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RESUMEN.

En este trabajo, dos aspectos relacionados con la Lp(a) fueron
abordados: 1) La identificación de los fenotipos de apo(a) y 2)
su asociación con las concentraciones de Lp(a) en la diabetes
mellitus tipo 1.
Las isoforinas de la apolipoproteina(a) se identificaron en
plasma usando como referencia 5 fenotipos recombinantes de
apo (a) de 10 a 34 kzingies IV y mediante electroforesis en
gel discontinuo de acrilamida 3.75% / 6%. seguida de una
inmunotransferencia a papel de nitrocelulosa de alta afinidad y
su análisis por densitometria. Los resultados indican que el
uso del método descrito tiene una resolución de 1 a 2 kringles
IV, no se requiere de tratamiento previo de la muestra, el
tiempo para obtener los resultados se reduce en 50%. En 901 de
las muestras fue posible identificar al menos una isoforma.. Con
este método se estudiaron 2 5 pacientes con DM1, de 1 a 17 años
de edad, a un hermano sin diabetes y a ambos padres. Se
determinaron las concentraciones de: glucosa, microalbuminuria,
hemoglobina glucosilada, lípidos, lipoproteinas, apoproteinas A
y B, Lp{a) e isoformas de apo{a).
La mediana de Lp(a) en el DM1, en los hermanos, padres y
madres, fueron de 8.3, 8.2, A.2 y 9.3 mg/dL respectivamente (p
N£>) . La prevalencia de Lp{a) mayor de 30 mg/dL, fue igual en el
DM1 y su hermano, pero 3 y 1.5 veces mayor a la de sus
progenitores. La Lp (a) de cada progenitor correlacionó
positivamente con la Lp (a) de su hijo sin diabetes (p< 0.03)
pero no con la del DM1. En el DMl y sus familiares, la
distribución de apo (a) fue bimodal (p NS). En el no DM y en las
madres la Lp{a) fue significativamente más alta para aquellos
sujetos con una y dos isoformas, respectivamente. La apo(a) del
DMl y de las madres correlacionaron inversamente con la Lp(a).
La apo(a) de los progenitores correlacionó significativamente
con la de sus dos hijos. No hay diferencias en la concentración
de Lp(a), ni en la distribución de las isoformas de apo (a)
entre el DMl y sus familiares. El riesgo de aterosclerosis en
la DMl no se asocia con la concentración de Lp (a) ni con las
isoformas de apo{a).



I LIBIDOS Y LIPOPROTEÍKAS.

El colesterol, los triacilgliceroles, los fosfolípidos y los

ácidos grasos, son elementos estructurales de las membranas

celulares, son fuente de energía y precursores de hormonas y

vitaminas. Se combinan con algunas proteínas, conocidas como

apoproteínas o apos, para formar las iipoproteínas. El centro

de estas macromolécuias está compuesto por lipidos

hidrofóbicos, triacilgliceroles, esteres de colesterol y

colesterol no esterificado, rodeados por una capa de

fosfol.ípidos con las cadenas de ácidos grasos hidrofóbicos

dirigidos hacia el centro y los extremos polares hidrofílieos

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

Figura 1. Es&uctura de las lípoproíeínas. CL cotesteroí Ubre, FL: fosfiaiipidos,

Apo: apolipoprofeíns, TG: triacügüceroj, CE: cotesteroí esterificado

mAh



Se han empleado diversos criterios para la clasificación de las

lipoprotelnas: composición química (cantidad y naturaleza de

los lípidos y de las proteínas), actividad frente a polianiones

y lectinas (reacciones de precipitación), actividad

inmunológica {anticuerpos anti-apoproteínas), por su origen,

metabolismo y por sus sus propiedades físicas (dimensiones,

movilidad electroforática, densidad). Actualmente, las

propiedades fisicoquímicas son las más usadas, de ellas deriva

el nombre que cada una recibe(Tabla I).

Tabla I

Clasificación de las .lipoproteinas en función de su densidad de
hidratad ón (1,2).

Lipopro-
teina

Qu
VLDL
IDL
LDL
Lp(a}
HDL;
HDL!

Tamaño
0 (nm)

> 70
30-90
20-30
18-25
26.9
10
7

Densidad
[g/mL]

0.94
0.930-1.006
1.006-1.019
1.019-1.063
1.050-1.120
1.063-1.125
1.125-1.210

Movilidad
electrofo-
rética

Origen

Pre-¡3
p-lenta

P
p-hundida

a-1
a-2

TG

86
55
23
6
19
5
3

Porcentaje
Col.

