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RESUMEN .

En este trabajo, dos aspectos relacionados con la Lp{a) fueron
abordados: 1) La identificacién de los fenotipos de apola) y 2)
su asociacidén con las concentraciones de Lp(a} en la diabetes
mellitus tipo I. '

Las isoformas de la apolipoproteinala) se identificarxon en
plasma usando como zxreferencia 5 fenotipos zrxecombinantes de
ape(a) de 10 a 34 kxingles IV y mediante electroforesis en
gel discontinuc de acrilamida 3.75% / 6%. sequida de una
inmunotransferencia a papel de nitrocelulosa de alta afinidad y
su analisis por densitometria. Los resultados indican que el
uso del método descrito tiene una resolucidén de 1 a 2 kringles
IV, no se requiere de tratamientc previec de l1a muestra, el
tiempo para obtener los resultados se reduce en 50%. En 90% de
las muestras fue posible identificar al menos una isoforma. Con
este método se estudiarcon 25 pacientes con DM1, de 1 a 17 afos
de edad, & wun hermano sin diabetes y a ambos padres. Se
determinaron las concentraciones de: glucosa, microalbuminuria,
hemoglobina glucosilada, lipidos, lipoproteinas, apoproteinas A
Yy B, Lp{a) e isoformas de apo(a).

La mediana de Lp{a) en el DM1, en los hermancs, padres y
madres, fueron de B.3, 8.2, 4.2 v 9.3 mg/dL respectivamente (p
N3) . La prevalencia de Lp({a} mayor de 30 mg/dL, fue igual en el
DMl v su hermano, pexo 3 y 1.5 wveces mayor a la de sus
progenitcres. La Lp{a) de cada progenitor correlaciond
positivamente con la Lp(a) de su hijc sin didbetes (p< 0.03)
pero no con la del DMl. En el DMl vy sus familiares, la
distribucién de apo(a) fue bimodal (p NS). En el no DM y en las
madres la Lp{a) fue significativamente mas alta para aquellos
sujetos con una y dos iscformas, respectivamente. La apo(a) del
DMl y de las madres correlacionaron inversamente con la Lp(a).
La apo{a) de los progenitores correlaciond significativamente
con la de sus dos hijos. No hay diferencias en la concentracién
de Lpf{a), ni en la distribucién de las isoformas de apola)
entre el DMl y sus familiares. El riesgo de aterosclerosis en
la BDM1 no se asocla con la concentracién de Lpf{a) ni con las
isoformas de apo{a).



|
I LiPIDOS Y LIPOPROTEINAS.
El colesterol, los triacilgliceroles, los fosfolipidos y los
dcidos grases, son elementos estructurales de las membranas
celulares, son fuente de energia y precursores de hormonas vy
vitaminas. Se combinan con algunas proteinas, conocidas como
apoproteinas o apos, para formar las lipoproteinas. El centro
de estas macromoléculas estd compuesto  por lipidos
hidrofébicos, triacilgliceroles, ésteres de colesterol vy
colesterol ne esterificado, . rodeados por una <capa de
fosfolipidos con las cadenas de &cidos grasos hidrofdbicos
dirigidos hacia el centro v los extremos polares hidrofilicos

dirigidos hacia la parte externa de la lipoproteina (Figura 1).

CL

Figura 1. Estructura de fas lipoproteinas. CL.: colesterof libre, FL: fosfolipidos,
Apo: apolipoproteing, TG: triacilglicersd, CE: colesteral esterificado.
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Se han empleado diversos criterios para la clasificacién de‘las
iipoproteinas: composicién gquimica {cantidad y naturaleza de
los lipidos y de las proteinas), actividad‘frente a2 polianiones
Y lectinas (reacciones de precipitacidn}, actividad
inmunolégica (anticuerpos anti-apoproteinas), por su origen,
metabolisme vy por sus sus propledades fisicas (dimeﬁsiones,
movilidad electroforética, densidad).' Actualmente, las
propiedades‘fiéiccquimicas son las mas usadas, de ellas deriva
el nombre que cada una recibe(Tabla I).
-Takla I

Clasificacidén de las lipoproteinas en funecién de su densidad de
hidratacidén (1,2).

Lipopro~ Tamafio Densidad Mowvilidad

teina &3 (nm) [g/mL] electrofo- Porcentaie
. : rética TG Col., FL Prot.
on > 70 0.24  Origen 86 5 7 2
VLDL 30-90  0.930~1.006 Pre-f 55 19 18 8
IDL -~ 20-30 1.006-1.019  p-lenta 23 38 19 19
LDL 18-25. 1.01%-1.063 f 6 50 22 22
Lp{a) 26.9  1.050-1.120 B-hundida 19 45 5 27
HDL; 10 1.063-1.125 a-1 5 22 33 40.
HDL-+ 7 1.125-1.210 @-2 3 .17 25 55

Ou: Quilomicrén, VLDL: lipoproteina de muy baja densidad, IDL:
lipoproteina de densidad intermedia, LDL: lipopreteina de baja
densidad, Lp{a):lipoproteina(a), HDL: lipoproteina de alta
densidad, ©&: didmetro, Prol.: proteina, TG: triacilglicercles,
Col.: colesterol total, FL: fosfolipidos.

Los quilomicrones (Qu) son las lipoproteinas mas ricas en TG,
se sintetizan en el intestino, normalmente se encuentran en el
plasna después de la ingestién de los alimentos y su principal

funcidn es el transporte de los lipidos de origen exdgeno.
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Las lipoprofeinaé de muy baja densidad (VLDL), también -sen
ricas en triacilglicercles, pere son sintetizédas en el higadeo
y tramsportan los lipides de origen hepdtico hacia 1los tejidos
periféricos. Los TG de las lipoproteinas son hidrolizados,
principalmente,. por una lipasa de lipoproteinas "(LPLS. Al
perder parte de sus triacilglicercles estas lipoproteinas se
conviaerten en remanentes de guilomicrdn o en lipoproteinas de
densidad intermedia (IDL).

“Las lipoproteinas de baja densidad (LDL), son lipoproteinas
ricas en colesterol, se sintetizan a partir de las IDL, aunque
una fraccién.de ellas también puede sintetizarse directamente
en el higado. Estas lipoproteinas son las principales
transportadoras del colestercl, se unen a sus receptores
localizados en la superficie de précticaménte tedas 1las
céiulas, aporltando colesterol a los lejidos per;féricos.

Las lipoproteinas de alta densidad (HDL), ademés de ser
particnlas ficas en colestercl, son ricas en proteinas. Su
principal funcidén es transpeortar el colestercl de los fejidos
periféricos al higado, donde se metabolizan ¢ se excretan pof
las sales biliares, este proceso se conoce ccmo transporte
reverso del coleétexol.

Las apolipoproteinas tienen tres funcicnes bésicas en una
lipoproteina: son proteinas estructurales, cofactores de
enzimas lipoliticas v son  los  ligandos de  receptores
especificos localizados en la membrana celular. Las principales

apolipoproteinas, su peso molecular, el sitio de biosintesis,



ta lipoprotelna de la que forman parte, su funcidén
concentracidén en plasma,'se enlistan en la Tabla II.

Tabla IX

Caracteristicas y propledades de las principales

apolipoproteinas humanag (3).

Apo P.M. Localiza Funcidn Origenr [mg/dL]
{kDa) cidn .
AT 78,016  wupL, Qu  Cofactor de  Higado e 121224
LCAT. intestino
CAII 17,414 HDL Catdlisis de  Higado 3719
' LH.
AIV 46,465 HDL, Qu Activador de Higado e
LCAT. intestinc
Apo (a) 300,000 Lp(a) Interfiere la Higado -
' a + . fTibrinélisis.
800,000
Metabolismo y 98120
B-100 512,000 VLDL, ligando de Higado :
LT receptor.
B-48 264,000 on Estructural y Intestino - *
secrecidn.
CI 6,630 HDL, Activador de Higado 742
VLDL, Qp LCAT. :
CTI 8,900 HDL, Cofactor de Higade  3.7#1,
VLDL, O LPL. 8
: : Transporte ‘ e
D 22,000 HDL reverso de Higado
: ' colesterol.
E 34,145 VLDL, Ligando de Higado 4]
HDL receptor.’

P.M.: pesoc molecular, Qu: guilomicrén, LCAT: lecitina-celesterosl
acliltransferasa, LH: lipasa hepatica, LPL: lipasa de
lipoproteinas, (*) En el postprandic la concentracién es
variable y en ayuno no se encuentra en plasma,

Metabolismo de los Quilomocrénes.
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Los quilomicrones se ensamblan en las células de la ﬁucosa
intestinal, a partir de los triacilgliceroles y el colesterol
de la dieta y de la apoB-48 sintetizada en los enterocitos. La
apoB-48 le da estabilidad al Qu, es indispensable para qﬁe la
lipoproteina sea transportada a través de la pafed.de los vasos

linfédticos y de éstos al torrente sanguinec. Otras apos que se

agregan al Qu en la mucosa intestinal son la apoAl y AIV(4).

