on statins (data not shown).

The prevalence of DPN and nephropathy was 40.6% and 22%, respectively (Table 1). No
gender differences wete observed regarding DPN's prevalence [men: 21.69% (CI: 15.76—
27.62); women: 25.42% (CI: 17.45-33.4)].

Table 1. Clinical and biochemical characteristics of the study population

N (gender) 180 (male 117, female 63) Microalbuminuria (mg/1) 76£33.6 (0.0-286)
Age (years) (range) 61.7£7.8 (36-74) TGFB1 (ug/ml) 28.612.6 (2.23-322.2)
Diabetes duration (years) 9.4£0.7 Triglycerides (mg/dl) 152£128 (14-1057)
Caucasians 100% Cholesterol (mg/dl) 194+39 (115-318)
BMI (kg/cm?) 29.7£5.1 (20.7-47.6) HDL (mg/dl) 55.4%13.4 (12-98)
Systolic BP (mmHg) 140.50£19.90 (100-203) LDL (mg/dl) 111.8£40.9 (22-377)
Diastolic BP (mmHg) 79.20£10.10 (50-120) Creatinine (mg/dl) 1.0£0.8 (0.4-2.2)
Fasting glucose (mg/dl) 152+38.8 (34-3060) DPN prevalence (CI) 40.6£3.7 (33-47)
HbAc (%) 7.1%0.1 (3.7-13.1) CVD prevalence (CI) 25.4£3.2 (0-100)

T2DM patients with DPN showed significantly higher prevalence of CVD (39.4% vs.
21.5%; P<0.0005), diabetic retinopathy (35.4% vs. 9.4%; P<0.0005), and MAU (36.2% vs.
2.9%; P<0.0005) than those without ( Fig. 1).

Log-transformed TGFB1 (logTGB1) was significantly higher in patients with DPN than in
those without (1.42+0.28 vs. 1.1810.31 pg/ml, respectively; P<0.0005) (data not shown).
The reproducibility of several diagnostic tests employed in DPN's diagnosis is
demonstrated in that all five tests (graded tuning fork, neurothesiometer, SW-MF,
Neuropathy Symptoms Score, and the Aquilean reflex) showed a high value of intraclass
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DPN: Diabetic polyneurcpathy, CVD: Cardiovascular disease, MAU:
microalbuminuria/diabetic nephropathy.

Fig. 1. Prevalence of diabetic micro- and macroangiopathy in our type 2 diabetic population
with (+) and without (—) DPN (DPN). P<0.0005.

Borderline subjects (those with dubious DPN diagnosis by CNE; n=77) underwent nerve
conduction studies (NCS). Confronting DPN diagnosis by NCS and CNE showed an
intraclass correlation coefficient of 0.469 (P<0.0001) (data not shown).

Univariate regression analysis disclosed DPN being significant and positively related to age,
duration of diabetes, CVD, incipient DNF (logMAU), diabetic retinopathy, and TGFg1,
while significantly negative correlations were disclosed with total and LDI. cholesterol (
Table 3). Finally, no significant relationship appeared between DPN and gender, BMI,
waist circumference, hypertension, fasting blood glucose, HbA,, creatinine, HDL-
cholesterol, and triglycerides.

Three parameters, selected by logistic regression analysis (Table 3), were used to predict the
diagnosis of DPN (log TGF {1, logMAU, and age). The integrated ROC curve evaluation
with these three parameters expressed an important sensitivity (78.1%), specificity (76.0%),
positive predictive value (79.2%), and negative predictive value (70.3%) in relation to DPN
presence.

4. DISCUSSION

Surrogate markers of diabetic neuropathy are being actively sought to facilitate the
diagnosis, measure the progression, and assess the benefits of therapeutic interven-tion in
patients with diabetic neuropathy.

Serum levels of neuron-specific enolase mRNA are decreased in diabetic neuropathy.
Additionally, this molec-ular marker may also be useful in differentiating early from
advanced eye disease in those diabetics diagnosed with neuropathy (Sandhu, Butt, Powrie,
& Swaminathan, 2008).

On the other hand, an independent association between heat shock protein 27 (HSP27)
and distal symmetric polyneuropathy has been reported in a large cohort of type 1 diabetic
subjects, suggesting that sHSP27 levels may be a novel marker for diabetic neuropathy
(Gruden et al., 2008).

Serum albumin has been reported to be significantly associated with the severity of
retinopathy and neuropathy in a large cohort of Japanese T2DM. Noteworthy, in relation
to neuropathy, serum albumin was found to be significantly related to the absence of
Achilles tendon reflex, motor nerve conduction velocity, and somatic nerve function
parameters [i.e., minimum F-wave latency (MEFWL)]. The results of multiple regression
analysis with adjustment for three variables (age, gender, serum C-reactive protein) revealed
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that serum albumin was independently related to MNCV and MFWL (Iwasaki, Togashi, &
Terauchi, 2008).

In vivo corneal confocal microscopy (CCM) allows assessment of small nerve fiber
pathological changes. This novel technique quantifies small fiber damage rapidly and
noninvasively and detects earlier stages of nerve damage compared with intraepidermal
nerve fiber pathology in T2DM. Thus, CCM shows promise as an ideal technique to
accurately diagnose and assess progression of human diabetic neuropathy (Quattrini et al.,
2007).

The most novel finding in our study is the significant prediction of categorical diagnosis of
DPN by three independent factors: logTGEFB1 levels, incipient DNF (logMAU), and age
with notable sensitivity and specificity. Noteworthy, TGFB1 appears as a new biomarker
molecule for DPN's diagnosis.

As detailed previously, the main purpose of this study was to assess the hypothetical
relationships between TGFB1 levels, CVD, and microangio-pathic complications (i.e.,
incipient DFN, DPN) in a group of T2DM patients randomly selected from the North
Catalonia Diabetes Study.

Our data show that the prevalence of microangiopathic complications (Table 1) as well as
the lack of gender bias falls in agreement with previous reports (Rubino et al., 2007;
Tesfaye et al., 2005). Furthermore, the reproducibility of several diagnostic tests employed
in DPN's diagnosis in our patient cohort disclosed highly significant intraclass correlation
coefficients, yielding proof of good internal consistency and in agreement with previous
reports (Dyck et al., 1991).

The significant positive correlations between DPN vs. age and diabetes duration (llustrated
in Table 2) are in agreement with the literature (Partanen et al., 1995), whereas those with
MAU have also been the subject of several reports (Hadi and Suwaidi, 2007; Partanen et
al., 1995; Pedersen and Gaede, 2003), some of them suggesting a common soil for the
diabetic microvascular complications.

Table 2. Univariate regression analysis DPN (r)

Age 0.401

Duration of DM 0.320 HbAic 0.042
Sex 0.023 Creatinine 0.141
CVD 0.194 LogMAU 0.271
BMI 0.086 Cholesterol (mg/dl) —0.259
WC 0.072 HDL (mg/dl) —0.051
SBP —0.054 LDL (mg/dl) —0.207
DBP —0.114 Triglycerides (mg/dl) —-0.117
Fasting blood glucose —0.030 logTGFB1 (ug/dl) 0.361

Pearson's correlation coefficient was used for continuous variables and Spearman's correlation coefficient for categorical variables
(gender, CVD). WC: Waist circumference; SBP: systolic blood pressure; DBP: diastolic blood pressure; RNP: diabetic retinopathy.
P<0.001. P< 0.0005.

Noteworthy, the second more robust correlation bet-ween DPN and the variables depicted
in Table 3 concerns TGFB1 (r=0.361; P<0.0005). This particular correlation (DPN vs.
TGFB1) has not, to the best of our knowledge, been described previously in human clinical
settings; nevertheless, recent experimental data seem to suggest a role for TGF@1 in
experimental diabetic neuropathy (Anjaneyulu et al., 2008). One likely explanation for this
correlation might be found in DPN's etiology which is complex and multifactorial:
hyperglycemia and dyslipide-mia give rise to oxidative stress and formation of advanced
glycation and lipoxidation end products. The inflaimmatory mediators (i.e., TGFf1) lead to
nuclear factor kappa B (NFkappaB) activation (Cameron and Cotter, 2008). Moreover,
genes found down-regulated in response to TGFB1 are mainly those associated with
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oxidative stress (i.e., NFkappaB) and several other genes implicated in glutathione
production and maintenance (Roberts et al., 2004).