5
19
38
50
45
22
17

FL

7
18
19
22
5
33
25

Prot.

2
8
19
22
27
40
55

Q]i: Quilornicrón, VLDL: lipoproteína de muy baja densidad, IDL:
lipoproteina de densidad intermedia, LDL: lipoproteína de baja
densidad, Lp(a)rlipopioteína(a), HDL: lipoproteína de alta
densidad, 0: diámetro, Prol.: proteína, TG: triacilgliceroles,
Col.: colesterol total, FL: fosfolípidos.

Los quilornicrones (Qu) son las lipoproteinas más ricas en TG,

se sintetizan en el intestino, normalmente se encuentran en el

plasma después de la ingestión de los alimentos y su principal

función es el transporte de los lípidos de origen exógeno.



Las lipoproteínas de muy baja densidad (VLDL), también son

ricas en triacilgliceroles, pero son sintetizadas en el hígado

y transportan los lipidos de origen hepático hacia los tej idos

periféricos. Los TG de las lipoproteinas son hidrolizados,

principalmente, por una lipasa de lipoproteinas •• (LPL) • Al

perder parte de sus triacilgliceroles estas lipoproteinas se

convierten en remanentes de quilomicxón 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 fracción de ellas también puede sintetizarse directamente

en el hígado. Estas lipoproteinas son las principales

transportadoras del colesterol, se unen a sus receptores

localizados en la superficie de prácticamente todas las

células, aporLando colesterol a los tejidos periféricos.

Las lipoproteinas de alta densidad (HDL), además de ser

part í culas ri cas en col estero!, son ricas en proteínas. Su

principal función es transportar el colesterol de los tejidos

periféricos al hígado, donde se metabolizan o se excretan por

las sales biliares, este proceso se conoce como transporte

reverso del colesterol-

Las apolipoproteínas tienen tres funciones básicas en una

lipoproteína: son proteínas estructurales, cofactores de

enzimas lipolíticas y son los ligandos de receptores

específicos localizados en la membrana celular. Las principales

apolipoproteínas, su peso molecular, el sitio de biosíntesis,



la 1ipoproteína de la que forman parte, su función y

concentración en plasma, se enlistan en la Tabla II.

Tabla II

Características y propiedades de las principales
apoJ i poprote.í ñas humanas (3).

Apo P.M.
(kDa)

Localiza
ción

Función Origen [mg/dL]

AI 28,016 HDL, Qn

AII 17,414 HDL

AIV 4 6,4 65 H D L, Q^

Apo(a) 300,000 Lp(a!
a

800,000

Cofactor de
LCAT.

Catálisis de
LH.

Activador de
LCAT.

Interfiere la
fibrinólisis.

Metaboli smo y

Hígado e 121±24
intestino

Hígado 37±9

Hígado e
intestino

Hígado

98+20
B-100

B-4 8

CI

C U

D

E

532

264

6,

8,

22,

34,

,000

,000

630

900

000

145

VLDL,
1,DT,

Qj-l

HDL,

VLDL, Qf.L

HDL,

VLDL, Q[i

HDL

VLDL,
HDL

11 gando de
receptor.

Estructural y
secreción.

Activador de
LCAT.

Cofactor de
LPL.

Transporte
reverso de
colesterol.
Ligando de
receptor.

Hígado

Intestino

Hígado

Hígado

Hígado

Hígado

*

7±2

3.7+1.
8

« a a

4±1

P ,M,. : peso molecular, Qji: quilomicrón, LCAT:
acíltransferasa, LH: lipasa hepática,
lipoproteínas, (*) En el. postprandio la
variable y en ayuno no se encuentra en plasma

Metabolismo de los Quilomocrónes.

lecitina-colesterol.
LPL: lipasa de
concentración es



Los quilomicrones se ensamblan en las células de la mucosa

intestina]., 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 que la

lipoproteína sea transportada a través de la pared de los vasos

linfáticos y de éstos al torrente sanguineo. Otras apos que se

agregan al. Q]X en la mucosa intestinal son la apoAI y AIV(4) .