Los Qi son transportados por el conducto torédcico hasta el
sistema porta y de ahi al higado, donde son metabeolizados. La
LPL gue se encuentra unida a las células endoteliales de la
pared vascular se libera al lorrente sanguined en presencia de
lipoproteinas ricas en triacilglicercles, la apoCII del Qu es
el cofactor para que la LPL se active y comience‘la'hidrélisis
de los TG(S)i Después de la hidrélisis de TG, los componentes
de superficie, apoAl y apoCll, se intercambian por apoE de las
HDL. nacientes. Los monoacilglicerdles y los &cidos grasos
generados son catabolizédos en las c¢élulas musculares o© se
depositan én Vel tejido adiposo coﬁo TG. E1 Qu al perder
triacilgliceroles disminuye de tamafio, transformandose én
reﬁanente de Qit. La apoE guia al remanente de QU al receptor de
apcE en la membrana de los hepatocitos, donde es internaiizado

(6)(Figuré 2).



SANGRE

Figura 2. Metabolismo normal de los gquilomicrones. Al, AlV, B48, Cll, E: apolipoproteinas,
TG triaciighcerol, A.G: acido graso, HDL: lipoproteing de alta denzidad (7).
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Metabolismo de las VLDL,

El metabelismo de las VLDL es similar al de los Qu. Las VLDL
son sintetizadas en el hiéado Yy sSu principal compoﬁente
protéicoe es la apoB-100. La apoB-100 es indispensable para el
'transporte a través de la membrana de los hepatocitos. Al
entrar en la circulatién, la VLDL adguiere la apolII de las
HDL, cofactor de la LPL que modula su actividad. Por un
mecanisme similar al del remanente de Qu, las VLDL se
transforman en remanentes de VLDL o IDL, ' enriquecidas en
colesterol v con dos componentes protéicos bééicos, ia apcB-1G0
y la apoE obtenida por intercambio con las HDL(8). Las IDL se
unen a los receptores hepéticos apoB-E, son internalizadas vy
cataholizadas en el hepatocito. Algunds IDL permanscen Nas
tiempo en circulacion y al pasar por el higade la lipaéa
hepatica de triacilglicercles hidroliza los TG restantes en la

molécula para convertirla en LDL (Figura 3).

Meﬁabolismo de las LDL.

El colestercl vy lps triacilglicercles de origen hepatico son
ensamblados en las VLDL. La hidrdlisis de los triacilgliceroles
de esta 1ip§proteina la transforma en LDL({7), el principal
transportader de colestercl en la circulacidén sanguinea. A
través de la apoB-100, las LbL circulantes se unen con alta
afinidad a su receptor apcB/E, gue se encuentra practicamente

en tedas las células.



MUSCULO TEJIDOS

Figura 3. Metabolismo de fpoproteinas de muy baja densidad, VLDL. AG; acide graso; B-100, CII, A,
E: apolipoproteinas, VLDL, LDL, 101, HDL: lipoprofeinas de muy baja, baja, intermedia y altz
densidad, respectivamente; TG: triacilglicerol, C: colesterol, LPL: fipasa de lipoproteinas (7).
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La LDL y el receptor son internalizados a las <¢élulas por
endoci Losls (7). Las vesliculas de ‘endocitosis fusionan su
membrana con la de los lisosomas, cuyo ccntenido.delenzimas
esterasas transforma el colestercl esterificado en colesterol
libre (9). ElL receptox pﬁede ser reciclade a la superficie
celular para unir otra LDL QV puede ser catabolizado por
proteasas. El colestercl libre que ha salido del lisosoma viaja
a las cisternas del reticulc endoplasmice rugoso donde tiene
tres efectos importantes: a) disminuye la actividad de la
enzima 3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA reductasa, que cataliza el
pfimer paso en la bicsintesis de novo de colesterol; b) aumenta
la actividad de la enzima Acil-CoA: Colesterol Acil Transferasa
(BRCAT), que esterifica el colesterol libre y ¢) disminuye el
namero de receplores para apoeB-100 expuestos en la superficie
celulay. Esté altimo evento evita la acumulacidén de colestercl
en el interiox de las células(l0).

Cuando la concentracidn de LDL en plasﬁa eé alta, el numero de
particulas que ﬁigran al espacioc subendotelial es mayor Yy
permaneceﬁ mas tiempo én ¢l. Las células del endotglio, les
monocitos y  las células de misculo liso secretan citocinas
{interleucina-1, factor de necrosis tumoral alpha), quimiocinas
{(factor quimicatrayente de macréfagos monocitos e interleﬁcina
8) gue oxidan las LDL haciéndolas afines por los monocitos, gque
s transforman en macrdfagos y finalmente, debido al cimule de

colestercl, en células espumosas(ll).
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Metqbolismo de las HDL.

Las HDL nacientes se ensamblan én el intestino y en el higado a
partir de fosfolipidos, apo-Al y componentes de superficie del
Qu. Estas particulas, de forma eliptica, -incorporan el
golesterol‘ libre de laz membranas celuléres de los tejidos
periféricos y probablemente, también de las placas
atercsclerosas. La enzima lecitina:colestercl O-aciltransferasa
(FCATY, adherida a la superficie de la HDL naciente y activada
por la apoAl, esterifica el colestercl libre, gue migra al
interior hidrofédbico de la lipoproteina; ésta, se transforma en
una particula esférica, la HDL;. Este proceso hace la HDL; més
grande vy ligera, transfocrmadndcla en HDLz, figura 4(12). EI1
colestercl esterificado es removido de las HDL pox dos
mecanismos: 1. mediante 1a proteina lransferidora de ésteres
de colesterol (CETP) que intercambia ¢l colegslterol esterificadoe
de las HDLy por TG de las lipoproteinas due contienen apoB (Qu,
VILNG, 10Ty T.0DL), estas lipoproteinas lo llevan de regreso al
higudc) donde uwe metaboliza, y 2.- mediante la accidn de la.
lipasa hepatica, Jlocallzada en el endotelic hepatico, esta
unﬁiﬁa no solo hidroliza triacilgliceroles, sino gue ademéis,
por sus actividad de fosfolipasa, hidreliza fosfolipidos de las
HDL. la pérdida de ésteres de colesterol y de fosfolipidos
convierte la HPLy, de nuevo, en HDLs (Figura 4)(13,14). Las HDL
pueden pefmanecer en circulacidén durante varios dias antes de

ser. catabolizadas por el higado, rifén y otros tejidos.
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Intestino
Higado
Superficie ‘
de Op Qu
: HDI. CE
Naciente T VLDL
Lipasa
hepatica

Figura 4. Mstabolismo de las lipoproteinas de afta densidad (HDL). Qu quilomicron, LCAT:
lecitina:colesterol O-aciitransferasa, CE: colesterol esterificado, CETP: enzima transferidora de
ésteres de colesterol, VLDL, IDL, LDL v HDL;, & lipoproteinas muy baja, intermedia, baja y alta
densidad, respectivamente(7).
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III DIABETES MELLITUS Y ATEROSCLEROSIS.

La Diabetes Mellitus (DM) es un sindrome que se caracteriza por
anormalidad en la secrecién de insulina o por deficiencia en la
accidn dé esta hormona que, en ambos casos, .conduce a la
hiperglucemia. La diabetes mellitus ée suele acompafiar de un
incrementc plasmétice de aminodcidos y lipidos.

.1 hiperglucemia crénica puede provogar miltiples
complicaciones en el paciente con DM: retinopatia, nefropatia;
neuropatia periférica y autondémica, alteraciones en la funcidn
sexual, hipertensidn érterial, enfermedad cerébro vascular,
anormalidades en el metabolismo de lipidos vy un desarrollo
acelerade de la atercosclerosis.

Actualmente v a la luz del conocimiento generado en los Ultimos
veinte.aﬁos en las 4&reas de la genética, la inmunologia, la
bioguimica v la epidemiologia, la DM se clasifica desde 13297 de
acuepdo a la etiopatogenia en: diabetes mellitus Tipo '1,
diabetes mellilus Tipo 2 (Takla 1), diabetes asociada a otras
enfermedades, diabetes gestacional e intolerancia a la
~glucosa (15} .

