Clin Investig Arterioscler. 2020;32(1):1-7

Sociedad

Espariola de
Arteriosclerosis

CLNICA E INVESTIGACION EN

ARTERIOSCLEROSIS

www.elsevier.es/arterio

ORIGINAL
Fenotipo de la haptoglobina y presencia de §
enfermedad vascular subclinica: estudio poblacional i

Jose M. Mostaza®*, Olaya de Dios®, Carlos Lahoz?, Marta Arribas?,

Alicia Pérez Arroyo®, Miguel A. Salinero-Fort¢, Fernando Laguna?,

Eva Estirado?, Francisca Garcia-lglesias®, Teresa Gonzalez Alegre?,

Concesa Sabin¢, Silvia Lépez¢, Vanesa Sanchez?, Victor Cornejo®

y Carmen Garcés®, en representacién de los investigadores del estudio ESPREDIA

@ Unidad de Lipidos y Riesgo Cardiovascular, Servicio de Medicina Interna, Hospital Carlos Ill, Madrid, Espafa
b Laboratorio de Lipidos, 1IS-Fundacién Jiménez Diaz, UAM, Madrid, Espafia

¢ Gerencia Adjunta de Planificacién y Calidad Atencién Primaria, Servicio Madrilefio de Salud, Madrid, Espafia
4 Unidad de dia, Hospital Carlos Ill, Madrid, Espafia

Recibido el 5 de febrero de 2019; aceptado el 11 de marzo de 2019
Disponible en Internet el 17 de junio de 2019

PALABRAS CLAVE
Haptoglobina;
Fenotipo de
haptoglobina;

Grosor intima-media;
Placas carotideas;
Arteriosclerosis

Resumen

Introduccion y objetivos: La haptoglobina es una proteina implicada en la proteccion frente al
dafo oxidativo producido por el hierro de la hemoglobina. Esta proteina es polimoérfica, con
3 isomorfas prevalentes en la poblacion. Los portadores de la isoforma Hp2-2 tienen una menor
capacidad antioxidante, y en la poblacion con diabetes, un mayor riesgo de enfermedad vascular
subclinica y de complicaciones cardiovasculares. Nuestro objetivo fue evaluar si dicha isomorfa
se asocia con un mayor riesgo de arteriosclerosis carotidea en sujetos con y sin diabetes, libres
de enfermedad cardiovascular.

Pacientes y métodos: Estudio realizado en una poblacion de entre 45 y 74 afios de edad selec-
cionada aleatoriamente del area noroeste de Madrid. Los participantes fueron caracterizados
en cuanto a su estatus glucémico mediante una sobrecarga oral de glucosa y la determinacion
de la concentracion de Hb1Ac. A todos ellos se les determiné el fenotipo de la haptoglobina
mediante un ensayo inmunoenzimatico y la presencia de arteriosclerosis carotidea mediante
ecografia.

Resultados: De los 1.256 participantes incluidos en el presente analisis (edad media
61,6 £ 6anos, 41,8% varones), la distribucion de las isoformas de la haptoglobina fue la
siguiente: Hp1-1: 13,3%, Hp1-2: 48,5% y Hp2-2: 38,2%. En comparacion con los sujetos Hp1-
1y Hp1-2, aquellos con el fenotipo Hp2-2 tuvieron una mayor prevalencia de dislipemia (53,3%
vs 43%, p<0,0001) e hipertension arterial (39,2% vs 32,2%, p=0,012), y recibieron con mas
frecuencia tratamiento con estatinas (31,5% vs 21,6%, p <0,0001) y con antihipertensivos (38,4%
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Introduccion

vs 30,8%, p=0,006). Los portadores de la isoforma Hp2-2 tuvieron una mayor prevalencia de
placas carotideas (OR: 1,35; 1C95%: 1,07-1,69; p=0,011), sin diferencias en dicha prevalencia
en funcion del estatus glucémico. No existieron diferencias en el grosor intima-media entre
los diferentes fenotipos. La relacion del fenotipo Hp2-2 con la presencia de placas en carotida
fue independiente de la edad, del sexo, de la presencia de factores de riesgo (dislipemia,
hipertension y diabetes), de la concentracion de colesterol LDL, proteina C reactiva y acido
Urico, de la presion arterial y del tratamiento con estatinas y antihipertensivos (OR: 1,31;
1C95%: 1,01-1,70; p=0,044).

