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Genotipificacion de haptoglobina como factor de riesgo
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Haptoglobin genotyping as a cardiovascular risk factor in diabetic patients at Hospital Clinico Viedma
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Resumen

Objetivo: en pacientes con diabetes mellitus el genotipo de haptoglobina es considerado un factor de riesgo para la aparicion de una
cardiopatia, se ha reportado que en diabéticos el genotipo Hp 2-2 genera un riesgo cinco veces mayor de presentar una enfermedad
cardiovascular comparado con pacientes diabéticos con otro genotipo. Este estudio tiene como objetivo la determinacion del
genotipo de haptoglobina en pacientes diabéticos que acuden al laboratorio el Hospital Clinico Viedma de noviembre de 2018 a enero
de 2019. Métodos: se analizaron 76 sueros de pacientes diabéticos en ayunas y que contaban con una solicitud de perfil lipidico. Para
la determinacién de los tres genotipos de haptoglobina se usé un kit comercial de enzimoinmunoanalisis (ELISA Hp-Epitope); para
la determinacion de la glicemia y el perfil lipidico se us6 el método enzimatico. Resultados: del total de la poblacién estudiada de
pacientes diabéticos un 12 % presenta el genotipo Hp 2-2 en aquellos pacientes no controlados, los valores de glicemia (201 mg/dl)
son estadisticamente significativas en relacion con los otros dos genotipos. También estos pacientes diabéticos no controlados con
genotipo Hp 2-2 presentan niveles de colesterol, LDL, VLDL y triglicéridos significativamente elevados en relacién con los otros dos
genotipos. Conclusiones: nuestros resultados coinciden con estudios previos el cual sefialan que pacientes diabéticos que poseen el
genotipo Hp 2-2 tiene mayor riesgo a sufrir una enfermedad cardiovascular en comparacién con los otros 2 genotipos.
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Abstract

Objective: in patients with diabetes mellitus, the haptoglobin genotype is considered a risk factor for the onset of heart disease. It has
been reported that in diabetics, the Hp 2-2 genotype generates a five-fold greater risk of developing cardiovascular disease compared
to diabetic patients with another genotype. This study aims to determine the haptoglobin genotype in diabetic patients who come to
the Viedma Clinical Hospital laboratory from November 2018 to January 2019. Methods: 76 sera from fasting diabetic patients with
a lipid profile request were analyzed. For the determination of the three haptoglobin genotypes, a commercial enzyme immunoassay
kit (Hp-Epitope ELISA) was used; The enzymatic method was used to determine glycemia and lipid profile. Results: of the total studied
population of diabetic patients, 12% have the Hp 2-2 genotype. In those uncontrolled patients, the glycemia values (201 mg/dl) are
statistically significant in relation to the other two genotypes. These uncontrolled diabetic patients with the Hp 2-2 genotype also have
significantly elevated levels of cholesterol, LDL, VLDL and triglycerides in relation to the other two genotypes. Conclusions: our results
coincide with previous studies which indicate that diabetic patients who have the Hp 2-2 genotype have a greater risk of suffering from
cardiovascular disease compared to the other 2 genotypes.
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Las cardiopatias son causas de morbilidad y mortalidad
en pacientes con Diabetes Mellitus (DM), multiples
estudios sugieren que el Polimorfismo de la Haptoglobina
(Hp) es un factor de riesgo para tener una cardiopatia, por
ende, constituye un predictor independiente de riesgo
cardiovascular en pacientes con DM tipo 1 y tipo 2% En
pacientes con DM la presencia del genotipo de Hp debe ser
considerado como un factor de riesgo para la presencia de
una enfermedad cardiovascular (ECV), se ha reportado que
en pacientes con DM el genotipo Hp 2-2 genera un riesgo
cinco veces mayor de presentar una ECV en comparacién
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con pacientes diabéticos que presentan el genotipo Hp 1-1
y un riesgo tres veces mayor en comparacion con pacientes
diabéticos que presentan el genotipo Hp 2-1°. La DM es
una alteracion metabdlica caracterizada por la presencia de
hiperglucemia debido a un defecto en la secrecién y/o accién
de la insulina*’. Los valores de lipidograma pueden predecir
el peligro de sufrir un ataque cardiaco u otro padecimiento
cardiaco. Las ECV constituyen uno de las principales causas
de mortalidad en todo el mundo, anualmente fallecen
mds individuos por cardiopatias que por otra enfermedad
créonica®. La Hp es una proteina de fase aguda que cumple
una funcién transportadora de la hemoglobina (Hb) libre
hasta el sistema reticulo endotelial donde serd degradada.
Esta proteina tiene un polimorfismo hereditario, se conocen
tres fenotipos Hp 1-1, Hp 2-1 y Hp 2-2%. Multiples estudios
clinicos sugieren que el polimorfismo de la Hp es una causa
de riesgo para la aparicion de una ECV y por lo tanto es un
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predictor independiente de los resultados cardiovasculares
en estos pacientes'. La evidencia sugiere que el genotipo Hp
2-2 esta asociado a un riesgo mayor a sufrir una ECV en
pacientes con DM tipo 1y tipo 2'. En el estudio del corazén
fuerte, aquellos pacientes con DM y que presentaban el
genotipo Hp 2-2 tuvieron cinco veces mas riesgo de cursar
una ECV en comparacion con aquellos que presentaban el
genotipo Hpl-1'.