T.a 4dterosclercosis es un precesc cronico-degenerative de la
pared vascular, resultado de la exposicidn a midltiples factores
de riesgoe tanto genéticcs come ambientales. En.el paciente con
diabelas, la  aterosclercosis es  la  causa nimero unc de
mortalidad. Diversos estudios epidemioldgicos y clinicos han

mostrado que en el paciente con diabetes mellitus la enfermedad
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arterial coronaria es hasta cuatro veces mas frecuente gque en
Tas  sujeltos sin diabolos(16-19) . Aungue su incidencia eslda
estrechamente asociada a fagtores como la hipertensidn
arterial, el tabaquismo, las dislipidemias, la obesidad, el
estilo sedentario de vida y los antecedentes familiares, en el
paciente con diabetes, una parte significativa del riesgo de
atherosclerosis no de ha podido explicar satisfactoriamente
{3). Aclualmente en México existen aproximadamente 3.8 millones
de diabéticos v la DM ocupa el 3er lugar entre las causas de

mortalidad en el pais{20).

Alteraciones del metabolisme de los lipidos en la diabetes
mellitus tipo 1.

Tas alteraciones de lipides y lipoproleinas dependen, en mayor
o menor grado, dol Lipe de diabetes, por lo que es preciso
diferenciar entre las ahormalidades-de lipides gque ocurren en
foms pacionlas con diabelos tipo 1y Lipe 2. BEn los adolescentes
con diabetes tipo 1, la concentracidén del colesterol teotal es
igual & las de sus familiares no diabéticos; el colesterol de
ias HDL es mas alto y los TG son nmas elevados, este perfil de
Lipidos sucle observarse con mayor claridad en las mujeres{2l}).
En los sujetos con diabetes tipo‘ 2, el colesterol total no
difiere de los no diabéticos, el colesterol de Jlas HDL esta
disminuido y los TG son claramente méds elevados que en los

sujetds sanos (22) .



Las alteraciones :en el ﬁetabolismo de los lipidos vy
lipoproteinas en el paciente con diabetes mellitus son el
resultado de la ausencia o deficiencia de insulina (diabetes
tipo 1) ¢ bien de la hiperinsulinemia {diabetes tipo 2). En la
figura 5, se destacan (nimeros en circulos negros) las
principales alteraciones del metakolismo lipoprotéiceo que
pueden encontrarse en un sujeto con diabetes: 1) La biosintesis
dé On en los enterocitos del intestine no estd alterada: sin
embargo, en los DM obesos y con dieta rica en grasas aumenta la
preduccidén de Qu y se retarda la lipdlisis. 2) .Cuando la
relacidén insulinafglucagén es alte aumenta el flujo de acidos
grasos del tejido adiposo al higado estimulando la biosintesis
de VLDL. 3) La deficiencia de insulina disminuye la actividad
de la LPL, favoreciendo lé acumulacién en plasma de
lipoproteinas ricas en TG. 4) Gl exceso de acidos grasos en el
higado del paciente diabético es frecuente y es muy probable
que el aumento de TG al interior de los hepatocitos regule a la
baja la expiesién de ios receptores para apoE, mediante los
cualgs se internalizan los remanentes de Qu y las IDL. 5) En la
DM mal controlada la depuracidn de las IDL ricas en époE y la
depuracién de LDL via receptor  apoB/E se encuentran
disminuidas. 6) La actividad del zreceptox de las LDL esta
alterada debidoe a la deficiencia de insulina y las ILDL no son
dépuradas adecuadamente de la circulacién. 7) En la DM aumenta

la glucosilacién no enzimatica y la oxidacién de las LDL que,
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2n el subendotelio vasculax, son reconccidas por los receptores
atipicos de los macréfages, favoreciendo el desarrollo de las

placas atezosclerosas(ZB).
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Produccion

Lipolisis

Captacion o
modificacion

Tejidos periféricos

Via receptor
de LDL

Via receptor
Atipico

Figura 5. Anormalidades en el metabolisme lipoprotéico en la
digbetes mellitus. VLDL, IDL, LDL y Bblsy: : lipoproteinas de
muy baia, intermedia, baja y alta densidad, respectivamente,
LPL: lipasa de lipoproteinas (7).
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A estos antecedentes se agrega el hecho de que las
concentraciones altas de Lp{a) en plasma se asoclan con
. cualguiera de las manifestaciones de aterosclercsis corconaria

prematura (24-30) .

III LIPOPROTEiNA(a) Y FENOTIPOS DE APO({a}.
En 1963(31) Beryg, describld una “variacidén genética” de la LDL,
que defini$é como un determingnte antigéniceo al que 1llamd
lipopfoteina(a) o Lp(a). Posteriormente se demostrd que la
propledad antiyénica de la Lpla) se debe a olra prolbeina a la
que se llamé apoproteina{a). La existencia de la Lp{a) como una
lipopreteina distinta a la LDL se demostré mediante
~electroforesis. Esta lipoproteina migra entre las particulas
- beta y pre-beta, por lo que también se le llamé pre-beta 1 o
pre-beta hundida(32). Al iniciarse la década de los setenta se
caracterizdé la estructura de la Lp(a), sin embargo, durante los
siguientes affos recibld poca atencién. Entre 1987 y 1992 se
describié la homologia de los genes del plasmindgenc y de la
apo(a) (33-35). El gen de la apo{a) se caracterizé a ﬁediados de
los noventa y actualmente se conocen bkien la regidn 57
adyacente al gen vy los sitios de interaccién de algunas
hormenas y factores que reguian su exprcsién(BG,B?).
La lipoproteina(a) (Lp(a}} estd compuesta por una lipoproteina

de baja densidad (LDL} y la apolipoproteina(a) o aéo(a), una
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glucoproteina de elevado peso molecular unida por un puente
disulfuro a la apoB-100. La apo{a) contiene unidades
estructurales y funcionales llamadas “kringles” (K}, que son
secuencias de aminodcidos en forma de asa formada por 3 puentes
disulfuro, similares a las del plasmindgeno(33) y a las de
otras proteinas del sistema fibrinolitico y de la coagulacidn.
La apo{a) tiene ademds, un dominic de proteasa inactivo debido

a la substitucidén de una Arg por una Ser (Figura 6}, Tabla IV.

Lipoproteina (a) Plasmindgeno

Figura 6. Esquema comparativo ds fa lipoproteina(a) y del plasmindgeno La Lp{a) esta
formada por una lipoproteina de baja densidad (LDL), unida a I3 apo(a) a través de su Apo
B100. En la lipoproteina(a) no existe la actividad de proteasa de serina como en el
plasminogeno. | a V: unidades estructurales conocidas como “kringle” (38).

El polimorfismo de la apoi{a) estd determinade hasta en un 9%0%
por el gen de la apofa) (39). En teoria, pueden existir

isoformas de apo{a) de hasta 52 K y en cualquiera de ellas

19



siempre se encontrardn: una copia del KV, una copia del KIV
Lipo 1, miltiples ‘copias del KIV Lipo 2 y una copia de los
tipos 3 al 10. Por lo tanto, el namero de copias del KIV tipo
2, confiere a la apd(a) su gran polimorfismo en tamafi¢ y peso

molecular {Figﬁra 6).

Tabla IV

Comparacién de la Apec(a) y el plasmindgenc humanos (40).

PARAMETRO APC{a) PLASMINOGENO % DE HOMOLOGIA
280,000-

Peso moleculax 800, 000 = 90,000

Secuencia 19 residuos 19 residuos 100

sefial _

Secuencia NHz Glu-Gli-Ser- Glu-Pro-Leu- : 98

terminal His-Val-val Asp-Asp-Tir

Kringle I husente 1 copia . -

Kringle II Ausente 1 " -

Kringle ITI Rusente 1 i ' -

Kringle TV 13-37 copias 1 ' ~ 75-85

Kringle Vv 1 copla i " 91

Sitioc Activo Ser-Ile Arg-vVal 94

Triada Ser-His-Asp Ser-~His-Asp

cakalitica

Las iscformas pegquefias y de bajé peso melecular se asocian con
el riesgo de enfermedad cardiovascular(41,42) y tienen mayor
aclividad fibrinolibica, por lo LanLo, es posible gue no sélo
la concentracién de la Lp{a) en plasma, sine gque también el
Lamaiio de la apo(a)'determine el riesgo cardiovascular ascociado

a esta lipoproteina.
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La existencia de las diferentes isoformas de apofa) se
determiné J'.nj_'cial:mente mediante electroforesis en geles de
poliacrilamida con S8DS (PAGE-SDS) con muy baja sensibilidad, en
-65% de las muestras no era posible la identificacién de las

isoformas por lo qﬁe se clasificaban como muestras polr'tadoras
de “alelos nule”. En 1991, la sensibilidad se habia mejorade y
solo 28% de las muestras eran clasificadas de esa manera(43),

ese mismo afo otros autores emplearon la electroforesis en
agarosa (44) y la electroforesis en campo pulsado(45), a
existencia de 23 vy 19 isoformas de apo(a), respectivamente.