Los Q\x son transportados por el conducto torácico hasta el

sistema porta y de ahi al hígado, donde son metabo1.izados. La

LPL que se encuentra unida a las células endoteliales de la

pared vascular se libera al torrente sanguíneo en presencia de

lipoproteinas ricas en triacilgliceroles, la apoCII del Qja es

el cofactor p¿-ira que la LPL se active y comience la hidrólisis

de los TG (5) . Después de la hidrólisi s de TG, los componentes

de superficie, apoAI y apoC.II, se intercambian por apoE de las

HDL nacientes. Los monoacilglicerol.es y los ácidos grasos

generados son catabolizados en las células musculares o se

depositan en el tejido adiposo como TG. El Oji al perder

triacilgliceroles disminuye de tamaño, transformándose en

remanente de Q|i. La apoE guía al remanente de Qu al receptor de

apoE en la membrana de los hepatocitos, donde es internalizado

(6)- (Figura 2) .



Figura 2 Metabolismo normal de los quitomicrones Al, A1V, B48, Gil, E: apoiipoproteínas,
TG: triacilgíicerol, A.G: ácádo graso, HDL: lípoproteína de afta densidad (7)



Metabolismo de las VLDL.

El metabolismo de las VLDL es similar al de los Qji. Las VLDL

son sintetizadas en el hígado y su principal componente

proteico es la apoB-100. La apoB-100 es indispensable para el

transporte a través de la membrana de los hepatocitos. Al

entrar en la circulación, la VLDL adquiere la apoCII de las

HDL, cofactor de la LPL que modula su actividad. Por un

mecanismo similar al del remanente de Q\i, las VLDL se

transforman en remanentes de VLDL o IDL, enriquecidas en

colesterol y con dos componentes proteicos básicos, la apoB-100

y la apoE obtenida por intercambio con las HDL{8). Las IDL se

unen a los receptores hepáticos apoB-E, son internalizadas y

cataboiisadas en el hepatocito. Algunas IDL permanecen más

tiempo en circulación y al pasar por el hígado la lipasa

hepática de triacilgliceroles hidroliza los TG restantes en la

molécula para convertirla en LDL (Figura 3).

Metabolismo de las LDL.

El colesterol y los triacilgliceroles de origen hepático son

ensamblados en las VLDL. La hidrólisis de los triacilgliceroles

de esta lipoproteína la transforma en LDL(7), el principal

transportador de colesterol en la circulación sanguínea. A

través de la apoB-100, las LDL circulantes se unen con alta

afinidad a su receptor apoB/E, que se encuentra prácticamente

en todas las células.
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Figura 3. Metabolismo de típoproteínas de muy baja densidad, VLDL A6: ácido graso; B-100, Cll, A,
E: apolípoproteínas, VLDL., LDL, IDL^ HDL: [¡poproteínas de muy baja, baja, intermedia y alta
densidad, respectivamente; T<3: triacilgticerol; C: coiesterol; LPV. íipasa de lipoproteinas (7).
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La LDL y el receptor son internalizados a las células por

CMidociLosis(7) . Las vesículas de endocitosis fusionan su

membrana con la de los lisosomas, cuyo contenido de enzimas

esterasas tiansforma el colesterol esAerificado en colesterol

libre(9). El receptor puede ser reciclado a la superficie

celular para unir otra LDL o puede ser catabolizado por

proteasas.. El colesterol libre que ha salido del lisosoma viaja

a las cisternas del retículo endoplásmico rugoso donde tiene

tres efectos importantes: a) disminuye la actividad de la

enzima 3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA reductasa, que cataliza el

primer paso en la biosíntesis de novo de colesterol; b) aumenta

Ja actividad de la enzima AciL-CoA: Coiesterol Acil Transferasa

(ACAT), que estarifica el colesterol libre y c) disminuye el

número de receptores para apoB-100 expuestos en la superficie

celular. Esté último evento evita la acumulación de colesterol

en el interior de las células (10).

Cuando .la concentración de LDL en plasma es alta, el número de

partículas que migran al espacio subeñdotelial es mayor y

permanecen más tiempo en él. Las células del endotelio, los

monoci. Los y . las células de músculo liso secretan citocinas

{ inior I encina-I, factor de necrosis tumoral alpha), quimiocinas

(factor quimioatrayente de macrófagos monocitos e interleucina

8) que oxidan las LDL haciéndolas afines por los monocitos, que

se transforman en macrófagos y finalmente, debido al cúmulo de

colesterol, en células espumosas(11).