Table 3. Logistic regression analysis was performed to predict variables related to DPN presence or

absence ROC Curve
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1 - Specificity
95 % CI for OR
Coefficient | Significance OR Lower | Upper
Age 0.102 0.000 1.107 1.046 1.172
logMAU 0.707 0.016 2.029 1.139 3.610
Log TGFB1 2.016 0.006 7.506 1.808 31.155
Constant -10.163 0.000 0.000

Hosmer and Lemeshow Test (p = 0.274)
Sensitivity=78.1%
Specificity=76.0%
PPV=79.2%
NPV=70.3%
ROC: Receiver operating characteristics curve; PPV: positive predictive value; NPD: negative predictive value.

An in vitro model qualitatively reproducing diabetic foot ulcer conditions [i.e., changes in
relevant cell populations (macrophages, neutrophils, fibroblasts) and their key effector
cytokines (TNF, interleukin-1beta, interleukin-10, and TGFB1)] has shown that the genesis
of diabetic foot ulcers can be simulated in two ways, either by increasing the rate of TNF
production fourfold or by decreasing the rate of TGFB1 production by 67%. Both
manipulations resulted in increased inflammation (elevated neutrophils, TNF, and tissue
damage) and delayed healing (reduced TGFB1 and collagen) (Mi, Riviere, Clermont, Steed, &
Vodovotz, 2007).

The negative significant correlation between DPN vs. total and LDL-cholesterol levels in
our series (lustrated in Table 2) is a novel and provocative one. It falls in disagreement with
previous reports (Agrawal, Sharma, Pal, Kochar, & Kochar, 2006; Benjafield, Glenn, Wang,
Colagiuri, & Morris, 2001; Tsuzura et al., 2004). Notewor-thy, Agrawal et al. (2006) have
reported significant correlations between diabetic retinopathy and nephropathy with low
HDL-cholesterol and raised LDL-cholesterol, respectively; nevertheless, no correlations
were reported between DPN and lipid profiles. Conversely, Tsuzura et al. (2004) have
reported significantly higher ratios of oxidized LDIL-cholesterol corrected by ApoB in
T2DM patients with peripheral neuropathy compared to those without. Further-more,
genetic variation in or near the TNF receptor 2 gene may predispose clinical neuropathy,
reduced glycosylated hemoglobin, and increased HDL cholesterol in T2DM (Benjafield et
al., 2001). In this particular study, lipid profiles were indistinguishable between T2DM with
or without peripheral neuropathy.

The fact that almost the entire patient cohort was on statin treatment is likely to alter the
relationship between lipid profiles and DPN's diagnosis and become a serious potential
confounder. Additionally, those patients with more severe forms of DPN received more
aggressive statin treatment. The latter is likely to bias these negative correlations for which
we do not have any other physiopathological explanation. Yet we believe it would be a
breach of scientific integrity not to report it.
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DPN itself is reported to be a risk factor for cardiovascular mortality in T2DM in addition to
coexisting macroangio-pathy, increased albumin excretion rate, and poor glycaemic control
(Gerstein, Mann, & Yi, 2001; Schneider, 2006). Noteworthy, in our series, T2DM with DPN
have signifi-cantly higher prevalence of CVD, diabetic retinopathy, and DFN than those
without (Fig. 1), in agreement with these previous reports.

The involvement of TGFfB1 as a key cytokine effector in DFN has been widely reported in
the literature (Delarue et al.,, 1998; Hong and Yang, 1994; Jiang et al., 1988; Krag et al,,
2000; Reeves and Androly, 2000); while the involvement of TGF1 is a novel one in clinical
research, only an experimental neuropathy study reports the involve-ment of this vasoactive
peptide (Anjaneyulu et al., 2008).

LogTGFB1, age, and logMAU are all significant estimators of the occurrence of DPN in our
series. Furthermore, with control for the effects of age and MAU, logTGFB1 above 31.6 has
4.5 times the odds of predicting DPN in our series (Table 3). These results have not, to the
best of our knowledge, been previously reported in the literature.

Finally, the statistical accuracy (sensitivity, specificity, positive predictive value, negative
predictive value) of these three independent variables (logTGFB1, age, and logMAU) in
predicting DPN falls within acceptable levels in the literature (Dyck et al., 1991; Partanen
etal., 1995; Tesfaye et al., 2005).

In conclusion, simple efficient methods are needed to detect the diabetic population at
high risk of DPN and progression of the disease should be prevented by controlling the
modifiable risk factors. In our series, DPN's categorical diagnosis can be significantly and
independently predicted by TGFB1, DFN, and age. Accordingly, TGFB1 not only appears
as a key effector cytokine in DFN but also seems to display significant independent
correlations with diabetic neuropathy and, hence, could be used as a novel biomarker
molecule for DPN diagnosis. Further prospective studies are warranted.
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RESUMEN

Antecedentes: La identificacién de pacientes en riesgo de desarrollar neuropatia periférica
diabética (PND) es de suma importancia en los pacientes con diabetes mellitus tipo 2
(DM2) para proveer y prever las medidas de prevencion secundaria, asi como intensificar la
accion sobre los factores de riesgo, particularmente en la atencién primaria. Diversos
estudios han asociado el polimorfismo del gen del enzima conversor de la angiotensina
(ACE) con la incidencia de otras complicaciones de la DM2 como la retinopatia y la
nefropatia. Por otro lado la incidencia de la PND sigue siendo desconocida en nuestro

medio.
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Objetivos: (i) Analizar el polimorfismo aislado (D/I) del gen del enzima conversor de la
angiotensina (ACE) como marcador genético de riesgo de desarrollar PND vy (i)

determinar la incidencia de PND en nuestro entorno.

Material y métodos: Estudio longitudinal de seguimiento a 3 anos que incluyé un grupo
con DM2 (N =283) seleccionado al azar. Se determind la distribucién del polimorfismo del
gen del ACE (D/I =deleccién/insercién). La PND se diagnosticé mediante la evaluacion

clinica y neurofisiologfa.

Resultados: En la linea de base la prevalencia de PND fue del 28,97% (IC del 95%, 23,65-
34,20). La presencia del genotipo D/I heterocigético fue del 60,77% (IC del 95%, 55,05-
06,5) y se asocié de forma independiente con un menor riesgo de PND (RR, 0,51; IC del
95%, 0,30-0,86). La PND se correlacioné con la edad (P<0,001), pero no con el género (P
=0,466) o duraciéon de la DM2 (P =0,555). Tras 3 afios de seguimiento, la prevalencia de
PND aument6 hasta el 36,4% (IC del 95%, 30.76-42.04) y la incidencia acumulada fue de
10,4%, 3 afos a partir de entonces. En el analisis de regresion de Poisson final, la presencia
del genotipo heterocigoto se mantuvo asociado independientemente a un menor riesgo de
incidencia de PND (RR, 0,71; IC 95%, 0,53-0,96). La presencia de PND siguio
correlacionada con la edad (p =0,002), pero no con el sexo (p=0,490) o duraciéon de la

DM2 (p =0.630).

Conclusiones: En nuestra serie, el genotipo heterocigotico (D/I) se demuestra como un
factor protector para el desarrollo de PND. Nuestro estudio aporta por primera vez la
incidencia acumulada de PND en una poblacién de nuestro medio, pudiéndose considerar

ésta como clinicamente relevante.