Tomando come referencia la movilidad relativa con respecto a la

apoB~100 y ubilizando PAGE-5DS, se describiercn seis diferentes

isoformas: F, B, Sl,.S2, 53 y 54, siendo la isoforma F la que
quna‘ més réﬁido y la 584 més lento. Posteriormente, algunos
investigadores asignaron valores numéricos consecutives del 1
al 11 a las difercntes isoformas de apo(a) (46). Sin embarge, la
manera més adecuada de clasificar esta lipoproteina debe ser
con base al nimero de kringles.

Las propiedades fisicoquimicas de la apo(a) como  la
glucosilacidén de la molécula hasta en un 23% de .su peso(47), el
nimero variable de repeticiones del kringle IV tipo 2 y la gran
variaciodn en su concentracidn plasmdtica {<]l mg/dL a mas de 120
mg/dL} han side los principales cbstaculos para el desarxollo
de un métode electroforétice sensible, especifice 'y preciso,

capaz de separar adecuadamente todas las iscformas. La
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aplicacién de diferentes métodos y el wuso de diversos
estandares de peso melecular(48-50), han side otras de las

causas de las discrepancias en los resultados.

m

IV LIPOPROTEINA (a) Y ATEROSCLEROSIS.

Poco tiempo después del descubrimiento de la Lp{a), variﬁs
estudios Ietfospectivos de casos ¥ controles demostraron que
las concentraciones elevadas de la 1ipopfoteina se asocian con
iﬁcxemento en la incidencia de enfermedades cardiovasculares
Comeo : enteﬁmcdud arlerial .coronaria(EAC), Infarto agudo del
miccardio, aterosclerosis carotidea, enfermedad vascular
cerebral, y enfermedad'arterial periférica oclusiva(51,82). Sin
embargo, en estudios prospectivos los .rxesultados son
contradictoriosﬂ Aigunos estudios informan incremento de 1la
Lp(a} en los pacientes con ERC(53,54), mientras que-otros no
encuantran asociaclén(85,56)., Las posibles explicaciones a
estas contradicciones pueden ser el tamafio de la muestra, los
criteriocs de inclusién, la duracién del estudio, la coleccién ¥
almacenamiento de la muestra y los métedes de medicidn de
Lp(a).

La disminucidén del c¢olesterol del plasma con- férmacos
nipolipemlantes, puede reducirr el nimero de eventos coronarios
hasta un 35%, es decir gque 65% de los pacientes que reciben el

tratamiento contindan con cifras elevadas de colesterol y por

? TESIS CON
FALLA DE ORIGEN




aplicacién de diferentes métodos y el wuso de diversos
estandares de peso melecular(48-50), han side otras de las

causas de las discrepancias en los resultados.

m

IV LIPOPROTEINA (a) Y ATEROSCLEROSIS.

Poco tiempo después del descubrimiento de la Lp{a), variﬁs
estudios Ietfospectivos de casos ¥ controles demostraron que
las concentraciones elevadas de la 1ipopfoteina se asocian con
iﬁcxemento en la incidencia de enfermedades cardiovasculares
Comeo : enteﬁmcdud arlerial .coronaria(EAC), Infarto agudo del
miccardio, aterosclerosis carotidea, enfermedad vascular
cerebral, y enfermedad'arterial periférica oclusiva(51,82). Sin
embargo, en estudios prospectivos los .rxesultados son
contradictoriosﬂ Aigunos estudios informan incremento de 1la
Lp(a} en los pacientes con ERC(53,54), mientras que-otros no
encuantran asociaclén(85,56)., Las posibles explicaciones a
estas contradicciones pueden ser el tamafio de la muestra, los
criteriocs de inclusién, la duracién del estudio, la coleccién ¥
almacenamiento de la muestra y los métedes de medicidn de
Lp(a).

La disminucidén del c¢olesterol del plasma con- férmacos
nipolipemlantes, puede reducirr el nimero de eventos coronarios
hasta un 35%, es decir gque 65% de los pacientes que reciben el

tratamiento contindan con cifras elevadas de colesterol y por

? TESIS CON
FALLA DE ORIGEN




lo tanto con riesgo elevado de desarrollar
aterosclerosis(sﬁ,sa). Con base en estudios épidemiolégicbs
_r‘éa]'].zados. ern divefsos paises y de acuerdc con dates obtenidos
en una muestra representativa de la.Ciudad de México, la Lp(a)
se  encuentra elevada hasta en 33;% de los pacientes con
cardiopatia-(sm . Ya gue ias cifras elevadas de esta
lipopfoteiﬁa equivalen a tener una concentraciéﬁ de colesterol
total mayor de 240 mg/dL(60) ¢ valores mencres de 35 mg/dL de
ClDL, el riesgo de infarto al miocardio en sujetes con Lpia)
 e1evada se incrementa hasta 3 veces(6l).

Flas conclusiones se basan en quer 1) ko los oltimos 30 afios,
eétudios de casos y controles han demostrado la elevacidn de
las concentraciones de It;p(a) en pacientes con EAC{62). 2} Las
cifras elév&das de Lp(a) se correlacicnan con la inéidencia'de
&ta:nscierdniﬂ aoronaria, .perirérica y eerebral. 3} Los
astudlos prospectivos permiten probar de manera directa la
confribucién de la Lp{a) al desarrollo de la enfermedad
coronaria. Sin embargo, los datos obtenidos de " estudios
| clinicos ¥ de algunos estudios epi‘demiolégicos son
controversiales. 4) Bn estudics con inmunchistoquimica se ha
dumauleada Lo presencia, do Lp{a} en la pared de arterias
coronarias y la concentracion de Ip{a) en plasma correladciona
significalivamente con la concenlracion de la lipoproteina on
ia pared arterial{63). 5} Las mismas isoformas de apo {a) han

sido identificadas en el plasma y en la pared arteriazl. &)
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También se hé informado que la Lp(a) compité con el
plasmindgend por los sitlos do unién a la lisina que posean
diversas protei.nas localizadas en la membrana de las_células
cndol.ellialeds, inultiycndo ta [ibrina. La unién de Lp{a) .a la
fibriﬁa disminuye la formacién de plasmina vy, en.con-secue_ncia
la  acvltividad [ibrinolitica, _lo que conduce a un estado
protrombétiqo. Informeé recientes seﬁalan que la inhibicién.de
la  fibrinolisis depende deo la  cantidad Y tamafioc de 1a
apo(a) (64,65). Todas estas evidencias apovan la hipdtesis de
gque la concentracidén elevada de Lp{a) en plasma, es un factor

ey riongo on el ddanarrollo de anformeded arlerial coronaria.

VI LIPOPROTEINA{a) ¥ DIABETES MELLITUS,
En el paciente con diabetes mellitusf la aterosclerosis
acelerada as una complicacion frecnente, especlialmente cuando
no existe un buen control .metabé‘l.ic'o(GG); sin embargo, los
factores que contribuyen a incrementar el riesgo de
al:eroscléros_is en estos pacientes, ﬁo se g¢onocen bien, Los
resultados de estudios epidemiclégicos, ciinicos Y
expoerimentales (67,68) sugleren que en ei diabético existe una
relacidn divecla onlbre la concenlracion elevada de L}:i(a} v el
desarrollo de aterosclerosis, aungue tambi.én se han informado

concentraciones similares de Lp(a) en pacientes diabéticos y en
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'controles sancg (55,56) . En dtros estudios la mediana de Ip{a) vy
la prevalencié de valores elevados de esta lipoprbteina, es
mayor en sujctés con diabelbes (69,70}, particularmenﬁe en
diabéticos con‘albuminuria(?l,?Zj. Igualmente.controvertido; es
el hallazgo de que las cifras de Lp(a) dependan del grado ae

control metabélico del paciente(73-76).

.

VI PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

.Identificacién de los fenotipoa de apo(a).

El nimero de repeticiones del kringle IV tipo 2 de la apof{a). y
el amplio maggen de variacién de las concentraciones de Lp(a)
on plasma, Han aide los principales obstaculos para poder
desarrollar un méloduv electrolorético, especifico, sensible y
precisa, cnbdz dee aaparar los diferentes Fénotipos da osta
apolipoproteina. Los métodos descritos para la identificacién
do la apo(a) cmplean como refe;encia prolelinas diierentes a la
apo{a) como la fosforilasa B y la apoB-100, difieren también en

sensibilidad vy on resolucidn(77-82), Tabla V.
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Tabla V.

Mﬁtodos fracuentemante usados en 1a identificacién de
Apo (a) (77). '

CONCENTRACION ELECTROFQRESIS TRANSFERENCIZA

GEL - % - TIEMPO (H) TIEMPO (H)
Agarosa - ' .
1.5 7 10
Submarina :
Agarosa ]
3.75/0.8 oo . 18 18
Acrilamida
PAGE
) 2.5-6 Frenle 1 2 10 (PVDRI)
qradienke
PAGE
2-16 Frente + 2 10 ({PVDF)
gradienle °, .
PAGE
4-~16 Frente + 2 0.5 (PVDFEF)
gradiente
PAGE ) .
‘ . 1 _ 2.5 10
HOMOGENEQ :
PAGE
' . 6 2.0 10
HOMOGENIEO .