Conclusion: Los sujetos con el fenotipo Hp2-2 de la haptoglobina tienen una mayor prevalencia
de arteriosclerosis carotidea, que es independiente de la presencia de otros factores de riesgo
cardiovascular y de su estatus glucémico.

© 2019 Sociedad Espanola de Arteriosclerosis. Publicado por Elsevier Espana, S.L.U. Todos los
derechos reservados.

Phenotype of haptoglobin and presence of subclinical vascular disease: Population
study

Abstract

Introduction and objectives: Haptoglobin is a protein involved in the protection against oxi-
dative damage caused by iron in haemoglobin. This protein is polymorphic, with 3 isomorphs
prevalent in the population. The carriers of the Hp2-2 isoform have a lower antioxidant capacity
and, in the population with diabetes, an increased risk of subclinical vascular disease and car-
diovascular complications. The objective of this study was to evaluate whether this isomorphy
is associated with an increased risk of carotid arteriosclerosis in subjects with and without
diabetes, and free of cardiovascular disease.

Patients and methods: A study was conducted in a population between 45 and 74 years of age,
randomly selected from the northwest area of Madrid. The participants were characterised in
terms of their glycaemic status by oral glucose overload and the determination of the concen-
tration of Hb1Ac. The haptoglobin phenotypes in all of them were determined by means of an
immunoenzymatic assay, and the presence of carotid arteriosclerosis by ultrasound.

Results: Of the 1,256 participants included in the present analysis (mean age 61.6 & 6 years,
41.8% males), the distribution of the isoforms of haptoglobin was as follows: Hp1-1: 13.3%,
Hp1-2: 48.5%, and Hp2-2: 38.2%. In comparison with subjects Hp1-1 and Hp1-2, those with the
Hp2-2 phenotype had a higher prevalence of dyslipidaemia (53.3% vs 43%; P<.0001) and arte-
rial hypertension (39.2% vs. 32.2%, P=.012), and they more frequently received treatment with
statins (31.5% vs 21.6%, P<.0001), and with antihypertensive agents (38.4% vs 30.8%, P=.006).
The carriers of the Hp2-2 isoform had a higher prevalence of carotid plaques (OR: 1.35, 95%Cl:
1.07-1.69, P=.011), with no differences in that prevalence as regards the glycaemic status.
There were no differences in the intima-media thickness between the different phenotypes.
The relationship of the Hp2-2 phenotype with the presence of plaques in the carotid was inde-
pendent of age, gender, presence of risk factors (dyslipidaemia, hypertension and diabetes),
the concentration of LDL-cholesterol, C-reactive protein and uric acid, blood pressure, and
treatment with statins, and hypertensive drugs (OR: 1.31, 95%Cl 1.01-1.70, P=.044).
Conclusion: Subjects with the Hp2-2 phenotype of haptoglobin have a higher prevalence of caro-
tid arteriosclerosis, which is independent of the presence of other cardiovascular risk factors
and their glycaemic status.

© 2019 Sociedad Espanola de Arteriosclerosis. Published by Elsevier Espana, S.L.U. All rights
reserved.

mediada por el CD163". La haptoglobina, de esta forma,
evita el potencial dano oxidativo del hierro contenido en la

La haptoglobina es una glucoproteina cuya funcion biologica molécula de hemoglobina'. En ausencia de este mecanismo
principal radica en su unién no covalente a la hemoglobina de aclaramiento, la hemoglobina favorece la produccion de
libre para formar un complejo que sera posteriormente acla- radicales libres y, de forma subsiguiente, la oxidacion del
rado por el sistema reticuloendotelial a través de endocitosis colesterol LDL, un mecanismo temprano en el desarrollo de
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arteriosclerosis?. Del mismo modo, favorece la oxidacion
del colesterolHDL, lo que conduce a la creacion de HDL
disfuncionantes®. La haptoglobina puede también unirse a la
apolipoproteina A1 en el mismo lugar de union de la enzima
LCAT#, lo que reduce la actividad de la enzima, alterando
el transporte reveso de colesterol e impidiendo la normal
maduracion de las particulas de HDL.