Palabras clave: diabetes mellitus tipo 2 (DM2), polimorfismo del gen del enzima

conversor de la Angiotensina (ACE), neuropatia diabética periférica (DPN).
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ABSTRACT

Background: Identifying patients at risk of developing diabetic peripheral neuropathy
(DPN) is of paramount importance in those with type 2 diabetes mellitus (T2DM) to
provide and anticipate secondary prevention measures as well as intensify action on risk
factors, particularly so in primary care. Noteworthy, the incidence of DPN remains
unknown in our environment.

Aims: (i) To analyze a single angiotensin-converting enzyme (ACE) gene polymorphism
(D/1) as a genetic marker of risk of developing DPN, and (ii) to determine the incidence of
DPN in our environment.

Research design and methods: Longitudinal study with annual follow-up for 3years
involving a group of T2DM (N=283) randomly selected. ACE gene polymorphism
distribution (I=insertion; D=deletion) was determined. DPN was diagnosed using clinical
and neurophysiology evaluation.

Results: Baseline DPN prevalence was 28.97% (95% CI, 23.65-34.20). ACE
polymorphism heterozygous genotype D/I presence was 60.77% (95% CI, 55.05-66.5) and
was independently associated with a decreased risk of DPN (RR, 0.51; 95% CI, 0.30-0.86).
DPN correlated with age (P <0.001) but not with gender (P =0.466) or time of evolution
of T2DM (P=0.555). Regarding end point, DPN prevalence was 36.4% (95% CI, 30.76—
42.04), and accumulated incidence was 10.4% 3years thereafter. In the final Poisson
regression analysis, the presence of heterozygous genotype remained independently
associated with a decreased risk of DPN (RR, 0.71; (95% CI, 0.53-0.96). DPN presence
remained correlated with age (P=0.002), but not with gender (P=0.490) or time of
evolution (P=0.630).

Conclusions: In our series, heterozygous ACE polymorphism (D/I) stands as a protective
factor for DPN development. Accumulated incidence of DPN was relevant. Further
prospective studies are warranted.

1. INTRODUCTION

Diabetic peripheral neuropathy (DPN) is the most commonly reported long-term diabetic
complication, affecting up to 20%—40% of type 2 diabetic (T2DM) patients. Additionally,
DPN is a major contributory factor in patients affected by diabetic foot ulceration and is
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being held responsible for up to 50%—75 % of non-traumatic foot amputations ( Holzer et
al., 1998).

Thus, taken into account its prevalence, its socioeconomic burden, the impact this has on
quality of life and on associated anxiety and depression, screening and appropriate
treatment for DPN are of paramount importance (Mayfield, Reiber, Sanders, Janisse &
Pogach, 1998).

The expected rise in T2DM prevalence will likely impose an increase of health care related
costs. Simple and efficient methods are needed to detect the diabetic population at high
risk of DPN. Thus, it is necessary to deploy significant efforts in clinical research focused
on eatly detection of DPN, particularly so in primary care settings where preventive

measures have proven its efficiency and efficacy in patient care as well as in the control of
modifiable risk factors (Boulton & Vileikyte, 2000).

In practice, the diagnosis of DPN is usually employed to estimate the risk of foot
ulceration. Thus preventive interventions are mainly aimed at avoidance of possible foot
injuries. However, in addition to the metabolic control of diabetes (UK Prospective
Diabetes Study Group, 1998), other risk factors of DPN susceptible of modification under
preventive interventions have been identified, such as blood pressure control (Tesfaye et
al.,, 2005), lipid profile control (Vinik et al, 2001), additional causes (neuro-toxic
medications; vitamins B,, B, and B,, deficiencies; and alcohol abuse) (Gorson & Ropper,
2000), interventions on lifestyle (exercise and diet) (Smith et al., 2006), and research into
new therapies for treatment (Price et al, 2000; Schemmel, Padiyara & D'Souza, 2010;
Volarevic, Arsenijevic, Lukic & Stojkovic, 2010).

In addition to the proven association between metabolic control and complications of
diabetes, there is a clear familial predisposi-tion and likely link with genetic factors (Burdon
et al., 2006) expressed by the absence of complications in some patients with poor
metabolic control.

Identification of potential candidates to develop DPN, particularly if performed prior to its
clinical manifestations, would anticipate further secondary prevention measures and
intensify action on risk factors. Furthermore, these measures would likely contribute to the
reduction of morbidity and mortality and avoid the saturation of specialized services.

In this regard, in a previous study on the polymorphisms of angiotensin-converting enzyme
(ACE) gene (Jurado, Pastoret, Ybarra, Gich, & Pou, 20006), we observed that patients with
DPN expressed the heterozygous genotype frequency of “D/I” less likely than patients
without DPN. This findings suggested that the heterozygous genotype “D/I” could stand
as putative protective factor against DPN development.

Moreover, we have not been able to find studies on the incidence of DPN in Spain while
international studies are scarce. Some of them utilize diagnostic criteria that might
underestimate (UK Prospective Diabetes Study Group, 1998; Costacou, Chang, Ferrell, &
Orchard, 2006) or overestimate (Sands, Shetterly, Franklin, & Hamman, 1997) the presence
of DPN; while others employing appropriate criteria show a cumulative incidence of 23.5%
in 7 years (Tesfaye et al., 2005) in subjects with type 1 diabetes, with a different natural
history of T2DM.

The aims of this study were to analyze the polymorphisms of ACE gene as a genetic
marker of risk for DPN and to determine the incidence of DPN in North Catalonia, Spain.
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2. MATERIALS AND METHODS
2.1. Research design and subjects

A cross-sectional prospective study at 3years (2007-2010) was performed in a primary care
setting in three different regions of North Catalonia, Spain.

The sample number of the cohort correlated with DPN prevalence, at about 30%, with a
precision of 5% and a confidence interval (CI) of 95%.

Four hundred T2DM patients (aged 30—69years) were randomly recruited from the T2DM
population proceeding from our cohorts of the North Catalonia Diabetes Study (NCDS)
(Jurado, Caula, & Pou, 20006; Jurado, Ybarra, Romeo, & Pou, 2009), and 307 patients
(76 “75%) met the inclusion criteria. No difference was observed between the sample and
the general population with T2DM concerning sex and age (95% confidence interval). In
addition, a sample of subjects (n =290) without diabetes and/or DPN was selected as a
control group (95% CI for sex and age) to establish the normal range for vibration
perception thresholds (VPT) assessed by tuning fork and neurothesiometer values.

Inclusion criteria were as follows: T2DM patients diagnosed according to the World Health
Organization guidelines aged between 35 and 75 years.

Exclusion criteria were as follows: neuropathies of other etiology, alcohol ingestion
N60g/day in women and =80g/day in men and refused consent.

All participants gave written informed consent to participate, and the study was approved
by the Primary Care Ethics Committee and the IDIAP Jordi Gol. The study was carried
out in accordance with the principles of the declaration of Helsinki as revised in 2000 and
2008.

The dependent variables considered were the presence of DPN at baseline and its
appearance upon follow-up. The independent variables were the ACE gene
polymorphisms, gender, age, presence of cardiovascular disease, and duration of T2DM (in
years).

2.2. Diabetic peripheral neuropathy (DPN)

The patients were studied by a team of 28 health care providers including 16 nurse
practitioners and 12 general practitioners. Study personnel underwent intensive training
sessions totaling 24h. All examinations in each patient were performed by the same health
care provider to control for inter-rate reliability. The entire group of health care providers
who evaluated the cohort was blinded to the results of the D/I polymorphisms.

Baseline results were obtained during 2007 and included age, time of T2DM evolution, and
cardiovascular disease (stroke, myocardial infarction, heart failure, and peripheral vascular
disease). The same team performed regular screenings to identify new cases of DPN as well
as changes in the other baseline variables during the ensuing 3years of follow-up (2008—
2010). Diagnostic data were retrieved from case records and nerve conduction studies
(NCS).