10



Metabolismo de las HDL.

Las MIHt nuc Lonl.üs se ensamblan en el intestino y en el hígado a

partir de fosfolípidos, apo-AI y componentes de superficie del

Qf.i. Estas partículas, de forma elíptica, incorporan el

colesterol libre de las membranas celulares de los tejidos

periféricos y probablemente, también de las placas

aterosclerosas. La enzima lecitina:colesterol O-aciltransferasa

(T.CAT) , ádher .i ón a 1 a «uper.fi ci« da 1 a ílDT, nací ente y activada

por la apoAI, esterifica el colesterol libre, que migra al

i.nter.i or hideofóbico de la lipoproteína; ésta, se transforma en

una partícula esférica, la HDL3. Este proceso hace la HDL3 más

grande y J igera, transformándola en HDL2, fi.guia 4(12). El

colesterol esterif icado es removido de las HDL por dos

nitícnri i :.;mos: 1 . - medí ante i a p[:üt.e.ín¿j Ltariüf eridoia de ésteies

de colesterol (CEITP) que intercambia el colesLerol esterif icado

de Las HDL.} por TG de las 1 ipoproteinas que contienen apoB (Qu,

VI,HL, TDT, y T,DI.) , estas lipoproteínas lo llevan de regreso al

11 \ yado donde -ic rnetubol i.za, y 2. - mediante la acción de la

lipasa hepática, localizada en el endotelio hepático, esta

miz i ma no so Lo h 1 drol;¡ za t r. i aci lg 1 icer oles, sino que además,

por sus ricti vi dad de fosfo.l i pasa, hidroliza fosf olí pidos de las

HDL. \,a pérdida de esteres de colesterol y de fosfolipidos

convierte la UDL?., de nuevo, en HDL3 (Figura 4} (13,14). Las HDL

pueden permanecer en circulación durante varios días antes de

ser catabolizadas por el hígado, riñon y otros tejidos.



Tejido^ periféricos

Intestino

Hígado

Superficie

VLDL

Lipasa
hepática

Figura 4. Metabolismo de las lipoproteínas de afta densidad (HDL). Qy: quitomiaón, LCAT:
tecitina:coiesteroi O-aciltransferasa, CE: cotestertí esterificado, CETP: eníima transferidora de
esteres de cotesterof, VLX)L, IDL, LDL y HDL3 y 2: lipoproteínas muy baja, intermedia, baja y alta
densidad, respectivamente(7).
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III DIABETES MELLITUS Y ATEROSCLERQSIS.

La Diabetes Mellitus (DM) es un síndrome que se caracteriza por

anormalidad en la secreción de insulina o por deficiencia en la

acción de esta hormona que, en ambos casos, , conduce a la

hipexglucemia. La diabetes melJitus se suele acompañar de un

incremento plasmático de aminoácidos y lipidos.

f.a hiperglucemia crónica puede provocar múltiples

complicaciones en el paciente con DM: retinopatía, nefropatía,

neuropatía periférica y autonómica, alteraciones en la función

sexual, hipertensión arterial, enfermedad cerebro vascular,

anormalidades en el metabo I ismo de ]ípidos y un desarrollo

acelerado de la aterosclerosis.

Actualmente y a la .luz del conocimiento generado en los últimos

veinte años en I as úreas de la gene ti ca, la inmunología, la

bioquímica y la epidemiología, la DM se clasifica desde 1997 de

acuerdo a la etiopatogenia en: diabetes mellitus Tipo 1,

diabot-os meJli. l:us Tipo 2 (Tabla I), diabetes asociada a otras

enfermedades, diabetes gestacional e intolerancia a la

glucosa(15).

La a te rosc.le.ro sis es un proceso cróni co-degenerativo de la

pared vascular, resultado de la exposición a múltiples factores

de riesgo tanto genéticos como ambientales- En el paciente con

diabetes, lo atcro.sclerosis es lo causa número uno dé

mortalidad. Diversos estudios epidemiológicos y clínicos han

mostrado que en el paciente con diabetes mellitus la enfermedad

n



arterial coronaria es hasta cuatro veces más frecuente que en

1 OÜ sujoloíi ; i i. r i di.. iboLr::i (16-19-) . Aunque su incidencia está

estrechamente asociada a factores como la hipertensión

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). Actualmente en México existen aproximadamente 3.8 millones

de diabéticos y la DM ocupa el 3er lugar entre las causas de

mortalidad en el país (20).