El gen de la haptoglobina se localiza en el brazo largo del
cromosoma 16 y es polimorfico, con dos alelos codominan-
tes, Hp1y Hp2, cuyos productos dan lugar a tres isoformas,
Hp1-1, Hp1-2 y Hp2-2, con frecuencias del 16, del 48 y del
36%, respectivamente®.

Los sujetos Hp2-2 tienen una menor capacidad antioxi-
dante que los portadores de Hp1. Ello se debe a que disponen
de una menor concentracion plasmatica de haptoglobina,
a que su haptoglobina presenta una menor afinidad por la
hemoglobina, y a que el aclaramiento plasmatico del com-
plejo Hp-hemoglobina esta enlentecido®. Este hecho es mas
evidente en los pacientes con diabetes, los cuales estan
sometidos a un mayor estrés oxidativo. Ademas, en esta
poblacion, los homocigotos Hp2-2 tienen una expresion de
CD163 reducida y presentan dificultades en la transferen-
cia del heme hacia la haptoglobina como consecuencia de
la glucacion de la hemoglobina®.

Estas alteraciones tienen una traduccion en la clinica.
Diversos estudios han demostrado que los sujetos Hp2-2 tie-
nen un mayor riesgo de complicaciones cardiovasculares,
especialmente la poblacion diabética'. Sin embargo, son
escasos los estudios que han evaluado si dicho genotipo se
asocia con un mayor riesgo de enfermedad vascular subcli-
nica, y han sido realizados preferentemente en poblacion
diabética’”.

Nuestro estudio evallia la presencia de enfermedad caro-
tidea subclinica en relacion con el fenotipo de haptoglobina
en sujetos libres de enfermedad cardiovascular, con y sin
diabetes, seleccionados aleatoriamente de una poblacion
espanola.

Pacientes y métodos

El estudio Screening PRE-diabetes and type 2 DIAbe-
tes (SPREDIA-2) es un estudio poblacional prospectivo de
cohortes realizado en la Comunidad de Madrid. Las caracte-
risticas de este estudio y de la poblacion seleccionada han
sido previamente publicadas'®. En resumen, se incluyeron
1.592 sujetos de entre 45 y 74anos seleccionados aleato-
riamente de la poblacion del area noroeste de Madrid. Los
participantes fueron citados en ayunas para la realizacion de
analitica, una sobrecarga oral con 75 g de glucosa, medidas
antropométricas y la realizacion de una ecografia caroti-
dea. Del total de participantes, 1.256 no tenian enfermedad
cardiovascular en el momento de su inclusion, disponian de
una ecografia carotidea, y en ellos pudo determinarse el
fenotipo de la haptoglobina, siendo incluidos en el presente
analisis.

El diagndstico de prediabetes y diabetes se realizo de
acuerdo a los criterios de la ADA''. La prediabetes fue
definida como no tener diabetes pero tener una glucosa
basal entre 100 y 125mg/dl (glucosa basal alterada) o una
concentracion de A1C de entre el 5,7 y el 6,4%, o una gluce-
mia a las 2 h de la SOG de entre 140 a 199 mg/dl (intolerancia

a la glucosa). La diabetes se defini6 como un diagndstico
previo de diabetes, recibir tratamiento con farmacos anti-
diabéticos o tener una glucemia basal >126 mg/dl o una
concentracion de A1C > 6,5% o una glucemia a las 2h de la
SOG >200mg/dl. Los sujetos sin glucosa basal alterada, sin
intolerancia a la glucosa y con una A1C <5,7% se considera-
ron normoglucémicos.

El fenotipo de haptoglobina (Hp1-1, Hp2-1 y Hp2-2) se
determind de forma cualitativa mediante un ensayo inmu-
noenzimatico (VIT-A710-01M Haptotipo, Vitro S.A.)'?, de
acuerdo al protocolo establecido por la casa comercial. El
ensayo presento una precision intraensayo e interensayo del
1,8 y del 10,6%, respectivamente.