DPN diagnosis was based on clinical neurological examination (CNE) as well as the
Neuropathy Symptoms Score being described previously (Jurado et al., 2006; Jurado et al.,
2009), and NCS (by Synergy T-EPEMG/EP) in bordetline subjects (i.c., those with
dubious diagnosis). NCS was performed in the median and ulnar nerves for upper
extremities and in the sural, peroneal, and tibial nerves for lower extremities (sensory and

motor nerve conduction velocities), as described previously (Jurado et al., 2006; Jurado et
al., 2009).
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2.3. Study of the ACE gene polymorphism

Samples were collected according to the instructions in the manual of procedures routinely
used in the extraction modules of Basic Health Areas. Blood samples were drawn from
each subject after an overnight fast (10-12h).

DNA was extracted using the Puregene DNA purification Kit (Gentra Systems) following
the manufacturer's specifications.

The angiotensin-converting enzyme (ACE) gene located on the long arm of chromosome
17 has a diallelic polymorphism: presence (I) or absence (D) of 287bp in intron 16. DNA
was subjected to amplification by PCR wusing an optimized primer pair
(5'GCCCTGAGGTGTCTGCAG-CATGT3' and
5'GGATGGCTCTCCCCGCCTTGTCTC3') that allowed the amplification of both alleles
“D” and “L” resulting in 319-bp and 597-bp amplicons, respectively.

PCR reactions containing 0.8 uM of each primer, 200 uM dNTPs, and 1 U Taq DNA
Polymerase (5 Prime GmbH, Deutschland) were subjected to 35 cycles consisting in
denaturalization at 94°C for 30 s, annealing at 56°C for 45s, and extension at 72°C for
2min, in a Verities PCR (Applied Biosystems). Five microliters of each PCR was resolved
in 2% agarose gels, and amplicons were visualized by ultraviolet transillumination.

Because the D allele in heterozygous samples is preferentially amplified, DD genotypes
were subjected to a second PCR amplifica-tion with two insertion-specific primers for allele
I, in order to confirm its absence: 5TGGGACCACAGCGCCCGCCACTAC3' and 5'

TCGCCAGCCCTCCCATGCCCATAA3'. PCR conditions were identical except for an
annealing temperature of 72 °C.

Genetic analysis was performed at Research Institute Hospital de la Santa Creu i Sant Pau
of Barcelona.

2.4. Sample size

The Poisson approximation was used to calculate sample size. Accepting an alpha risk of
0.05 and a beta risk of less than 0.2 in a bilateral contrast, 238 subjects were needed to
detect a minimum relative risk of 2.14 (Costacou et al., 2000) if the rate of DPN in the
unexposed group is 0. 15. A loss rate up to 10% has been estimated, taking into account a
previous study (Jurado et al., 2006) and the prevalence of DPN observed our cohorts
(Jurado et al., 20006; Jurado et al., 2009)

2.5. Statistical analysis

Proportions between groups were compared with the chi-square test. Continuous variables
were expressed as mean and standard deviation (SD) and were compared by Student's t-
test.

Covariates that were of known clinical interest or that were identified as significant (P <
0.05) in the bivariate analyses were selected for multivariate analyses, which was performed
employing Poisson regression models for analyzing the association between the genotype
and DPN. We fitted all models in a customized way by means of the ENTER method.
Results were expressed as relative risks with the corresponding robust 95% confidence
intervals (CI).

The level of statistical significance was established as P < 0.05. All analyses were performed
with the STATA v.9 statistical package.
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3. RESULTS

Of the three hundred seven (N =307) patients initially selected, 24 (n =24; 7.81%) did not
sign the informed consent form or were lost before the first year of follow-up.

Finally, two hundred eighty-three (n =283) T2DM patients were included in the study.
There were no significant differences in age and gender between the initially selected group
and the remaining cohort included in the study (data not shown). Table 1 provides the
baseline characteristics of the participants.

As shown, 201 patients had no diabetic polyneuropathy (DPN) at the time of inclusion,
whereas 82 patients had DPN (28.97%). No patients were lost after the first year of follow-
up. As shown, participants were in their 60s and men outnumbered women, as in our
population with T2DM.

DPN presence was positively related with age (P <0.001), age N65 years old (P <0.001),
and negatively related with heterozygous (D/I) polymorphism (P =0.011) but not with
gender (P =0.460) or time of T2DM evolution (in years; P =0.555) at the beginning of the
study. Age, cardiovascular disease, and the presence of the heterozygous (D/I)
polymorphism were associated with DPN, in the bivariate analysis, during follow-up (Table
2).

In the final Poisson regression analysis, age and the presence of CVD remained
independently associated with an increased risk of DPN, whereas the presence of
heterozygous genotype (D/I) remained independently associated with a decreased risk of
DPN (Table 3). Gender and time of T2DM evolution did not disclose significant relative
risks of DPN from baseline till the end of the study.

Table 1. Baseline characteristics of the participants.

N (gender) 283 (175 males/108 females)
Women 38.16 (32.50-43.81)
Caucasian 100%

Ager 63.58 (7.72)

Age NG5years 44.52 (38.70-50.35)
Histoty of CVD 19.78 (15.11-24.45)
History of DPN 28.97 (23.65-34.29)
Heterozygous 60.77 (55.05-66.50)

T2DM evolution (years)® 6.19 (3.47)

Values are percentages (95% CI) unless stated otherwise.
CVD, cardiovascular disease; DPN, diabetic peripheral neuropathy. * Mean (SD).

Table 2. Factors associated with total diabetic polyneuropathy (DPN) events at 3-year follow-up.

Factors Diabetic Polyneuropathy P-value
Yes No

Women 40.78 36.67 0.493

Age? 69.85 (6.39) 65.98 (8.25)  <0.001

Age NG5years 76.70 55.00 <0.001

CVD 56.31 37.22 0.002

Heterozygous (D/I) 52.42 65.55 0.032

Values are percentages (95% CI) unless stated otherwise.
DPN, diabetic peripheral neuropathy; CVD, cardiovascular disease. * Mean (SD).

Contrarily, age disclosed a significant and consistent relative risk of developing DPN from
baseline and year after year, till the end of the study (Table 4).

Heterozygous (D/I) ACE gene polymorphism disclosed a statisti-cally significantly reduced
relative risk of developing DPN from the beginning of the study and year after year till the
end of follow-up (Table 4).

Homozygous (D/D) ACE gene polymorphism disclosed an in-creased relative risk of
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developing DPN at baseline whose initial significance was lost thereafter. Noteworthy, the
initial increase relative risk was reversed to a decreased relative risk from year 1 of follow-
up and so on; nevertheless, this decreased relative risk did not attain statistical significance

(Table 4).

DPN's observed annual incidence was 3.88% (95% CI, 1.25-6.70) during the first year of
follow-up (8/201 patients), 3.11% (95% CI, 0.64-5.57) during the second year of follow-up
(6/193 patients), and 3.74% (95% CI, 0.99-6.48) during the third year of follow-up (7/187
patients). At the end of the study (third year), DPN's incidence was 10.44% (95% CI, 6.18—
14.71) (data not shown).

4. DISCUSSION

The current longitudinal prospective cohort pilot study was set forth to analyze ACE gene
polymorphism as a genetic risk marker of developing DPN and to determine the incidence
of DPN in our environment (North Catalonia, Spain). The most novel finding of our study
is the protective effect of a heterozygous (D/I) ACE gene polymorphism on the
development of DPN. Hence, our results show that, at the beginning, throughout, and at
the end of the study, the presence of DPN was negatively related to the heterozygous
(D/I) genotype. Despite ACE gene polymorphism association with diabetic renal disease
and/or diabetic retinopathy (Gorson & Ropper, 2006; Jurado et al., 2009; Klemm &
Paschke, 2000; Tapp et al., 2003), its relationship with DPN was not clear so the present
study establishes a precedent since, to the best of our knowledge, this finding had not been
reported previously.