PAGE: Electroforésis en gel de poliacrilamida, PVDF: Fluoruro de
polivinilideno.

Por 1o anterior, se considerd necesario implementar un métode,
aspecifico, sensible, reproducible  y . préctico para la

identificacidén adecuada de las isoformas de apo(a).
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fapel de la Lp(a) en la aterogénesis del paciente con diabetes
mellitps.

Se ha sugerido que la elevacidén de la concentracién de Lp(a]

pudiera participar, independientemente de las otras
lipoproteinas y otzros faétéres de riesgo, en el desarrollo de
la enfermedad vascular de la diabhetes(83,84).

A diferencia de las otras lipoproteinas, las concentraciocnes de
Lp(a) estén détegminadas, hasta 90%, por el gen de la apc(a).

Fn general, los estudios epidemioldgicos han mostrado  que el

tamafto de las isofcrmas de apo{a) correlacionan inversamente
cronns la  concenbracidén de  Lp(a) (85,886} . Estos antecedentes

sugieren la e#istencia de algun determinante. genético que, en
el paciente diabético, determine mayor prevalencia ae algunas

isoformas dé apo{a) y gque pudieran influizr en la concentracién
de Tp{a) y centribulr al desarrolle de alerosclerosis. Bstudiar
los _fenotipos de apofa) y las concentraciones de Lp(a) en
pacionles con diabeles mellitus tipo 1 v an sus familiares sin

diabeles, permitira prokar esta hipétesis.

Finalmente quisiera destacar gue en México, no  existe

informacién sobre las frecuencias de los fenotipos de la-
upu@ipopnuLeina(a),_hj de la asociacidn de las isoformas con la

concentracion de Lp(a) en el plaéma del paciente diabético.
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HIPOTESIS

1.

1.

51 la concentracidén elevada de Lp(a) es un factor de

‘riesyo para el desarrolle de alerosclerosis coronaria, vy

si existe_mayor prevalencia de Lp(a} superior de 30 ng/dL
en los pacierites con diabetes, es posible que' en  la
diabetes mellitus tipo 1 e=xista algin determinante
genético asociado a los fenotipos de apo({a) menores de 22

“kringles”, que explique las concentraciones elevadas de

'Lp(a).

. 831 no hay diferencias en las concentraciones de Lp(a}, ni

en las iscformas de apo(a) del paciente diabético al
compararlas con sus familiares sin diabeétes, entoncés la

Lp(a) no contribuye con el riesgc de aterosclerosis en la

diabetes tipo 1.

Las correlaclones de la Lp{a) y de los fenotipos de apola)
T

del paciente con diabetes mellitus tipec 1 y la de su

hermano sin diabeles con la Lp(al y la apo(a) de sus

padres son diferentes.

ViI OBJETIVOS DE LA TESIS
Desarrollar un método especifico, sensiblé, reproducible y

préctico para la identificacién de isoformas de apo({a).
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2. Conocer los valores de Ip(a) en nifiocs y adolescentes
mexicanos (.:on DM 1.

3. Conocer la frecuencia de‘distribucién de las iscformas de
ia apoliﬁoproteina(aj en el nifioc y adolescente con OM1, en
los hermanos sin diabeles y en su padres e investigar si
entre padres e hijos, sanéé o con DM1, existe aséciacién
én la ispformé qe la apeolipoproteina(a}

A, Batudiar el grado de correiacién de los valores de Lp(a}

de los padres con los de los hijos no diabéticos y si hay

dileraoncias al compararlos con los hermanos diabéticos.

VIIT MATERIAL, METODOS ¥ PROCEDIMIENTO

‘

Electrofo?éais en gel de poliacrilamida.

3e hicieron modificaciones alrmétodo originalmente descrito por
haemmli(ﬁ?),.tanLo en la preparacidén de la muestra como en la
composicién del gel de poliacrilamida. El gel discontinuo de
poliaacrilamida, 3.75%/6%, se prepar® en un sistema para

cleckroloresis vertical Mini-Probean II de BIO-RAD (Richmond
CA,'EUA); E1 gel de separacléon se prepard mezglando 1000 pl de
una sofucion de acrilamida al 30% bis-acrilamida 0.6%, 1250 ui
de tris-HCl 1.5M pH 8.8, 50 pl de SB3S 10%, 230 pl de persulfato

de amonio 1.5%, 2445 pl de agua desionizada y 5 pl de TEMED. El
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de amonio 1.5%, 2445 pl de agua desionizada y 5 pl de TEMED. El
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gel concentrador en el gue.  fueron formados los pozos paia
deaprostit e Lr muvﬂtrﬁ e propard con 625 pl de acrdlamida 36%»
bis~acrilamida 0.8%, 1250 nl de Tris=HCI O.SM.pH 6.5, 50 pl de
SD8 10%, 250 ﬁl de persulfatc de amonio 1.5%, 2532 ul de agua

desionizada v 5 il de TEMED.

Preparaciép de muestra y estandares.

il plasma so diluyé de 1:2 a 1:6, con amortiguador de
reduceion  (N-elilenmorfelina 0.34M en Tris 1.5M, pH 8.8,_2—
mercaploetanol 0.83M vy azul de bromofenol 17.8 % en glicerol
al 10%). EJ estandar <con cinco isoformas de apo(a)
recombinante (r_apo{a)) de 10,14,18,26 v 34 kringles, se
prepard como se describid previamente (88). Tanto el estandar
como  el. control y las mueslras, incubaron en agua en

Somin,  La olectrolorésis se realizdo a

abul lieidn  darante
Lemperatura ambiente, a 35 V constantes durante 35 minutos y a

MOV durante 3 h.,

Inmunotransferencia,

La transferencié de las isoformas de apo(a) a la membrana de
nltrocelulosa de alta unidn (NitroPure MSI INC. de 0.45 um),
st raalizd en qﬁ sislema do translerencia liguido, -a 600 mA
harant o AL mind{89) ., La momwbrang se bloygueo con una soluclén de

leche descremada al 5% en amortiguader salino de fosfatos
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(PBS) 40 mM - Tween2( 0.3%, pH 7.5, durante 30 min a 37°C. Las

isoformas de apofa) se iddentificaron con un anticqerpo
moneclonal anti  apo{a) humana de Boehringer Mannheim OGmbH,

Mannheim, Alémania , clena M1R2; IgG1(90) v con-un anticuerpo
de cabra anti ratédn, conjugado con peroxidasa de rédbane (Gibco
BRL, Rockville, MD, EUA, ffaccién IgG, H+L), ambos anticuerpos
fuercn diluidoé 1:1000 en PBS 40mM - Tweenz0 0.1%, pH 7.%: La
ﬂirrocnluloﬁn 80 expuso a cada uno de los anticuerpos durante
1 h, a temperatura ambiente. Entre cada incubacién sé
realizaron 3 lavados de 5 min. con PBS 40 mM - Tween20 (¢.1%.

La mezcla cromdgeno~-suskrato fue de H;0, - diamingbenzidina
0.03% en PBS 40 mM, La reaccidon se deluve colocando el papel

de nitrcoccelulesa en agua en ebullicién.

Detaerminacién del tamafic de las isoformas apo(a).

El anadlisis do la inmunotransferencla se.realizé digitalizando
la imagen con el programa Molecular .AnalystTM/PC en un
densilomebro BTO=RAD Mod. GS-670. La determinacién del tamafio
de las isoformas de apo{a) se reallzd mediante el andlisis de
1a migracidén relaliva (RE); en funcidn de la curva estédndar de
apo(a) recombinante(91}. La sensibilidad del procedimiento se
determiné por dilucién seriada de una muestra con 100 mg/dl de
Lp(a) (~33 mﬁ/dl de proteina) que conltenia un solo fenotipo de
apo{ay do 18 kringlea TV,  aproximadamente 480 kDa. Los CV

intra e inter andlisis se determinaron en cuatro muestras con
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fenotipos conocides de 14, 16, 18 y 22 kringles IV, analizadas
en 12 geles preparados en diferentes dias.

v
Sujetos estudiados.
Se estudiaron 530 nifios vy adolescentes, entre 1 y 17 afics de
edad 27 hombres ¥ 23 mujeres, 25 pacientes c¢on diabeteé
mellitus tipo 1 {DM1) de 1 a 8§ afios de evolucidn, 25 hermanocs
no diabéticos y ambos padres 25 hombres vy 25 mujeres. Todos
ellos aceptafon participar voluntariamente en el estudio.
Ninguno de los. sujetos estudiados padecia enfermedades gue
alteraran la concentracidén de lipidos y lipopreotélinas y tampoco
tenian antecedentes de hospitalizacién 3 mesés previos -Fl
estudio. Tanto al paciente con diabetes, comc a sus familiaxes
se les determinarcon variables antropométiicas y fisicldégicas
come: el peso, talla,‘indice de masa corporal, tensidn arterial
y variables biogquimicas como glucosa, lipidos, lipoprotelinas,
Lp(a), apch, apoB e iscoformas de apo(a). Al paciénte con DM1,
también se le cuantificéd microalbuminuria vy hemogiobiﬁa

glucesilada (HbRL).