Se realizd un eco-doppler de ambas carétidas con una
sonda de 7,5mHz (Sonosite Micromaxx Ultrasound, Sono-
site Inc, Bothell, Wash, EE.UU.). Se explor¢ bilateralmente
la presencia de placas en toda la extension de la carétida
comun, bulbo carotideo y carétidas interna y externa. La
existencia de placas carotideas se defini6 como un engrosa-
miento focal > 1,5 mm o un engrosamiento > 50% del valor del
grosor intima-media (GIM) circundante’?. Se obtuvieron ima-
genes de la pared distal de la arteria carétida comin, 1cm
previo a la bifurcacion, en tres angulos de vision distintos. EL
GIM se obtuvo mediante un software automatico (Sonosite,
Sonocalc IMT Software, Sonosite Inc, Bothell, Wash, EE.UU.)
como la media del grosor medio y maximo medido en cada
uno de los seis segmentos (tres angulos distintos en lado
derecho e izquierdo).

Analisis estadistico

Las variables cuantitativas se presentan como media
y desviacion estandar. Las variables cualitativas, como
porcentajes. Las comparaciones entre las variables cuan-
titativas se realizaron mediante t test, y las de las
cualitativas, mediante el test de la chi cuadrado. Se realizd
un analisis de regresion logistica con método «entrar» para
evaluar la relacién independiente del fenotipo de la hapto-
globina con la presencia de placas carotideas. Se incluyeron
en el modelo las variables con p < 0,10 en el analisis bivariado
y las clinicamente relevantes, intentando evitar sobreajus-
tes. La magnitud de las asociaciones se expres6 como OR
e 1C95%. Los datos fueron analizados mediante SPSS para
Windows, version 9.0; IBM Corp, Armonk, New York, EE.UU.

Consideraciones éticas

El estudio fue aprobado por el Comité Etico de Investigacion
Clinica del Hospital Carlos Il de Madrid, cumpliendo con la
Declaracion de Helsinki y las guias internacionales de estu-
dios epidemiologicos (Ginebra, 1991).Todos los participantes
firmaron un consentimiento informado.

Resultados

Un total de 1.256 sujetos fueron incluidos en el analisis.
La prevalencia de los fenotipos Hp1-1, Hp1-2 y Hp2-2 fue
del 13,3% (n=167), del 48,5% (n=609) y del 38,2% (n=480).
Dado que el riesgo de complicaciones cardiovasculares se ha
asociado con el fenotipo Hp2-2, los sujetos con los fenotipos
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Tabla 1 Caracteristicas de la poblacion sin enfermedad cardiovascular conocida en funcion del fenotipo de haptoglobina
Total Hp1-1y Hp1-2 Hp2-2 p
n=1.256 n=776 (61,8%) n=480 (38,2%)
Sexo (% varones) 41,8 41,6 42 1 0,873
Edad (anos) 61,6+5,8 61,5+5,9 61,7+5,9 0,558
Fumador activo (%) 16,4 15,6 17,7 0,330
Diabetes (%) 15,4 14,7 16,7 0,346
HTA (%) 34,9 32,2 39,2 0,012
Dislipemia (%) 46,9 43,0 53,3 <0,0001
Tratamiento antihipertensivo (%) 33,7 30,8 38,4 0,006
Tratamiento con estatinas (%) 25,4 21,6 31,5 <0,0001
IRC (%) 1,0 0,6 1,5 0,150
GIM medio (mm) 0,7204-0,123 0,720+0,122 0,7194+0,123 0,863
GIM maximo (mm) 0,861+0,155 0,861+0,150 0,861+0,160 0,889
Pacientes con placas (%) 45,2 42,4 49,8 0,011