Alteraciones del metabolismo de los lípidos en la diabetes

mellitus tipo 1.

r,as -alteraciones de .lípidos y 1 i poproteinas dependen, en mayor

o menor qrado, del tipo de di abetos, por -lo que es preciso

diferenciar entre las anormalidades de lípidos que ocurren en

Ion pncionlnn con d i nbf;t:cn 1 i po 1 y l. i po 2. Fin los adolescentes

con d Labetes tipo 1, la concentración del colesterol total es

igual a las de sus familiares no diabéticos; el coles terol de

las IIDL es más alto y los TG son más elevados, este perfil de

lípidos suele observarse con mayor claridad en las mujeres(21) .

En los sujetos con diabetes tipo 2, el colesterol total no

difiere de los no diabéticos, el colesterol de las HDL está

disminuido y los TG son claramente más elevados que en los

sujetos sanos (22).



Las alteraciones en el metabolismo de los lípidos y

lipoproteinas en el paciente con diabetes mellitus son el

resultado de la ausencia o deficiencia de insulina (diabetes

tipo 1) o bien de la hiperinsulinemia (diabetes tipo 2). En la

figura 5, se destacan (números en circuios negros) las

principales alteraciones del metabolismo lipoprotéico que

pueden encontrarse en un sujeto con diabetes: 1) La biosíntesis

de Qu en los enterocitos del intestino no está alterada; sin

embargo, en los DM obesos y con dieta rica en grasas aumenta la

producción de Qu y se retarda la lipólisis. 2) Cuando la

relación insulina/glucagón es alta aumenta el flujo de ácidos

grasos del tejido adiposo al hígado estimulando la biosintesis

de VLDL. 3) La deficiencia de insulina disminuye la actividad

de la LPL, favoreciendo la acumulación en plasma de

lipoproteinas ricas en TG. 4) El exceso de ácidos grasos en el

hígado del paciente diabético es frecuente y es muy probable

que el aumento de TG al interior de los hepatocitos regule a la

baja la expresión de los receptores para apoE, mediante los

cuales se internalizan los remanentes de Qp y las IDL. 5) En la

DM mal controlada la depuración de las IDL ricas en apoE y la

depuración de LDL via receptor apoB/E se encuentran

disminuidas. 6) La actividad del receptor de las LDL está

alterada debido a la deficiencia de insulina y las LDL no son

depuradas adecuadamente de la circulación. 7) En la DM aumenta

la glucosilación no enzimática y la oxidación de las LDL que,

15



en el subendotelio vascular, son reconocidas por los receptores

atípicos de los macrófagos, favoreciendo el desarrollo de las

placas aterosclerosas (23) .
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Producción

üpólisis

Tejidos periféricos

Captación o
modificación

Vía receptor
deLOL

Vía receptor
Atípico

Figura 5. Anormalidades en el metabolismo lipoprotéico en la
diabetes mellitus. VLDL, IDL, LDL y HDL3 y 2 : lipoproteinas de
muy baja, 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 asocian con

cualquiera de las manifestaciones de aterosclerosis coronaria

prematura(24-30).

III LIPOPROTEINA(a) Y FENOTIPOS DE APO(a).

En 1963(31) Berg, describió una "variación genética" de la LDL,

que definió como un determinante antigénico al que llamó

lipoproteina (a) o Lp(a). Posteriormente se demostró que la

propj edad a ni.. i. geni cu de la Lp (d) se debe a otra proUeina a la

que se llamó apoproteína(a). La existencia de la Lp(a) como una

lipoproteina distinta a la LDL se demostró mediante

electroüoresls. Esta lipoproteí na migra entre las partículas

bot;.ü y pro-bola, por: lo que también se le llamó pie-beta 1 o

pre-beta hundida(32)„ Al iniciarse la década de los setenta se

caracterizó la estructura de la Lp(a), sin embargo, durante los

siguientes años recibió poca atención. Entre 1987 y 1992 se

describió la homología de los genes del plasminógeno y de la

apo(a)(33-35). El gen de la apo(a) se caracterizó a mediados de

los noventa y actualmente se conocen bien la región 5'

adyacente al gen y los sitios de interacción de algunas

hormonas y factores que regulan su expresión (36,37).