Bnalisis de laboratoxzio.

Después de un ayuno de 10 a 12 h, con el paciente en posicidn
sedente durante 20 min vy sin estasis venosa, se colectaron 10
mL de sangre en un tubo con EDTA (lmg/mlL). El plasma se separxd

por centrifugacién a 2500 r.p.m. durante 20 minutos a 4°C y se
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almacend en alicuotas de 250 a 500 pl a -70°C hkasta su
andlisis. .

La Lpla) se cﬁantificé por inmunonefeloméria(gz) con reactivds
de .Béckman Inc., (Fullerton, CA, EUA.) Los coeficientes de
variacién (CV}. intra e inter anélisis para la Lp(a) fueion
menores a- 10%. Las mediciones de coleétérol _ total ¥
triacilglicercles (93, 94) se realizarxon utilizande métodos
enzimaticos {Boehringer Mannheim) . El colesterol en
lipoproteina de baja densidad se estimdé con la fédrmula de
Friedewald {C-LRL= CT-{(TG X0.016)+C-HDL) {(95}). La determinacidn
del colestercl de lipoproteinas de alta densidad se realizéd
después de precipitar las lipoproteinas que contienen apoB con
dextrén-sulfato y el colestercl de 1z fraccidn HDL3 se
cunantificd después de doble precipitacidén, también con dextran-

sulfato(96). El colesterocl de HDLz se calculéd réstando él C-
HDL3z del C-HDL teotal. El centrol de calidad de las mediciones

se efectué a través del programa de Estandarizacién de Lipidos
del Centro de Control de Enfermedades de Atlanta, U.S.A. Los cv
intra ensayo para CT, TG y C-HDL fueron de 1.1%, 0.6% vy 1.1%,
respectivamente; y los CV inter ensayo fuerop de 3.1,72.6 ¥
3.9%, _ respéctivamente. Los- valores de 4 corte  para la
clagificacién de hipezxcolesterolemia, hipertrigliceridemia é
hipoalfalipquoteinemia, en 105 nifios, fueron; CT »>200, TG »150
¥ el'C—HDL <35 mg/dL, respectivamente. En los progenitores los

valores de coxte fuercn; CT >240, TG >200 y C~-HDL <35 mg/dL.

33



La HbA; se aisld en una columna con resina de intercambio
catidnico  Bio-Rex 70 (Bio-Rad) 'y se  cuantificé por
‘espectrofotometria (87). La'glucemia se determiné por el método

de glucosa oxidasa (Boehringer Mannheim) (98) .

Analsis estadistico.

Se hizo anéliSiS‘_de Qarianza (ANOVA} para comparar las
variables con | distribucién paramétrica y t de studéﬁt no
pareada pafa comparar los wvalores medics. Lés_frequencias de
distripucidén de.Lp{a) y de los fenotipos de apo(a) entre los
grupos se compararon nmediante analisis no paramétrico con la
prueba de _Kolmogorov;Smirnov para dos - muestras. La
conﬁentracién de Lp(a} del DMl se cémparé con las de sus
familiares con ia prueba no ﬁaramé?rica de Kruskal-Wallis y la
prevalencia de disiipidemia.se,comparé por andlisis de xz-'El
anadlisis de covariéhza se utkilizd para comparar los grupos
después de contreolar por variables de confusidn como ellCAEDL,
los TG y los fenotipos de apo(a). Se usé el coeficiente de
regresidn por minimos cuadrades para conocer la independencia
de las concentraciones de la Lp{a) de los nifios y las de sus
padres. El anadlisis estadistico de los datos se realizé con el

programa, SP35 9.0.



Inmunotransferencia de apofa).

L.a c¢urva de sensibilidad para concentraciones de 30 a 300 ng
de proteina en la Lp{a), fue obtenida por dilucién de una
muestra con 100 mg/dL de Lp{a} (Figura 7). La sensibilidad del
método fue de 50 na de proteina. La correlacion fue positiva
{yv= 0.158(¥)~0.252) y estadisticamente significativa {(p<0.001)

con una r? de 0.989.

2
1,5
0
o 1
Q.5
O a rd 2 R PR U U S JUN W U SN T N SO T SO SOUS: S YU NI T |
0 50 100 150 200 250 300 350
Proteina total en Lp{a) Ing]

Figura 7. Curva de sensibilidad para la identificacién de isoformas
de apo(a). Una muestra con isoforma de 18 KIV {100 mg/dL de Ip(a))
se diluyé para obtener concentraciones de 30(1}, 37.5(2), 50(3),
75(4), 150(3) y 2300 ng(6) de proteina total. En el inserto se
muestra la immunotransferencia para la curva de sensibilidad E=
Estandar de apo{a) recombinante., La flecha indica la concentracidén
minima cuantificable por el métode utilizado.
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Fn la Figuraz 8, se muestra la resclucidén del métode en 8
muestras con diferentes fenotipos de apc{a). La iscoforma de
menor tamafic fue de 11 KIV, muestra 1 y la m&s grande 28 KIV,
muestra 3. La mdxima resolucidén fue de 2 KIV en la muestra 8

con 22 y 24 kringles IV.

Al sejbuLy ep "ON

Figura 8. Resolucidén de la inmunotransferencia de apoi{a) en 8
muestras de plasma. BE= estandar recombinante de apo(a). muestra 1:
27/11 KIV, muestra 2: 26/20 KIV, muestra 3: 28/1% KIV, muestra 4:
27/22 KIV, muestra 5: 26/22 KIV, muestra 6: 25 KIV, mnestra 7: 22/19%
K1V, muestra 8: 24/22 KIV.

Una regresidn cuadratica fue la que mejor describid la tasa de
migracién (Rf} de los cinco estandares recombinantes de

apo{a) (Figura 9.
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Figura 9. Tasa de migracién (Rf) de los fenotipos de apof{a) (10,
14, 18, 2& y 34 KIV recombinante) en PAGE 6%.

Los coeficgientes de variacidén inter ensayoe en 12 repeticiones
de diferentes muestras de plasma congelado a -70°C, fueron de
1.7, 2 y 1.4% para los fenotipos 14 KIV {414 kba), 18 KIV (550
kDa) y 22 KIV (670 kDa), respectivamente, El tiempo total
empleado en la realizacién del inmunotransferencia vy 1la
determinacidén del tamafio de la isofcorma en el densitdmetro fue

aproximadamente de 7 h.
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_ Caracteristicas de los grupos.

En la Tabla 1 se muestran.los valores medios para las variables
antropométricas y fisioclégicas del .DM1 y sus familiares. No‘
hubo diferencia significativa entre nifios y nifias para estas
variabkles por lo gue fﬁeron analizados cenjuntamente., E1
pxomedio.de edad de los DM1 fue de 11.9 vy 11.3 afics en los DML
¥ en sﬁs hermanos no diabéticos, respectivamente (p ns}. HNo
hubo diféxencia significativa‘ én estatura, tensién arterial
sistdlica o diastédlica del DM1 y de su hermano sin diabketes.
Bungue el pesc y el IMC fueron menores en los DM1, las
diferencias no fueron significativas. En las madres, la edad,
el pesc y la estatura fueron menores al compararsé con leos
padres (p<0.02) (Tabla 1). E1 IMC, f{fue similar en ambos

progenitores.

TABLA VI

Caracteristicas antropométricas de los sujetos estudiados.

DM1 No DM p’ Padres - Madres-  p®

N ' % 25 3B 25
Sexo(H/M) 1342 1877 26/- 425
Edad (afios) 119436  113t44 060 41164 372456 002
Peso (Kg) 3974144 4504185 026 735100 654:134 001
Estatura (cm) 1448122 147.0425 081 1690108 1540:0.7 0005
IMC (Kg/m?) 1814271 196#£38 008 25729 27.3:50 - 0.10

Los datos expresan el promedio i+ DE. DML: Diabéticos tipe 1, IMC:
indice de masa corporal. ? prueba de t no pareada. :
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Concentracidén de lipidos, lipoproteinas y apoprbtei.nas.