The results confirm those obtained in a previous study of our group (Jurado et al., 2006) on
ACE gene polymorphism in T2DM patients with cardiovascular disease when we firstly
observed that those patients disclosing DPN presented the heterozygous (D/I) genotype
less frequently than those without DPN, while homozygous genotypes (D/D and 1/1)
appeared with similar frequencies in patients with or without DPN. These results
suggested, rather surprisingly, that the heterozygous genotype (D/I) could stand as a
protective factor against the presence of DPN.

Table 3. Poisson regression model of total DPN events at 3-year follow-up.

Factors RR (95% CI) P-value
Women 1.12 (0.83-1.52) 0.44
Age N65years  1.46 (1.05-2.03) 0.02
Heterozygous ~ 0.71 (0.53-0.96) 0.02
CVD 1.48 (1.06-2.05) 0.01

Goodness of fit (Hosmer—Lemeshow y?), P =0.82. CVD, cardiovascular disease.

Table 4. Variables related with DPN presence during follow-up.

Variable Follow-up
Baseline 1-year follow-up 2-year follow-up 3-year follow-up
RR P RR P RR P RR P

Gender 0.823 (0.487-1.390)  0.466 1.200 (0.719-2.001) 0.486 1.250 (0.756—2.068
Age (years) 1.086 (1.043-1.131) <0.001 1.073 (1.034—-1.114) 0.001 1.073 (1.035-1.113

( 0.3851.189 (0.724-1.954)  0.494
(

T2DM evolution (yrs) 0.978 (0.908-1.053)  0.555 0.990 (0.921-1.060) 0.772 1.017 (0.950-1.088
(
(

<0.0011.073 (1.036-1.112) <0.001
0.6301.016 (0.951-1.086)  0.637
0.0210.557 (0.340-0.913) ~ 0.020
0.0570.602 (0.355-1.022)  0.060
0.5511.300 (0.609-2.776)  0.498

Heterozygous (D/I)  0.509 (0.302-0.857)  0.011 0.569 (0.342-0.945) 0.029 0.555 (0.337-0.916
Homozygous (D/D)  1.742 (1.004-3.025)  0.048 0.648 (0.377-1.114) 0.116 0.595 (0.349-1.015

Homozygous (I/1) 1.402 (0.639-3.075)  0.399 1.409 (0.652-3.044) 0.383 1.263 (0.568-2.725
Values in bold indicate statistical significance. RR, relative risk; CI, confidence interval.

NAENIENOE R\

This significant presence of heterozygous combinations, but related to other genes, has also
been observed associated with a reduced prevalence of neuropathy in T2DM (Rudofsky et
al., 2004).
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While the relationship between the DPN and the aldose reductase gene (Sivenius et al.,
2004) is well documented, we found scant literature on its possible relation to the ACE
gene polymorphism. Ito et al. (2002) reported that the “I”” allele frequency was significantly
higher in patients with DPN without macroalbuminuria. Stephens, Dhamrait, Acharya,
Humphries, and Hurel (2000) reported the presence of the “D” allele being associated with
an increase risk of DPN in women. Costacou et al. (2006) described the “D/D” genotype
as a risk factor for DPN. Interestingly, in our seties, homozygous (D/D) ACE gene
polymorphism disclosed an increased relative risk of developing DPN at baseline whose
initial significance was lost thereafter. Noteworthy, the initial increased relative risk was
reversed to a decreased relative risk from year 1 of follow-up and so on; nevertheless, this
decreased relative risk did not attain statistical significance, although a trend appeared from
the first year till the end of the study (Table 4).

Suzuki et al. (2004) reported inactivity and/or dominance of the ALDH2/ADH2
polymorphism in relation to DPN's presence.

Regarding the polymorphism study, the main drawback of our study is that we only studied
the ACE gene, taken into account that DPN is likely a multifactorial micro-angiopathic
complication with a polygenic background. Thus, our methodology does not allow an
analysis of association and high-density single nucleotide poly-morphisms (SNP) maps.
Hence, how independently would ACE polymorphism heterozygous genotype D/I predict
the non-develop-ment of DPN cannot be propetly assessed in our study.

Measuring ACE activity in blood samples would likely have provide further hypothesis as
to why certain genotypes are or are not associated with the development of certain diabetic
complica-tions. Unfortunately, those determinations were not performed.

Furthermore, DPN presence correlated positively with age as reported previously (Tesfaye
et al., 2005; Jurado et al., 2009; Tapp et al., 2003). Contrarily, DPN presence was not
related with either gender or time of evolution of T2DM (Table 4). The lack of correlation
between DPN presence and time of diabetes evolution falls in contradiction with previous
reports (Tesfaye et al., 2005; Jurado et al., 2009; Tapp et al.,, 2003) but, noteworthy, in
agreement with Sands et al. (1997) in T2DM. One likely explanation might be that the
onset of DPN in T2DM is often insidious and more subtle than in type 1 diabetics and,
more often than not, T2DM patients's diagnosis is delayed by several years. Moreover, the
natural history of both types of diabetes is different.

In Spain, during the period 2001-2008, the rate of non-traumatic amputations in T2DM
patients, instead of diminishing, has increased (OECD, 2009; Loépez-de-Andrés et al.,
2011), indicating the urgency of caring for and prevent foot injuries. The evidence shows
that it is possible to reduce the number of amputations (Vamos et al.,, 2010; Yesil et al.,
2009; Ikonen, Sund, Venermo, & Winell, 2010), by means of a correct diabetes service
organization and the control of different risk factors (Gorson & Ropper, 2006; Smith et al.,
2000; Tesfaye et al., 2005; UK Prospective Diabetes Study Group, 1998; Vinik et al., 2001).

DPN stands in a prominent position among the risk factors for amputation and also in
itself as a cause of suffering and expense (Holzer et al., 1998; Mayfield et al., 1998).

Despite the fact of being investigated by several new therapeutic modalities (Kamiya,
Zhang, & Sima, 2009; Obrosova et al., 2010; Price et al., 2006; Ropper et al., 2009;
Schemmel et al., 2010; Volarevic et al., 2010), the recognition of the difficulty in reversing
established DPN has focused efforts at slowing DPN's progtression (Tahrani, Askwith, &
Stevens, 2010).

DPN's eatly diagnosis (Tesfaye et al., 2010) and the detection of innovative risk markers
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(Cermenati et al., 2010; Cho, 2010; Kolla et al., 2009; Wu, Mata, & Fink, 2011; Ybarra, Pou,
Romeo, Mercé, & Jurado, 2010) allow for anticipating preventive care. Among these risk
and/or protective factors, related genetic (Burdon et al., 2006; Costacou et al., 2006; Jurado
et al,, 2000; Klemm & Paschke, 2000; Lee, Xiang, Brannagan, Chin, & Latov, 2010;
Papanas et al., 2007; Sivenius et al., 2004; Ito et al., 2002; Stephens et al., 2006; Suzuki et al.,
2004; Tian, Fang, Du, & Jia, 2011; Yamasaki et al., 2000) and epigenetic factors (Gaikwad,
Gupta, & Tikoo, 2010) are probably the ones that will enable the maximum advance.

The determination of the ACE gene polymorphisms poses economic and availability
problems to make its determinations similar to those raised in his day by the HbAlc and
the islet-cell antibodies determination as well as other procedures that are common today
in practice.

In the short term, biotechnology will provide microarrays and biochips for the detection of
SNPs with low-cost services. Then genetic testing will likely become an integral part of
health care.

The future of genetics in public health will likely include the development of genetic
testing, prevention services and health promotion, evaluation and monitoring of individuals
and families at risk, genetic counseling, and professional training in genetics, all within the
context of primary care settings.

The second aim of our study was to determine the incidence of DPN in our environment.
As shown, the cumulative incidence of DPN at 3 years was slightly higher than that
observed in subjects with type 1 diabetes (Tesfaye et al., 2005). To study the incidence of
DPN, monitoring was limited to 3years, but by design and size, the study has adequate
power and statistical significance. Moreover, taking into account diabetic neuropathy's
natural history, it is our intention to prolong the follow-up to 10years.