La lipoproteina(a) (Lp(a}) está compuesta por una lipoproteina

de baja densidad (LDL) y la apolipoproteína (a) o apo(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 aminoácidos en forma de asa formada por 3 puentes

disulfuro, similares a las del plasminógeno(33) y a las de

otras proteínas del sistema fibrinolitico y de la coagulación.

La apoía} tiene además, un dominio de proteasa inactivo debido

a la substitución de una Arg por una Ser (Figura 6), Tabla IV*

Lipoprotefna (a)

• ,

HH•m

A R A

fflw.

«100

'roteasa

Apo<a)

Piasminógeno

(V Proteasa

i

Figura 6. Esquema comparativo de (a lipoproteína(a) y del piasminógeno La Lp(a) está
formada por una lipoprotefna de baja densidad (LDL), unida a la apo(a) a través de su Apo
B100 En la lipoproteína(a) no existe la actividad de proteasa de serína como en el
piasminógeno. I a V: unidades estructurales conocidas como "kringle" (38).

El polimorfismo de la apo (a) está determinado hasta en un 90%

por el gen de la apo(a) (39). En teoria, pueden existir

isoformas de apo (a) de hasta 52 K y en cualquiera de ellas
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siempre se encontrarán: una copia del KV, una copia del KIV

Lípo 1, múlLipJ.es copias del KIV tipo 2 y una copia de los

tipos 3 al 10. Por lo tanto, el número de copias del KIV tipo

2, confiere a la apo{a) su gran polimorfismo en tamaño y peso

molecular (Figura 6) . .

Tabla IV

Comparación de la Apo(a) y el plasminógeno humanos (40).

PARÁMETRO APO{a) PLASMINÓGENO % DE HOMOLOGÍA

Peso molecular

Secuencia
señal
Secuencia NH2
terminal

Kr inylc I

Kr. ingle II

Kringle III

Ktingle TV

Kr iriy Lo V

Sitio Activo

Triada
i :ri l;a 1 1 1", i c:a

230,000-
800,000

19 residuos

Glu-Gli-Ser-
His-Val-Val

AuiSoriLe

Ausente

Ausente

13--.37 copias

1 copia

Ser-lie

Ser-His-Asp

* 90,000

19 residuos

Glu-Pro-Leu-
Asp~Asp-Tir

1 copia

1

1

1

1

ñrg-Val

Ser-Hi s-rAsp

100

98

-

-

-

75-85

91

94

Las isoformas pequeñas y de bajo peso molecular se asocian con

el riesgo de enfermedad cardiovascular(41,42) y tienen mayor

;ir:l iv¡H;id fibr ¡noli I i c:a, por lo LunLo, es posible que no sólo

la concentración de la Lp (a) en plasma, sino que también el

I.(.irruífio do J .3 ¿ipo (n ) dcterrni ne el c iesgo cardiovascular asociado

d esta lipopioteina.



La existencia de las diferentes isoformas de apo(a) se

determinó inicialmente mediante electroforesis en geles de

poliacrilamida con SDS (PAGE-SDS) con muy baja sensibilidad, en

65% de las muestras no era posible la identificación dé las

isoformas por lo que se clasificaban como muestras portadoras

de "alelos nulo". En 1991, la sensibilidad se habia mejorado y

solo 28% de las muestras eran clasificadas de esa manera (43),

ese mismo año otros autores emplearon la electroforesis en

agarosa {44) y la electroforesis en campo pulsado (45), a

exdstencía de 2 3 y 19 isoformas de apo (a), respectivamente.

Tomando como referencia la movi.li dad relativa con respecto a la

apoB-100 y utilizando PAGE--SDS, se describieron seis di ferentes

isoformas: F, B, SI, S2, S3 y S4, siendo la isoforma F la que

rn-iqra más rápido y la S4 más lento. Posteriormente, algunos

investigadores asignaron valores numéricos consecutivos del. 1

al 1.1 a las diferentes Lsoformas de apo(a)(46). Sin embargo, la

manera más adecuada de clasificar esta lipoproteína debe ser

con base al número de kringles.

Las propiedades fisicoquímicas de la apo (a) como la

g.1 ucosi 1 ación de la molécula hasta en un 23% de su peso(47), el

número variable de repeticiones del kringle IV tipo 2 y la gran

variación en su concentración plasmática (<1 mg/dL a más de 120

mg/dL) han sido los principales obstáculos para el desarrollo

de un método electroforético sensible, específico y preciso,

capaz de separar adecuadamente todas las isoformas. La
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aplicación de diferentes métodos y el uso de diversos

estándares de peso molecular(48-50), han sido otras de las

causas de las discrepancias, en los resultados.