Tabla 2 Valores bioquimicos y antropométricos en 1.256 participantes sin enfermedad cardiovascular conocida en funcion del

fenotipo de la haptoglobina

Total Hp1-1y Hp1-2 Hp2-2 p

n=1.256 n=776 (61,8%) n =480 (38,2%)
Glucosa (mg/dl) 105+ 19 104 +£17 106 +20 0,068
Hb1Ac (%) 5,8+0,6 5,7+0,5 5,8+0,6 0,201
Colesterol total (mg/dl) 209 +37 209+ 35 208 + 39 0,697
Colesterol LDL (mg/dl) 134+33 134+32 133+ 34 0,543
Colesterol HDL (mg/dl) 55415 54+ 15 55415 0,751
Triglicéridos (mg/dl) 103 +£ 66 102+70 103 +£58 0,826
Acido Grico (mg/dl) 5,2+1,3 5,2+1,3 5,3+1,2 0,099
Proteina C reactiva 5,2+6,4 5,4+6,8 4,8+5,6 0,081
indice de masa corporal (kg/m?) 28,3+4,7 28,3+4,7 28,4+4,7 0,609
Perimetro cintura (cm) 95+12 95+12 95 +12 0,390
Presion arterial sistolica (mmHg) 125+17 124 +17 126 +17 0,111
Presion arterial diastdlica (mmHg) 77 +£10 77 +10 78 +10 0,188

Hp1-1y Hp1-2 fueron agrupados para los calculos estadisti-
Cos.

Las caracteristicas de la poblacién de acuerdo al feno-
tipo de haptoglobina pueden verse en las tablas 1y 2. Los
sujetos con el fenotipo Hp2-2 tenian una mayor prevalen-
cia de dislipemia e hipertension autorreferidas. A su vez
recibian con mas frecuencia tratamiento antihipertensivo e
hipolipemiante.

Los sujetos con el fenotipo Hp2-2 tuvieron una mayor pre-
valencia de placas carotideas (OR: 1,35; 1C95%: 1,07-1,69;
p=0,011), sin que se observaran diferencias en el GIM de
carotida comdn entre los grupos. La proporcion de pacientes
con placas en funcion de su estatus glucémico puede verse
en la figura 1. Los OR para la presencia de placas fue similar
en los pacientes con y sin diabetes (OR: 1,60; 1C95%: 0,84-
3,06; p=0,151 en diabéticos, y OR: 1,30; IC95%: 1,01-1,67;
p =0,044 en no-diabéticos).

Para establecer si la asociacion entre el fenotipo de
la haptoglobina y la presencia de placas carotideas era
independiente de los factores de riesgo cardiovascular, rea-
lizamos un analisis de regresion logistica ajustando por
factores clinicamente relevantes (edad, sexo, presencia
de diabetes) y por factores asociados con el fenotipo

de haptoglobina (antecedentes de dislipemia, anteceden-
tes de hipertension arterial, tratamiento con estatinas,
tratamiento antihipertensivo, presion arterial sistolica y
concentracion de acido Urico, PCRy colesterol LDL), mante-
niéndose la relacion (OR: 1,31; 1C95%: 1,01-1,70, p=0,044).

Discusion

Nuestros resultados demuestran que los sujetos con el feno-
tipo Hp2-2 de la haptoglobina tienen una mayor prevalencia
de arteriosclerosis carotidea que los sujetos Hp1-1y Hp1-2.
Estos sujetos también tienen una mayor prevalencia autorre-
ferida de dislipemia e hipertension y, de forma paralela, un
mayor uso de estatinas y de antihipertensivos. Sin embargo,
la asociacion entre fenotipo Hp2-2 y la presencia de pla-
cas en carotida fue independiente de la dislipemia y de la
hipertension, como se demostré en el analisis multivariante.

Diversos estudios han demostrado que la tasa de compli-
caciones cardiovasculares es mayor en los sujetos Hp2-2.
Si bien este hecho se ha asociado mayoritariamente a
las poblaciones con diabetes, también ha sido observado
en poblacion general'*'>. A pesar de ello, no todos los
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Figura 1

estudios son coincidentes, dado que en alguno de ellos no
se ha encontrado esta relacion'®, y en otros los resultados
difieren entre pacientes con y sin diabetes, sugiriendo que
los sujetos diabéticos portadores del genotipo Hp2-2 pudie-
ran tener menos enfermedad cardiovascular frente a una
mayor prevalencia en los sujetos H2-2 sin diabetes’’.