Esta investigacion tiene como objetivo la determinacion de
los tres genotipos de haptoglobina como un factor de riesgo
cardiovascular que se presenta en los pacientes diabéticos
que acuden al laboratorio del Hospital Clinico Viedma de
noviembre 2018 a enero 2019.

Materiales y métodos

Esta investigacion de tipo descriptivo y observacional, se
realiz6 entre noviembre 2018 a enero 2019 en la ciudad de
Cochabamba, Bolivia, aceptado por el Comité de Etica e
Investigacion del HCV y por la Universidad Auténoma Juan
Misael Saracho. Esta investigacion incluyé a aquellos pacientes
diabéticos que tenian registrado la concentracion de glicemia,
colesterol, triglicéridos, HDL, LDL y VLDL. También
se incluyd a pacientes con registro de edad y sexo, y que
fueron atendidos de noviembre 2018 hasta enero 2019 en el
laboratorio del HCV, los criterios de rechazo fueron pacientes
sin registro de edad y sexo; sueros de pacientes hemolizados;
pacientes sin valores en la concentracion de los diferentes
metabolitos analizados, asi como pacientes registrados en un
periodo distinto al del estudio.

El estudio incluyo 76 sueros de pacientes diabéticos que
satisficieron los criterios de inclusién; estos sueros fueron
recolectados por el mismo personal técnico del laboratorio
de la Institucién. En la toma de muestra de la sangre entera
se utilizé técnicas de venopuncion, posteriormente se llevo a

Figura 1.Clasificacion de los diferentes tipos de haptoglobina
de acuerdo a sus absorbancias en pacientes diabéticos.
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centrifugacion a 2500 r.p.m. durante 5 minutos hasta obtener
el suero, luego se realizo la determinacion de la concentracion
de glicemia, colesterol, LDL vy triglicéridos a través del
procedimiento colorimétrico enzimatico, la determinacion
del HDL-colesterol se realizo por precipitacién selectiva.
Estas muestras fueron identificadas y almacenadas de 2-8°C
durante un maximo de 48 horas o almacenadas a -20°C
hasta el procesamiento de la muestra para la determinacién
de los diferentes genotipos de Hp usando un kit comercial
de enzimoinmunoanalisis (ELISA Hp-Epitope, USA), la
interpretacion de los resultados se determind de acuerdo a las
especificaciones del fabricante del kit.

Se determind la absorbancia (O.D.) a 450 nm vy se registro,
la lectura no excedié los 30 minutos después de detener
la reaccién cromogénica. El calculo de corte se determind
multiplicando el O.D. obtenido por un factor de 0,6
especificado en el kit.

La interpretacion de resultados se realizé mediante la gama
O.D. y el tipo de Hp en la muestra se determiné usando los
siguientes valores de referencia (OD menor a 0.2 Hp 1-1, OD
0,2 y corte calculado Hp 2-1, OD con un corte mayor que el
calculado Hp 2-2).

El analisis estadistico se realizé utilizando ANOVA,
analisis de datos (Estadistica descriptiva, andlisis de varianza
de un factor)- Excel 2016 considerandose representativo una
estimacién de p < 0,05.