IV LIPOPROTEÍNA(a) Y ATEROSCLEROSIS.

Poco tiempo después del descubrimiento de la Lp(a), varios

estudios retrospectivos de casos y controles demostraron que

las concentraciones elevadas de la lipoproteina se asocian con

incremento en la incidencia de enfermedades cardiovasculares

como: enfermedad arterial coronaria (fcJAC) , infarto agudo ÓQI

miocardio, aterosclerosis carotídea, enfermedad vascular

cerebral, y enfermedad arterial periférica oclusiva(51,52). Sin

embargo, en estudios prospectivos los resultados son

contradictorios. Algunos estudios informan incremento de la

Lp(a) en los pacientes con EñC(53,54), mientras que otros no

nncuciitran asociación(55,56). Las posibles explicaciones a

estas contradicciones pueden ser el tamaño de la muestra, los

criterios de inclusión, la duración del estudio, la colección y

almacenamiento do la muestra y los métodos de medición de

Lp(a).

La disminución del colesterol del plasma con • fármacos

hipoJ ipumlanltia, puede reducir.1 el número de eventos coronarios

hasta un 35%, es decir que 65% de los pacientes que reciben el

tratamiento continúan con cifras elevadas de colesterol y por
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lo tanto con riesgo elevado de desarrollar

aterosclerosis(57,58) . Con base en estudios epidemiológicos

realizados en diversos países y do acuerdo con datos obtenidos

en una muestra representativa de la Ciudad de México, la Lp(a)

so encuentra elevada hasta en 33% de los pacientes con

cardiopatia(59). Ya que las cifras elevadas de esta

lipoproteina equivalen a tener una concentración de colesterol

total mayor de 24 0 mg/dL (60) o valores menores de 35 mg/dL de

CIIDL, el r.iosqo de infarto al miocardio en sujetos con Lp (a)

elevada se incrementa hasta 3 veces(61).

K:ÍI.-.Í:¡ com; I itíti (JMOÍÍ na bduan en que: 1) Kn los últimos JO años,

estudios de casos y controles han demostrado la elevación de

las concentraciones de Lp(a) en pacientes con EAC(62). 2} Las

c.¡. fias elevadas de Lp (a) se correlacionan con la incidencia de

a,Iof or>o I eran i 3 corona r i a, por i fór.i ca y cerebral. 3) Los

os Ludios prospectivos permiten probar de manera directa la

oonl t íbuoión de Ja \.,p(a) al. desarrollo de la enfermedad

coronaria. Sin embargo, los datos obtenidos de estudios

clínicos y de algunos estudios epidemiológicos son

contioversiales. 4) En estudios con inmunohistoquimica se ha

diütio.'iL t.jdo Id pt C:KMIC ¡ <j ció Jtp(u) en la pared de arterias

coronar: i.as y .1 a concónt:rae i ón do Lp (a) en p.l asma correlaciona

fiiqn i I ¡.crJl.lv.jriKínto con la c.nncnn\ rarj ón do la 1 ipoprotej na en

la pared arterial(63) . 5) Las mismas isoformas de apo (a) han

sido identificadas en el plasma y en la pared arterial. 6)



También se ha informado que la Lp(a) compite con el

pl.rism.¡.MÓqenó pon los a.i I:,.ÍOH de un íón a 3 a usina que poseen

diversas proteinas localizadas en la membrana de las células

cndoLcil i<jl ca, incluyendo la fibrina. La unión de Lp(a) a la

fibrina disminuye la formación de plasmina y, en.consecuencia

Id actividad fibiinoIiLica, lo que conduce a un estado

piotrombótico. Informes recientes señalan que la inhibición de

1 ri f i br i nói í s iÍS depende do la cantidad y tamaño de la

apo(«}(64,65). Todas eslas evidencian apoyan la hipótesis de

que ia concentración elevada de Lp(a) en plasma, es un factor

tío r i fv j r jo f in <i I r|fi.r;ii r r o I I o d<! f i i i l < ; r mníJ.itJ . i r l . c i j a l c u r ü l i a i i a .