The design of the study is not flawed by information, monitoring, or selection bias, since
drop-outs were less than 7.5% and the resulting sample showed no significant age or
gender differences with the randomly selected cohort. Noteworthy, it is representative of
our general population with T2DM.

The assessment of DPN's incidence is difficult, among other reasons due to the lack of
unified diagnostic criteria, the low sensitivity to detect subtle forms of DPN, and few
cohort studies. In Spain, we have not seen studies on the incidence of DPN in type 2
diabetic patients, so this study also sets a precedent in this regard.

Internationally, few studies cite the incidence of DPN in T2DM. Both the UK Prospective
Diabetes Study Group (1998) (using a biotensiometer =25V) as well as the paper by
Costacou et al. (2000) used diagnostic criteria which we believe underestimate the presence
of DPN in T2DM. Otherwise, Sands et al. (1997) used diagnostic criteria which we believe
overestimate the presence of DPN in T2DM. The study by Tesfaye et al. (2005), which we
believe utilized the most appropriate criteria for DPN's diagnosis, found a cumulative
incidence of 23.5% in 7years for patients with type 1 diabetes. In our study, we observed a
slightly higher incidence, probably due to the special characteristics of the natural history of
TDM2.

In our series, DPN's categorical non-development can be significantly and independently
predicted by D/I allele of ACE gene polymorphisms and age. Accordingly, D/I allele ACE
gene polymorphisms appear as a key effector protector, displaying significant independent
correlations with diabetic neuropathy absence. Therefore, it could be used as a novel gene
marker for diabetic peripheral neuropathy risk development. Further prospec-tive studies
are warranted.
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RESUMEN

Antecedentes: Si bien diversos estudios sugieren una relacion entre la enfermedad
cardiovascular (ECV) y la neuropatia diabética periférica (PND), esta relacion se basa
principalmente en datos procedentes de estudios transversales de asociacion y centrados en

los factores de riesgo cardiovascular mas que en la presencia de ECV establecida. El
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objetivo fue evaluar la presencia de ECV como un factor predictor del desarrollo de PND

en una poblacién con diabetes mellitus tipo 2.

Métodos: Estudio prospectivo multicéntrico en atencién primaria de 10 afios de
seguimiento en una cohorte seleccionada al azar. La presencia ECV incluyé: accidente
cerebrovascular, enfermedad coronaria o isquemia periférica valorados a partir de la
historia clinica. El diagnoéstico de la PND se basé en el examen clinico neurolégico,

sintomas de neuropatia y estudios de conduccién nerviosa.

Resultados: De los trescientos diez (N=310) pacientes reclutados inicialmente, doscientos
sesenta y siete (N=267) fueron incluidos en el estudio. La incidencia acumulada de PND
fue del 18,3% (IC95: 14,1% -23,4%; N=49). El desarrollo de PND fue significativamente
mas frecuente en los participantes que presentaban enfermedad cardiovascular al inicio del
estudio (p = 0,01). En el analisis de regresion logistica final, la presencia de ECV al inicio
se mantuvo asociada a un mayor riesgo de PND (odds ratio 2,32; IC del 95%: 01.03 a

05.22), ademas de la duracion de la diabetes y los niveles de colesterol LDL.

Conclusiones: En nuestra serie de pacientes con diabetes mellitus tipo 2, la presencia de
ECV al inicio del estudio, se asocié a un mayor riesgo de desarrollar PND en los diez afios
de seguimiento. Nuestros resultados sugieren que las medidas orientadas a la prevencion,
control y tratamiento de la enfermedad cardiovascular, también pueden ayudar a prevenir
el desarrollo de DPN. Nuestro estudio aporta datos sobre la incidencia acumulada de

PND en una poblacién de nuestro medio tras un seguimiento a largo plazo (10 afios).

Palabras clave: neuropatia cardiaca autonémica, enfermedad cardiovascular, neuropatia

diabética periférica, LDL-colesterol, estudios prospectivos, diabetes mellitus tipo 2.
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ABSTRACT

Background: the relationship between cardiovascular disease (CVD) and diabetic
petipheral neuropathy (DPN) is mainly sustained by data retrieved from cross-sectional
studies focused on cardio-vascular risk factors. We aimed to assess the presence of CVD as
a risk factor for developing DPN in a type 2 diabetes mellitus population.

Methods: 10-year prospective primary care multicenter study in a randomly selected
cohort. CVD presence included stroke, coronary artery disease, and/or peripheral ischemia.
DPN diagnosis was based on clinical neurological examination as well as the Neuropathy
Symptoms Score and Nerve Conduction Studies.

Results: Three hundred and ten (N=310) patients were initially recruited. Two-hundred
and sixty seven (N=267) patients were included in the study. DPN cumulative incidence
was 18.3% (95CI: 14.1%-23.4%; N=49). DPN development was significantly more
frequent in participants presenting with CVD at baseline (P=0.01). In the final logistic
regression analysis, the presence of CVD remained associated with an increased risk for
DPN (Odds ratio 2.32, 95% C.I. 1.03-5.22) in addition to diabetes duration and LDL-

cholesterol levels.

Conclusions: In our series, type 2 diabetes mellitus patients with CVD at baseline present
with an increased risk of developing DPN at ten years of follow-up. Our results suggest
that measures aimed at the prevention, control and treatment of CVD, can also help
prevent DPN development.

Key words: cardiac autonomic neuropathy, cardiovascular disease, diabetic peripheral
neuropathy, LDL-cholesterol, prospective studies, type 2 diabetes mellitus.

INTRODUCTION

Diabetic peripheral neuropathy (DPN) is the most commonly reported long-term diabetic
complication, affecting up to 20%—40% of type 2 diabetic (T2DM) patients. Additionally,
DPN is a major contributory factor in patients affected by diabetic foot ulceration and is
responsible for up to 50%—75 % of non-traumatic foot amputations [1-3]. Furthermore,
DPN is closely related to other micro-angiopathic complications as well as with peripheral
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RESULTADOS GLOBALES

Estudio 1

Los niveles circulantes de TGFB1 fueron significativamente mds elevados en aquellas

personas con DM2 que presentaban PND (P <0,0005).

Tres parametros derivados del andlisis de regresion logistica [TGF@1 (OR = 7,5; P =0,0006),
edad (OR =1,1; P =0,005) y microalbuminuria (OR =2,0; P =0,016)] contribuyen de

manera significativa a la identificacién de la presencia de PND.

La curva ROC que integra los tres parimetros expresa una sensibilidad (78,1%), una
especificidad (76,0%), un valor predictivo positivo (79,2%) y un valor predictivo negativo

(70.3%) relevantes en relacion con la presencia de PND.

La prevalencia de PND fue de un 40.6%, sin diferencias significativas por sexo. En el
analisis de regresion logistica univariante, la PND mostré una relacion positiva con la edad,
duracién de la DM2, presencia de ECV, nefropatia diabética incipiente, retinopatia
diabética y TGFB1, y una relaciéon negativa con el colesterol total y el LDIL-colesterol. Se
observo una relacion significativa entre la PND y: sexo, IMC, circunferencia de la cintura,

hipertension arterial, glucosa en plasma, HbAlc, creatinina, colesterol HDL y triglicéridos.

Estudio 2

En la evaluacion al inicio del estudio, la presencia de PND se relacioné positivamente con
la edad (p =0,001), pero no con el sexo (p =0,4606) ni la duracion de la DM2 (p =0,555). La
presencia heterocigdtica (genotipo D/I) del polimorfismo del ACE se asocié de manera

independiente a un menor riesgo de desarrollar PND (RR, 0,51; I.C, 0,30-0,80).
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La incidencia acumulada de PND observada a los tres afios fue del 10,44% (I.C., 6,18 -

14,71).