La concentracién promedic de las variables bioquimicas de los
pacientes cén diabetes y sus familiares se muestran en la Tabla
2. La glucoéa, colesterol total (CT), colesterel de HDL {C-
HDL)}, c¢olesterol de 1a fraccidén HDL,, ia apoA vy apoB, fueron
significativamente mayores en el DMI que en su hermano. sano
(p<0.02) . En las otras variables no hube diferencias
significativas. La relacién C-LDL/C-HDL, fue igual en ambos
grupos. En los progenitores, estas variables se encontrarﬁn &S
a;ﬁas en los hombres que en las mujeres, pero sole alcanzaren
diferencia significativa el CT (p=0.02}, locs TG (p=0.007) y lé

concentracién de apoB (p= 0.002).

TABLA VI

Variables bioquimicas en pacientes con diabetes tipo 1 y sus familiares.

_ DM No DM P Fadres Madres = p°
Glucosa mmol/L  11.5%5 4.940.2 <0.01  6.4%2.9 5.0%0.54 0.45
HbAl & 16.6%3 ND - . ND ND -
MA Mg/min 0.741.8 ND - ND ND -
CT mmol/L ©o4.9%1 4.240.8  0.03 5.3£0.9 4.8%0.6 0.02
TG mmol/L  1.1#0.7  0.940.4  0.40 - 2.040.9  1.230.6 0.001
C-LDL mmol /L 3.1%0.8 2.820.7 0.13 3.6+0.8 3.2+0.5 0.08&
C-HDL mmol/L 1.240.4.  1.020.2  0.05 0.940.2 1.0£0.3  0.16
C-HIDey mmel /T 0.4£0.4 0.210.2 0.02. ~0.3£0.3 0.3£0.2  0.45

C-HDL3 mmol/L 0.8520.3 0.85x0C.1 0.88 0.76+0.3 0.81+0.2 0.52
C~-LDL/C~HDL 2.6x0.9 2.7%0.7 0.8 3.8x0.7 3.2%0.8 0.01
Apo AI mg/dl 133.4+£31 117.2£19 0.04 123.9£29 116.2+21 0,586
ApoBl0Q mg/dl 110.2+31 21.7+2.0 Q.02 141.5£30 116.5%24 0.005

Los resultados expresan la mediazDE. ° : p = DML vs. No DM, -: p = Padres vs. Madres

ajustado por edad e indice de masa corporal IMC. HbALl: hemeglebina glucosilada, Ma:
Microalbuminuria, ND: No medide, CT: Colestercl total, C-LDL: Colesterol en
lipoproteina de baja densidad, C-HDL, C~HDL2, C-RDL3: Colestercl en lipoproteinas de
alta densidad, TG: Triglicéridos. p calculada por ANOVA, !

7  TESISCON
FALLA DE ORIGEN




La prevalencia de hipercolestercleémia ¢ hipertrigliceridemia,
fueron mayores en el DM1 que en. su hermano sano, (36% y 20% vs.
20% V¥ 8%, p ns, respectivamente). La prevalencia de
hipoalfalipoproteinemia fue mayor en los nifiocs sanos gue en los
DMl (20% vs5.16%, p ns). La prevalencia de dislipidemia fue
mayor en los padres Que en las madres; hiperceclesterolemia 28%
vg., 4% ; " hipertrigliceridemia 32% vS. 8%, e
hipecalfalipoproteinemia  36% vs. 32%. Ninguna de ‘estas

diferencias fue estadisticamente significativa.

Concentracidén y distribucibén de Lp(a).

La distribuéién de Lp(a) en los cuatrc grupcs estuvo desplazada
hacia'valores bajos, v la prevalencia de cifras de Lp(a}) <10
mg/dL eh el DM1l, en el hermano sano, en los padres ¥y madres fue
de 52%, 68%, 64% y 60%, respectivamente (Figura 10 ). La
distribucidén de las cvoncentraciocnes de Lp(a) en los DMl no fue
estadisticamente diferente a la de sus familiares. En la tabla
3, se muestran las concentracicnes de lipoproteina{a) paraz cada
uno de los grupes. La mediana de Lp{a) fue igual en el DMl y su
hermano sano y casi dos veces mayor que en los padres. La
mediana de Lp(a) en las madres fué la mas alta de los cuatro
grupos; sin embargo, lés diferencias, c¢on 1los otrecs tres

grupos, no fueron significativas.
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Figura 10. Distribucidén de la concentracién de Ip(a) en el paciente
con diabetes wmellitus tipe 1 y en sus familiares.

L.a prevalencia de exceso de Lp(a}) (»30 mg/dl), fue de 12% en el
DML y en ambos padres y de 20% en el hermano sin disbetes (p

nsy.
TABLA VI

Concentracidn de lipoproteina(a) en diahéticos fipo 1 y sus familiares.

oM NoDM P Padres Mades P

Meadiana Lp{a) (mg/dl) 8.3 8.20 ns* 4.20 8.35 ns*

25 percentita ng/dL) 2.6 345 “ 169 2.35 -
75 percentila (mg/dL) 267 18.05 - 1385 24.00 -
(%) Lp(a) > 30 (mg/dL) 12 20 nst 12 12 nst

* = Mann Withney, + = X°
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Ei anilisis de correlacidén de la Lp(a) con las diferentes
variakles antropométricas y biogquimicas en cada grupo mostrd
que la Lp{a}, (nicamente correlaciond positivamente con el IMC
{(r=0.424, p=0.03) en los pacientes con DM1, en los padres
correlaciond positivamente con el C-HDL3 (r=0.530, p=0.002) ¥y
negativamente con los TG (r=-~0.583 p=0.002}.

En 97% de los sujetos se identificd por lo menos una isoforma
de ape{a), 39% con una vy 58% con dos isoformas. La distribucién
de la apof{a) en los DMI y sus familiares se muestra en la

Figura 11.
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Figura 11. Distribucidén de 1los fenotipos de apaw(a) en la
poblacidén estudiada.

En los 100 sujetos estudiados se identificaron 154 fencotipos de

apola) cuyos tamafios estuvieron entre los 10 vy 29 kringles IV
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con una la distribucién de frecuencias bimodal. 59% de las
isoformas se encontraron en la primera moda (15 KIV}, vy 41% se
encontraron en la segunda moda (22 KIV).La distribucidn de las
isoformas de apo{a} fue similar en los cuatro grupos estudiados
y de acuerde con la prueba estadistica de Kolmogorov-Smirnov,
para comparar frecuencias, las diferencias en la distribucién
no fueron significativas. Sin embargo, el fenotipo mas
fracuente en los DM1 fue de 23 K1V, de 15 KIV en sus hermanos

sanos y en las madres, y de 22 KIV en los padres Figura 12.
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Figura 12. Distribucién de fenotipos de apo{a) en diabéticos
tipt 1 y en sus familiares.
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El tamafio de las isoformas de apo(a) de los diabéticos y de las
madres, correlaciond inversamente con la concentracidén de Lpla)
sin alcanzar significado estadistico, (r=-0.145, ¥ r=—0;10,
regpectivamente}. Mientras que en los hermanos sin diabetes y
en los padres, esta correlacidn fue positiva (r=0.02, p ns y
r=0.179, p hs, respectivamente)

Mediante andlisis de regresidn lineal, sé examind la relacidn

entre el tamafio de la apc({a) =n los cuatro grupos {Figura 13).
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Figura 13. Analisis de regresidén lineal entre los fenotipos de
apo{a) de los padres y los fenotipos de sus hijos con (A, C} ¥
sin (B, D) diabetes mellitus tipo 1.
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ﬁl tamafio de los fenotipos de apol(a), tanto de-los‘padres como
de.  las madres correlacionaron significativamente con los
fenotipos del hijo sano, y con los del DMI. El tamafic de las
isoformas_de apo{a} én el DMl estuve determinado, en 8% por los
fenotipos del padre y hasta en 24% por las isoforﬁas de 1la
madre, los fenotipos del hermanc sin diabetes, eg 3% y 28%,
respectivamente. Las isoformas del DMI1, también correlacionaron
significativamente con las de su hermaho no diabético, r=0u709,

p< 0.001.

L e e e ]
DISCUSION

En -este trabajo. dos aspectos relacionados ‘con la Lp(a) fueron
abordados: 1) La identificacidn de los fenotipos de apo(a) y 2)
sy asociacién con las concentraciones de Lp{a) en la diabstes
mellitus_tipo 1.