Resultados

Esta investigacion determino los diferentes genotipos de
Hp de acuerdo a sus absorbancias en pacientes diabéticos, los
resultados fueron los siguientes: Hp 1-1 absorbancia (0,02),
Hp 2-1 absorbancia (0,33), Hp 2-2 absorbancia (1,05); estos
resultados se muestran en la Figura 1. En cuanto a la relacién
entre la concentraciéon de glicemia y la frecuencia de los

Figura 2. Clasificacién de los diferentes tipos de haptoglobina
segun las concentraciones de glicemia en pacientes diabéticos.
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Figura 3. Clasificacion de los diferentes tipos de haptoglobina
segun las concentraciones de colesterol en pacientes
diabéticos.
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diferentes genotipos de Hp tenemos que en aquellos pacientes
diabéticos controlados el genotipo de Hp 1-1 (87 mg/dl +£10),
el genotipo Hp 2-1 (88 mg/dl +6) y el genotipo Hp 2-2 (89
mg/dl £3), en aquellos pacientes diabéticos no controlados el
genotipo Hp 1-1 (171 mg/dl £66), el genotipo Hp 2-1 (191
mg/dl +94) y el genotipo Hp 2-2 (201 mg/dl £107) (Tabla 1).

La relacién entre el nimero de pacientes y la frecuencia que
presentan los diferentes genotipos de Hp segun la edad (46 a
88 anos) y género (Femenino-Masculino) fue la siguiente: Hp
1-1 (65+7), Hp 2-1 (66+8), Hp 2-2 (66+9).

La clasificacién de los diferentes genotipos de Hp segun
las concentraciones de glicemia en pacientes diabéticos fue la
siguiente para Hp 1-1 *p=< 0,05, Hp 2-1 *p=<0,05, Hp 2-2
*p=<0,05 (Figura 2).

En cuanto a la concentraciéon de colesterol y la frecuencia
de los diferentes genotipos de Hp, en los pacientes diabéticos
controlados el genotipo Hp 1-1 (159 mg/dl +22), el genotipo
Hp 2-1 (178 mg/dl £45) y el genotipo Hp 2-2 (171 md/dl £19),
en aquellos pacientes diabéticos no controlados el genotipo
Hp 1-1 (237 mg/dl £36), el genotipo Hp 2-1 (232 mg/dl +16)
y el genotipo Hp 2-2 (292 mg/dl £30) (Tabla 2). Los diferentes

Figura 4. Clasificacion de los diferentes tipos de haptoglobina
segun las concentraciones de triglicérido en pacientes
diabéticos.
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genotipos de Hp segun las concentraciones de Colesterol en
pacientes diabéticos fue la siguiente: Hp 1-1 *p=< 0,05, Hp 2-1
*p=<0,05, Hp 2-2 *p=<0,05. (Figura 3).

La concentracion de HDL y frecuencia segun los diferentes
genotipos de Hp fue la siguiente, para los pacientes diabéticos
controlados: Hp 1-1 (35 mg/dl +3), Hp 2-1 (36 mg/dl £4),
Hp 2-2 (35 mg/dl +4) y para los pacientes diabéticos no
controlados fue Hp 1-1 (25 mg/dl £3), Hp 2-1 (26 mg/dl
+3), Hp 2-2 (23 mg/dl +3) (Tabla 3A). Para la fraccion del
LDL y frecuencia segtn los diferentes genotipos de Hp fue
la siguiente en pacientes diabéticos controlados: Hp 1-1
(115 mg/dl £17), Hp 2-1 (118 mg/dl £17), Hp 2-2 (109 mg/
dl £35) y en aquellos pacientes diabéticos no controlados Hp
1-1 (180 mg/dl +22), Hp 2-1 (184 mg/dl +58), Hp 2-2 (271
mg/dl £29) (Tabla 3 B). Por ultimo, para la concentracion de
VLDL y frecuencia segun los diferentes genotipos de Hp fue
la siguiente en aquellos pacientes diabéticos controlados: Hp
1-1 (23 mg/dl £7), Hp 2-1 (28 mg/dl +6), Hp 2-2 (28 mg/dl
16) y en aquellos pacientes diabéticos no controlados: Hp 1-1
(55 mg/dl £10), Hp 2-1 (67 mg/dl £38), Hp 2-2 (127 mg/dl
+69) (Tabla 3C).

Tabla 1. Concentracién de glicemia y frecuencia de los diferentes tipos de

haptoglobina.
Glicemia
Glicemia normal Glicemia no controlada

Numero Numero

Genotipo Media DS Frecuencia de Media DS Frecuencia de
pacientes pacientes

Hp1-1 87 +10 6% 5 171 +66 32% 24

Hp 2-1 88 +6 3% 2 191 +94 47% 36

Hp2-2 89 +3 3% 2 201 +107 9% 7

Fuente: base de datos
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Tabla 2. Concentracion de colesterol y la frecuencia de los diferentes genotipos de haptoglobina.