En el analisis de regresion de Poisson final, la edad y la presencia de ECV se mantuvieron
asociados de forma independiente a un mayor riesgo de PND. La presencia del genotipo
heterocigoto (D/I) se mantuvo asociada de manera independientemente a un menor riesgo

de PND (RR, 0,71; (I.C.: 0,53-0,96).

Estudio 3

Un 17% de sujetos presentaba ECV al inicio del estudio. El desarrollo posterior de la PND
fue mas frecuente en el grupo que presentaba ECV al inicio del estudio (P =0,001). La

incidencia acumulada de PND a los 10 afios fue del 18.3% (1.C.: 14,1%-23,4%).

En el andlisis de regresion logistica final, ajustada por afios de duraciéon de la DM2 y el
LDL-colesterol, la presencia previa de ECV se mantuvo asociada a un mayor riesgo de
desarrollar PND (R.R., 2,32; I.C.: 1,03-5,22). Los sujetos que desarrollaron PND durante
el seguimiento habian presentado niveles mas elevados de colesterol total (P =0,014) y de
colesterol LDL (P =0,013). Los valores de HbAlc (P =0,9406) y triglicéridos (P =0,221) no

mostraron diferencias.

Objetivo especifico 4

Los tres estudios observaron una elevada prevalencia de PND (40,6% en el primero, 39,9%
en el total del segundo y 37,9% en el tercero). La incidencia acumulada observada en el

segundo estudio fue del 10.4% y en el tercero del 18.3%.
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DISCUSION

Estudio 1

Aunque algunos datos experimentales sugieren un papel del TGFB1 en la neuropatia
diabética experimental (Anjaneyulu, 2008), no nos consta que esta relacion (PND wvs.
TGEB1) se haya descrito previamente en entornos clinicos humanos. En nuestro estudio, el
TGFB1 aparece como una nueva molécula biomarcadora indirecta de la presencia clinica o

subclinica de la PND.

El hallazgo mas novedoso del estudio es la prediccion significativa del diagnéstico de PND
mediante tres factores independientes: los niveles de TGFB1, la nefropatia incipiente y la
edad, con una sensibilidad y una especificidad notables. En consecuencia, ademas de la
evidencia observada sobre el TGFB1 como una citoquina efectora clave en la nefropatia
diabética [89, 90], también podria ser considerado como una molécula biomarcadora

indirecta de la presencia de PND.

Estos resultados observados sobre el TGEFB-1 pueden considerarse un paso adelante en la
identificacién de moléculas biomarcadoras indirectas de la PND. No obstante deberan
confirmarse mediante posteriores estudios; como ha sido el caso con el NT-proBNP, en el
que recientemente se han observado resultados similares [91] a los obtenidos anteriormente

en nuestra linea de investigacion [62].

De confirmarse en estudios prospectivos, el TGFB-1, junto a otros biomarcadores, podria
contribuir a configurar modelos predictivos para el cribado precoz de la PND subclinica.
Aunque, para dicho objetivo, debera tenerse en cuenta el posible papel de marcador de

riesgo multiple (ECV, PND y la nefropatia), uno de los motivos por los que lo elegimos.
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Estudio 2

El hallazgo mas relevante observado en el estudio es el efecto protector del genotipo
heterocigoto (D/I) del gen del ACE en el desarrollo de PND. Tanto en la linea de base,
como a lo largo y al final del estudio, la presencia de PND se relacioné negativamente con

el genotipo heterocigoto (D/I) del ACE.

Aunque los resultados confirman los obtenidos en un estudio previo por nuestro grupo
[80], no concuerdan con los de un reciente metanalisis [92], que integra estudios de diversa
procedencia, y que observa el genotipo D/I como factor de tiesgo de desarrollar PND en
personas con DM2. Esa discordancia sugiere la necesidad de profundizar en el tema y

confirmar si nuestros resultados unicamente corresponden a nuestro contexto o poblacion.

Por otra parte, en personas con PND, se ha observado que el genotipo homocigotico D/D
presenta niveles plasmaticos del ACE dos veces mas altos que el genotipo homocigoto de
I/1 [93]. Inanir [94] sugiere que estos altos niveles plasmaticos de ACE causan dafio a los
nervios por jugar un papel en el desencadenamiento del estrés oxidativo, de mecanismos
proinflamatorios y dando lugar a resistencia a la insulina [29]. La medicién de la actividad
de la ACE en muestras de sangre podria contribuir a aclarar la relaciéon entre genotipo,

actividad de la ACE y desarrollo de PND en nuestra poblacion.

Estos resultados sugieren, de manera un tanto sorprendente, que el genotipo heterocigético
“D/I” podtia ser un factor protector del desarrollo de PND. Los genotipos heterocigéticos
raramente se consideran como un factor protector, sin embargo una presencia significativa
de combinaciones heterocigbticas, pero relacionada con otros genes, también se ha
observado asociada a una prevalencia reducida de neuropatia en la DM2 [95]. En nuestro
caso, la presencia del genotipo D/I podrtia asociarse a niveles plasméticos del ACE

equilibrados o adecuados, un aspecto que deberfa tenerse en cuenta en futuros estudios.
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En principio algunos aspectos de la informacion genética en relacioén con el desarrollo de la
PND, podrian considerarse entre los factores de riesgo/proteccién no modificables, como
por ejemplo el sexo y la edad. No obstante, los probables efectos epigenéticos de diferentes
factores ambientales podrian influir modulando su expresion fenotipica o, incluso,

establecer un efecto legado positivo.

Disponer de técnicas para determinar marcadores genéticos de riesgo de PND, en nuestro
caso los polimorfismos del ACE, presentarfan la posibilidad de actuar en estadios de riesgo

hasta ahora no contemplados o inabordables.

Indudablemente, los polimorfismos del gen del ACE conllevan problemas de coste y de
disponibilidad para su determinacioén, de manera similar a las que plantearon en su dia la
HbAlc, la determinacién de anticuerpos y otros procedimientos, hoy en dia usuales en la
practica. Sin embargo, a corto plazo, la biotecnologia permitira disponer de microarrays y
biochips para la deteccion de SNP's, con menor costo econémico y los tests genéticos

podran formar parte integral de los cuidados de salud.
Estudio 3

El estudio supone un enfoque pionero al contemplar la presencia previa de ECV como
factor de riesgo para el desarrollo de PND en un estudio prospectivo. A los diez afios de
seguimiento, la asociaciéon se mantuvo, ajustada por duraciéon de la DM2 y niveles de
colesterol LDL. Por lo tanto, la ECV podtia presentarse como marcador precoz de PND

en pacientes con DM2.

Algunos estudios prospectivos han observado relaciones entre los factores de riesgo
cardiovascular y el desarrollo de PND en la diabetes tipo 1 [30, 55, 96] y en la diabetes tipo
2127, 88, 97]. En el caso de la DM1, la presencia de ECV en linea base se ha asociado al

riesgo doble de neuropatia, independientemente de los factores de riesgo cardiovasculares
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[30]. Sin embargo, dichos resultados deben ser interpretados con cautela puesto que la
diabetes tipo 1 y la tipo 2 difieren en sus caracteristicas [98]. Si bien algunos estudios, como
el primero de esta tesis sugieren la asociaciéon entre PND y ECV, nuestra busqueda
bibliografica previa no habia identificado ningun estudio prospectivo que mostrase una
asociacion longitudinal entre ambas entidades nosoldgicas. Esa falta de pruebas impulsé la

realizacion de este estudio.

En personas de edad avanzada sin diabetes se observa una relacién entre la presencia de
factores de riesgo cardiovascular y la incidencia de neuropatia simétrica distal idiopatica
cronica [99]. Por lo tanto, si el desarrollo de la neuropatia en personas sin diabetes esta
asociado a factores de riesgo cardiovascular potencialmente modificables, el fondo
aterogénico/inflamatorio de la DM2 [56] podtia desempefiar un papel en esta relaciéon. La
asociacion entre la ECV previa y el desarrollo de PND puede ser parcialmente entendida
cuando se tienen en cuenta las pruebas sobre la relacion entre DM2 y los factores de riesgo

cardiovascular [27, 88, 97].