Con relacién al primer puntc, diferentes métodos ¥ diveisos
esténdares como la miosina, fosforilasa B, B-galactosidasa vy
apoB-100 han sido uﬁilizados para la identificacién de las
isoformas de apo(a), esto ha contribuide a la imprecisién en la
identificacién de las isoformas de apo{a) y a que los
iesultados‘ de diversos estudios no sean comparables. Por
ejemplo, los .esténdares que se han Iusadé ~son proteinas cdn

propiedades fisicoquimicas distintas a las de la ape(a),

algunas con peso molecular mencr al de las isoformas de apo(a)
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de menor tamafo. El empleo de apoB-100, una de las proteinas de
la Lp(a), tiene un peso molecular de 550 kDa que se encuentra
entre el rango de los pesos moleculares de la apo(a) 300 a 900
kDa, sin embargo, sur migracidén es deficiente en geles de
péliacrilamida(SS); poer 1o que el peso molecular de 1z
iscformas de -apo(a)l  pudiera ser subestimado. El uso de
isofcrmas recombinéntes de apd(a) con nimero de répeticiones
del K IV tipo 2 cbnocido, es posiblemente una de las mejores
opciones para estandarizar la determinacién de los fenotipes de
épo{a)(BB). La relacién entre el nimero de kringles IV y el Rf
en nuestro sistema, se ajustd a una ecuacidn de segundo oxden
con una resolucién de 1 a 2 KIV compargble cen lo informado por
otros investigadores{i00,101). El método para la identificacién
de los fenotipes de apol(a) que se implementd para este estudioc
tiene una resolucidén de 1 'a 2 kringles iV y la correlacién con
el genotipb de apo(a) determinade por campo pulsado és de (0.93
(88). Otros procedimientds gue también han contribuide a 1la
variabilidad de 1los =zresultades son la concentiacién por
liofilizacidn, alguilacién de la proteina ¢ el uso de isétopo§
radiactiﬁos(;oz,ds). fn nuestra experiencia, ajustando por 1la
concentracidén de Lp(a) en.plasma se puede prescindir de estos
procedimientos y es posible identificar las dos isoformas de -un
sujeto en 84.5% de los casos, una iscforma en 14% y solamente
en 1.5% de las muestras, 1la apocf{a) .no fue identificada

probablemente debido a la baja concentracién en plasma.
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Resultados similares a estos han sido informados por otros
autores (103} . Es importante sefialar gue la 'sensibilidad dei
método descrite puede verse afectada poxr las condiciones vy
tiempo de .almacenamiento de la muestra, por el tipo de
anticuexpo anti apo(a), la ernzima acoplada al anticuerpo y el
sustrato usadoé en la inmunctransferencia(Z8). En conclusidn,
los resultados indican que el uso del métedo descrito, permite
obtener resultados comparables a los de .algunos métodos
previamente infcrmades, perc con algunas ventajas: (1) no se
requiere de tiratamiento previe de la muestra, concentracidn o
medificacién guimica, (2) el tiempo para obtener losliesultados
se reduce, en promedio, casi un 50%, (3) los resultados pueden
sexr interpretados en fuhcidén del peso mbleculax ¢ del ntmero de
repeticicnes delrkringle IV en la lsofcrma de apoia).

Con relacidn al segdndo punto que nos intefeéé estudiar podemos
decir gque la diabetes mellitus  es un factor de_ riesgo_
independiente de EAC{104); tantc en la tipo 1 como en el tipo
2, .y que el riesgoc puede incrementarse hasta 4 veces en estos
ehfermos(lﬂS). El mecanismo mediante el cual el paciente con
diabetes.dcsarrolla la atercsclerosis no es bien conocido, pero
intervienen nUMEeroscs factores, como la gluceosilacién de
proteinas, la oxidacién de las LDL, la hipertensiéﬁ arterial,
la enfermedad renal y la formacidn de trombos(ios). Aungue se
ha sugerido gus en la diabetes mellitus, .la Lp(a) puede

incrementar el riesgo de aterotrombogénesis(107), no en todos
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los estﬁdios, la concentracién. de esta lipoproteina se ha
encontrado elevada(l08). Recientemente se ha informade gque el
aumento en la concentracién de Lp(a) en plasma puede ocurrir en
pacientes diabéticos con menos de 15 afics de evolucién(109),
nuestros resultados no apoyan esta hipétesﬁs v confirmah qué en
la DML con 8.4 afios de evolucidén y el no diabético, no existe
diferencia significativa en ia concentraciodn de esta
lipoproteina. Resultados similares también se han observado en
diabéticos tipo 1 con 40 aflos de edad y con mds de diez afios de
evolucidn de la enfermedad (110). Es probable que las
discrepancias en los resultados de la literatura se deban al
_diseﬁo de los estudios. ¢ a que los diabéticos estudiados
presentéran algunas variables ¢confuscras como: proceSds
inflamatorios, hipotiroidismo o insuficiencia renal, que pueden

incremehtan la concentracién de esta lipoproteina(111i,112). En
este estudio, se pusc especial cuidade en no incluir sujetes
con algin trastorno gque modificara la concentracién de lipides
o lipoproteinas, incluyende la Lpl(a).

La s%militud en la distribuciodn de las concentraciones de Lp(a)
en los cuatro grupos estudiados y la correlacidn significativa
de las cifras de Lp(a) ae log DM1 con la de sus familiafes,
confirma gue no hay diferencia en las cifras de Lp{a) de los
diabéticos con relacién a sus familiares saﬁos. Por otro lado,
los coeficienfes de determinacién de la apc(a} obtenidos de los

DM1 con sus padres fue de 43 % y 61%, respectivamente, también
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confirman el alto grado de heredabilidéd de esta apoproteina.
Resultados come los nuestres, han side informados por . otros
investigadores{113,114}. El1 hecho de gque no exista una mayor
frecuencia de isoformas peguefias en los DMl al compararlos con
sus familiares, sugiere que los fenotipos de “apocf{a) 1o
confieren mayor riesgo de aterosclerosis a los pacientes como
se.ha infb{mado recientemente (109} .

La distribuciéﬁ bimodal de los fenotipos de apola) observada en
el DML vy en sus familiares, confirma lc informade en otros
estudios (115,116} ; wvarias hipétesis se han propuesto para
explicax eéte.fenémeno: 1) Puede ser un sesgo del métodoe al
determinar el tamafic del fenotipo de ape{a). En nusstro caso,
esta posibilidad es minima, va que las isoformés fueron
asignadas automaticamente por el 'programa en el gue se
analizaron las ihmunotransferencias y a que dos estandares de
la curva, el de 14_KIV ¥y el de 26 KIV, corresponden exaﬁtaménte
con la mayor Zfrecuencia de cada una de las modas vy a que el
estandar de 18 KIV, corresponde a la isoforma de apo(aﬁ con la
frecuencia mas baja entre las dos modas.

Se ha propuesto que la distribucién bimodal de lia apo(a).se
debe a2 gue los individuos .expresan dos alelos de apo{(a) de
diferente tamafio. Sin embérgo, en nuestra serie la distribucién
de apo(a) En los sujetos cen una $Scla isoforma, también fué
bimodal. En la muestra estudiada, obtenida de una poblacién

mestiza,. el fendmeno también pudiera explicarse por la mezcla
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de 2 grupos é&tnicos con distribucicnes de frecuencia de apo{a)
distintas, caucasicos espaﬁolgs y amerindicos, sin embargo, en
otros grupos étnicos en los gque existe egquilibrio génicotambién
se ha encontrado una distribucidn bimodal (115).
Finalmente, la distribucidn bimodal puedé ser el resultade de
variacicnes genéticas en el promotor del gen de apo{a), el cual
puede regularse afectande la expresidén de algunos alelos de
! ' .
apo{a) (3117} . De ser. asl, esta regulacién diferencial seria un
mecanismo norﬁal para la expresién del gen de la apo(a).
En nuestra serie, no encontramos una %elaci@n inversa significativa
entre la apo(a) y la concentracién de Lp(a) del DM1I o de sus
familiares, come sSe ha informade en olbros estudios(11B). 'Esta
relacidn inversa, no siempre se ha encontf#do en estudios clinicos,
Con base cen resultados obtenideos en hépatocitos de primates, se ha
sugerido dque ;a Ielacién inversa se debe a un retrasc en la
maduracidén y en la secreciéon de las isoformas de apo{a) de mayox
tamafio (119,120). Sin embarzge, en el humanc se ha demostrado gue los
sujetos homocigotes portadores de isoformas peaquefias de apola), (<22
kringles), pueden tener concentraciones de 3 a 284 mg/dl de Ip(a) vy
gque homocigotos con apof{a) grandes, (> 30 kringles), pueden tener
valores_ bajos de Lp{a) entre 1 y 24 mg/dL{104). Por lo tanto,
nuestros resultados apoyan la hipétesis de gue el tamafo dé la
apocf{a), no es el unice ni el determinante mas importante de la
concentracién de Tp(a) en la diabetes mellitus. tipe 1 vy gque la

relacién entre la Lp{a) y la apo(a) es mas compleja.
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En conclusidn, %os resultados nuestran .que, _tanto la
concentracién de Lp(a) como la distribucidn de las isoformas de
apc(a) en el paciente cén diabetes mellitus tipe 1 son
sim;lares a las dé sus familiares sanos} que el riesgo de
aterosclerosis en la DML no esta asociado con los niveles de
Lp(a}, ni con uné mayor frequencia de alguna de las isoformas

de apola).
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