Colesterol normal

Genotipo

Hp1-1 159 £22 29% 22

Colesterol no controlada

237 +36 9% 7

Hp 2-2 171 19 9% 7 292 +30 2% 2
Fuente: base de datos
En cuanto a la relacion entre la concentracién de Discusion

triglicéridos y frecuencia segun los diferentes genotipos de Hp
fue la siguiente en aquellos pacientes diabéticos controlados:
Hp 1-1 (118 mg/dl +36), Hp 2-1 (143 mg/dl +£31), Hp 2-2 (140
mg/dl £30) y en pacientes diabéticos no controlados Hp 1-1
(275 mg/dl £50), Hp 2-1 (338 mg/dl +189), Hp 2-2 (635 mg/
dl +347) (Tabla 4).

En cuanto a la distribucién de los diferentes tipos de
Hp segun las concentraciones de triglicéridos en pacientes
diabéticos fue la siguiente: Hp 1-1*p=<0,05, Hp 2-1 *p=<0,05,
Hp 2-2 *p=<0,05. (Figura 4).

De acuerdo a diversos estudios epidemioldgicos
longitudinales el genotipo Hp 2-2 presente en pacientes
diabéticos esta estrechamente relacionado con el riesgo de
sufrir una ACV™®, en este estudio, el 12% de los pacientes
estudiados presento el genotipo Hp 2-2 y por lo tanto un alto
riesgo de sufrir una ACV, versus el genotipo Hp 2-1 que fue
el que se presentd en mayor frecuencia, un 50% del total de
nuestros pacientes estudiados.

La concentracién de glicemia en pacientes diabéticos
Hp 2-2 no controlados fue de 201 mg/dl +107, mientras

Tabla 3 A, By C. Concentraciéon de HDL, LDL, VLDL y frecuencia segun los diferentes

genotipos de haptoglobina.

HDL normal

Genotipo

HDL no controlada

84

Hp1-1 35 13 26% 20 25 13 12% 9

Hp2-2 35 +4 6% 5 23 +3 5% 4

LDL normal LDL no controlada

Genotipo

Hp 1-1 115 +17 30% 23 180 22+ 8% 6

Hp 2-2 109 435 9% 7 271 29+ 3% 2

VLDL normal VLDL no controlada

Genotipo

Hp1-1 23 +7 28% 21 55 £10 10% 8

Hp 2-2 28 +6 8% 6 127 +69 4% 3

Fuente: base de datos
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Tabla 4. Relacion entre la concentracion de triglicérido y frecuencia segtn los diferentes genotipos de haptoglobina.

Triglicérido
Triglicérido normal Triglicérido no controlada
Genotipo | Media DS  Frecuencia Num.ero = Media DS Frecuencia Num.ero de
pacientes pacientes
Hp 1-1 118 +36 28% 21 275 +50 1% 8
Hp2-1 143 +31 33% 25 338 £189 17% 13
Hp 2-2 140 +30 8% 6 635 +347 4% 3

Fuente: base de datos

que en los otros dos genotipos la concentracién fue menor
para Hp 2-1 fue de 191 mg/dl +94 y para Hp 1-1 fue de 171
mg/dl £66. Dalaan et al., reporto que en aquellos pacientes
con genotipo Hp 2-2 presentaban glicemias elevadas'. En
contraste en aquellos pacientes no diabéticos este complejo
Hp-Hb se absorbe a través de los osteoclastos por el receptor
CD 163*. Cuando la Hp es de genotipo 2-2, este CD 163
del osteoclasto actiia de forma insuficiente en consecuencia
se tiene una gran cantidad del complejo Hp-Hb, este
complejo oxida el HDL, de modo que impide que supervise
el transporte reverso del colesterol y por lo tanto disminuye
su funcién antioxidativa e interfiere de manera anormal en
los niveles de colesterol®. El 2% de pacientes con genotipo
Hp 2-2 presento un hipercolesterolemia marcada 292 mg/
dl £30, a diferencia de pacientes con el genotipo Hp 2-1 fue
de 232 mg/dl £16 y aquellos pacientes con genotipo Hp 1-1
fue de 237 mg/dl +36 en los cuales los niveles de colesterol
si se encuentran elevados, pero no significativamente como
en los pacientes con genotipo Hp 2-2, similares resultados ya
fueron reportados debido a que el transporte del colesterol
se encuentra afectado®. Al ser la fraccion HDL es un
controlador inverso de los niveles de colesterol, en pacientes
con el genotipo Hp 2-2 se reduce la funcién del HDL por lo
tanto reduce su funcidon antioxidante*. Este aumento de la
oxidacién de las lipoproteinas por los complejos Hp 2-2 /
Hb contribuye al desarrollo de complicaciones vasculares en
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