La asociacion entre el fenotipo de la haptoglobina y
la presencia de enfermedad carotidea subclinica ha sido
evaluada en un nimero muy pequefo de estudios y mayori-
tariamente en poblaciones con diabetes, generalmente con
un limitado tamano muestral. En un estudio realizado en
mujeres de 64 anos las portadoras del genotipo Hp2-2 tuvie-
ron una mayor prevalencia de placas carotideas y un mayor
GIM en bulbo carotideo, sin observarse diferencias en el
GIM de carétida com(n®. Estas asociaciones, sin embargo,
solo se observaron en las mujeres con diabetes de largo
tiempo de evolucién. El fenotipo de haptoglobina no influyd
en la arteriosclerosis carotidea en las participantes sin dia-
betes o en aquellas con diabetes de reciente diagndstico®.
En otros estudios se ha demostrado que los sujetos con dia-
betes y un fenotipo Hp2-2 tienen también un mayor GIM que
los sujetos con un alelo Hp17-?. Nuestros datos extienden
la asociacién entre fenotipo Hp2-2 y enfermedad carotidea
subclinica al demostrar que esta presente tanto en pacien-
tes con y sin diabetes y que es independiente del estatus
glucémico.

Nuestros datos también indican una asociacion entre la
presencia de dislipemia referida por el propio paciente,
el tratamiento con estatinas y el fenotipo Hp2-2. La rela-
cion entre Hp2-2 y los niveles de colesterol apenas ha
sido explorada, si bien algunos estudios epidemioldgicos
de gran tamafno han observado también que el alelo Hp2
se asocia con mayores niveles de colesterol total y de
colesterol LDL'®"°. No todos los estudios, sin embargo, han
encontrado estos hallazgos, quiza porque la mayoria de ellos
estan realizados en personas con diabetes, muchas de ellas
ya en tratamiento con estatinas independientemente de
sus niveles de colesterol. La haptoglobina puede interferir
en el metabolismo lipoproteico al unirse a la apolipopro-
teinaE?° y evitar su oxidacion?'. La oxidacion de la apoE
dificulta el aclaramiento lipidico??. La mayor afinidad de la

Prevalencia de placas carotideas segln el estatus glucémico y el fenotipo de haptoglobina.

Hp1 para unirse a la apoE y evitar su oxidacion favorece-
ria que estos sujetos tuvieran una menor concentracion de
colesterol plasmatico.

Del mismo modo, nuestros datos indican que los suje-
tos con un fenotipo Hp2-2 tienen una mayor prevalencia
autorreferida de hipertension y reciben con mas frecuen-
cia tratamiento antihipertensivo. De nuevo no existen datos
al respecto en la literatura, si bien algun estudio ha
demostrado que estos pacientes tienen mas complicaciones
derivadas de la hipertension y formas de hipertension mas
resistentes al tratamiento?®24,

En cualquier caso, la mayor prevalencia de placas caro-
tideas se ha demostrado independiente de la presencia
de dislipemia o hipertension y de los tratamientos para
estos factores de riesgo. Se ha postulado que la arterios-
clerosis de estos pacientes deriva de la mayor oxidacion
de las particulas de LDL y de alteraciones en el metabo-
lismo de las HDL. De hecho, varios estudios de intervencion
han demostrado que el tratamiento antioxidante con vita-
minaE en pacientes con diabetes se asocia con un menor
riesgo de complicaciones cardiovasculares®. Son necesa-
rios, sin embargo, estudios con un mayor tamano muestral
que demuestren que el fenotipo Hp2-2 se asocia con
un mayor riesgo de complicaciones cardiovasculares futu-
ras, y que su determinaciéon mejora la prediccion del
riesgo obtenida a partir de los factores de riesgo clasi-
Cos.

Nuestro estudio tiene limitaciones provenientes de su
disefo transversal, que impide realizar inferencias sobre
causalidad. Sin embargo, tiene un amplio tamafo muestral,
los participantes han sido seleccionados aleatoriamente de
la poblacion y la determinacion del fenotipo de haptoglo-
bina se realizo sin conocer la situacion de la arteriosclerosis
carotidea.

En resumen, la poblacion con un fenotipo Hp2-2 de la
haptoglobina tiene una mayor prevalencia de dislipemia y
de hipertension arterial, y reciben con mayor frecuencia
tratamiento con estatinas y con antihipertensivos. Estos
sujetos tienen también una mayor prevalencia de placas
carotideas, independiente de los factores de riesgo referi-
dos.
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