Posteriormente al inicio de nuestro estudio se han publicado resultados relacionados con
nuestra hipétesis. Un estudio casos controles -en personas sin diabetes- observé una
relacién entre varios tipos de ECV y el dafio axonal [100]. Otro estudio, con un
seguimiento a tres aflos, observo que los factores vasculares predicen la polineuropatia en
personas ancianas -sin diabetes- [99]. Otro estudio -en la DM1- observé que los factores de

riesgo cardiovascular predicen la disfuncion de fibras nerviosas largas [55].

No obstante, aparte de nuestro estudio, los datos disponibles son insuficientes para probar
asociaciones longitudinales entre la presencia de ECV y el desarrollo PND en la DM2. Por
lo que las comparaciones directas y rectas tendran que esperar por el momento. Por otra
parte, los resultados sugieren que las medidas encaminadas a la prevencion, control y
tratamiento de la ECV, también pueden ayudar a prevenir el desarrollo de PND.
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Obyetivo especifico 4

En Espafia no conocemos estudios comparables para contrastar nuestros resultados. Por
ejemplo, los estudios de Mundet [101] y Arrieta [102] -el primero de base poblacional-,
realizados en AP a partir de registros clinicos de PND, no incluyen criterios unificados o
adecuados en su diagnostico. A nivel internacional, como exponemos en la introduccion,
diferentes estudios utilizan criterios diagnosticos que, en nuestra opinion, infravaloran la
presencia de PND en la DM2 [28, 29]. Los estudios con criterios diagnosticos adecuados
son escasos, por ejemplo: el estudio de Tesfaye habfa observado una incidencia acumulada
a siete aflos de PND superior a la nuestra, pero en la DM1 [30]; por su parte, el estudio de
Perkins [103] responde a criterios estrictos para el diagnéstico de la PND. Este estudio,
con un seguimiento de 4 aflos, observo una incidencia también mds elevada que en
nuestros estudios, aunque se llevé a cabo en una muestra no seleccionada de manera

aleatoria y configurada por personas con DM1 y DM2.

Nuestros resultados, en muestras de personas con DM2 seleccionadas de manera aleatoria
y utilizando criterios diagnosticos robustos y sensibles, ajustados a las recomendaciones del
Consenso de San Antonio [19] y a los criterios del grupo de Toronto [26], presentan una
validez adecuada. Teniendo en cuenta las prevalencias iniciales, las incidencias acumuladas
observadas adquieren relevancia a la vez que permiten estimar unas elevadas prevalencias

finales de la PND en nuestro ambito.

Posibles limitaciones y fortalezas de los estudios
Estudio 1

Su disefio transversal, aunque permite generar hipétesis, no expresa una asociacion
epidemioldgica lineal. En la totalidad de la muestra la determinacion del TGEB-1 se llevé a

cabo por primera vez, utilizando valores puntuales en lugar de ponderados.
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Estudio 2

Teniendo en cuenta que la PND probablemente es una complicacién microangiopatica
multifactorial con un fondo poligénico, el estudio unicamente incluy6 el polimorfismo del
ACE. Por lo tanto, no permite llevar a cabo un analisis de asociacion y mapas de alta
densidad de SNPs (single nucleotide polymorphisms), que habrfa requerido una muestra

muy amplia y aumentar el presupuesto.
Estudio 3

No se evalu6 la neuropatia autonémica cardiaca ya que el objetivo del estudio fue analizar
la presencia de ECV y el desarrollo de PND. Ademas, a nivel de nuestra AP, la evaluacién
precisa y homogénea de las formas pre-clinicas de neuropatia autonémica cardiaca es una

tarea dificil de realizar.

Las diferentes formas clinicas de la ECV (infarto de miocardio, angina de angor, accidente
cerebrovascular, enfermedad vascular periférica, etc.) no se analizaron de manera aislada
debido a la concurrencia en su presentacion y a que su estudio habria requerido una
muestra de poblacion mucho mayor. Sin embargo, diferentes estudios transversales han

relacionado cada una de ellas con la presentacion de PND [83].

Algunas variables independientes de caracter continuo, como por ejemplo la HbAlc y
subfracciones de colesterol, no se incluyeron en el andlisis debido a su variabilidad, y a la
oportunidad y la influencia concomitante de los diferentes tipos de medicamentos que se
usan para el control metabdlico y lipidico de la DMT2 (tratamientos que también siguieron

variando durante el estudio).
1 zmitaciones comunes de los tres estudios

Para diagnosticar la PND no se efectuaron pruebas de biopsia nerviosa ni de exploracién

funcional cardiovascular autonémica (CAF) por limitaciones logisticas y técnicas; pero si
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pruebas de electrodiagnostico (electromiografia sensitiva y motora), aceptadas como la

herramienta mas sensible para el diagnéstico de la PND.

No se utilizaron las escalas completas del NSS (Newropathy Symptom Score), NIS (Neuropathy
Impairment Score) ni del NIP (Neuropathy Impairment Profile); desarrolladas para diagnosticar la
neuropatia en general pero no para la PND especificamente. Son adecuadas para el
seguimiento de los pacientes, pero son muy extensas y pueden presentar dificultades de

aplicacion en la AP.
Puntos fuertes de los estudios

Las muestras finales, con pérdidas acumuladas inferiores a las previstas, no presentaron
diferencias significativas por edad y sexo con las seleccionadas inicialmente y fueron

representativas de nuestra poblacion general con DM2.

Los tres estudios se han llevado a cabo en AP que, por su capacidad, proximidad al
paciente -que permite un mejor seguimiento- y por su papel esencial en la prevencion
secundaria de la PND, es el ambito natural donde debe demostrarse su efectividad en

condiciones reales de la practica clinica.

El disefio de los estudios minimizé al maximo los posibles sesgos de seleccion, exploracion
e informacién. Junto a la metodologia empleada en cada estudio, le confieren validez

interna y externa a los resultados.
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CONCLUSIONES

1. Los niveles circulantes de TGFB1 son mas elevados en personas con DM2 que
presentaban PND. El TGFB1, junto a la presencia de nefropatfa diabética incipiente y la
edad, pueden predecir el diagndstico categérico de PND. En consecuencia, el TGF1 no
s6lo aparece como una citoquina efectora clave en la nefropatia diabética, sino que también
podria ser considerado como una molécula biomarcadora indirecta de la presencia de

PND.

2. El genotipo heterocigético D/1 del gen del ACE indica proteccion ante la PND; predice
de manera significativa e independiente el no desarrollo categérico de la PND. Por lo tanto,
podtia considerarse como un novedoso marcador genético de riesgo de desarrollar PND.

No obstante, se deberfa investigar si estos resultados son aplicables en otros contextos.

3. A los diez afios de seguimiento, la presencia previa de ECV se identifica como un factor
de riesgo de desarrollar PND, incluso ajustado por duracion de la DM2 y niveles de
colesterol LDL. Por lo tanto, la ECV podria considerarse como un marcador precoz de la
PND en personas con DM2. Estos resultados sugieren que las medidas encaminadas a la
prevencion, control y tratamiento de la ECV, también pueden contribuir a prevenir el

desarrollo de la PND.

4. Los tres estudios aportan resultados orientados a identificar potenciales candidatos a
desarrollar PND, con la posibilidad de que dicha identificacién se lleve a cabo antes de sus
manifestaciones clinicas, lo cual permitirfa anticipar aun mas las medidas de prevencion

secundaria e intensificar las actuaciones sobre sus factores de riesgo.

5. El seguimiento de dos cohortes -una a 3 afos y otra a 10 afios- ha permitido determinar
la incidencia de la PND en nuestro medio, un dato que no habfamos observado hasta el
presente en Espana.
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