VI LIPOPROTEXNA(a) Y DIABETES MELLITUS,

En el paciente con diabetes mellitus, la aterosclerosis

;n:o'l «f íjdf] fi.s una complicación írennente, especi alrnenh.e cuando

no existe un buen control metabóiico (66); sin embargo, los

factores que contribuyen a incrementar el riesgo de

a l:.eroñc.ler os i s en estos pacientes, no se conocen bien. Los

MÜÍU 1 t:;adoñ ció estudios epi demi o] ógi OOB, clínicos y

experImentales(67,68) sugieren que en el diabético existe una

MÍ I ;\c\ ón dÍMicl.-) í;n!..í<¡ l,i uontjt:fil.rü<;j.6ri o I evada CÍH Lp(a) y es I

desarrollo de aterosclerosis, aunque también se han informado

concentraciones similares de Lp(a) en pacientes diabéticos y en
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controles sanos(55,56). En otros estudios la mediana de Lp(a) y

la prevalencía de valores elevados de esta lipoproteína/ es

mayor en sujetos con diabetes{69,70), particularmente en

diabéticos con albuminuria(71,72). Igualmente controvertido, es

el hallazgo de que las cifras de Lp(a) dependan del grado de'

control metabólico del paciente(73-76).

VI PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Identificación de los fenotipos de apo(a).

El número de repeticiones del kringle IV tipo 2 de la apo(a) y

el amplio margen de variación de las concentraciones de Lp (a)

íin plasma, han .nido los principa los obstáculos para poder

donar rol l.¿u un itiéLodo elecLroíorét:. ico, especifico, sensible y

prociso, enpáy, dr-i separar los d ¡ f nronlier; fenotipos do cjsi-.a

apolipopioteína. Los métodos descritos para la identificación

<Jo ] ÍÍ apo(cj) omp.Lcfín como .relüíencia pxoLeinas diferentes a la

apo(a) como la fosforilasa B y la apoB-100, difieren también en

;¡cn.s i b.i. 1 Idud y orí resolución (77-82) , Tab]a V.
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Tabla V.

Métodos frecuentemente usados en la identificación de

GEL

CONCENTRACIÓN ELECTROFORESIS TRANSFERENCIA

% TIEMPO (H) TIEMPO (H)

Submarina

Agarosa

Acrilamida

PAGE

qr ad i. en I;o

PAGE

q nao ¡..ente

PAGE

gradiente

PAGE

HOMOGÉNEO

• PAGE1,

ÍIC)MCX;I-;NKO

1.5

3.75/0.8

2.':>-(>

2-16

4-16

7

18

i 2

Frente + 2

Frente + 2

2.5

10

18

10 (PVDF)

10 (PVDF)

0.5 (PVDF)

10

10

PACiEl: Electroforésis en gel de poli acrilamida, PVDF: Fluoruro de
polivinj.lideno.

Por lo anter ior, se consideró necesari o implementar un método,

espedí i co, sensible, reproducá ble y práctico pa*a la

identificación adecuada de las isoformas de apo(a).



Papel de la Lp(a) en la aterogénesis del paciente con diabetes

mallitus.

Se ha sugerido que la elevación de la concentración de Lp(a)

pudiera participar, independientemente de las otras

lipoproteinas y otros factores de riesgo, en el desarrollo de

la enfermedad vascular de la diabetes (83,84).

A diferencia de las otras lipoproteinas, las concentraciones de

Lp(a) están determinadas, hasta 90%, por el gen de la apo(a).

fin general, los estudios epidemiológicos han mostrado que el

tamaño de las isoformas de apo(a) correlacionan inversamente

con. la concentración de Lp(a) (85,86). Estos antecedentes

sugieren la existencia de algún determinante genético que, en

e] paciente diabético, determine mayor prevalencia de algunas

isoformas dé apo(a) y que pudieran influir en la concentración

de l.p(a) y nonUlbuir al desarrollo de aterosclerosis. Estudiar

los fenotipos de apo(a) y las concentraciones de Lp(a) en

pi\c. i.nnl.o.s con didbeles mellitus t i.po 1 y nn sus familiares sin

diabetes, permitirá probar esta hipótesis.

Finalmente quisiera destacar que en México, no existe

.i nformación sobre las frecuencias de los fenotipos de la

<ipoX i. pop tu Lo í na (fj), ni de la asociación de las isoformas con la

concentración de Lp(a) en el plasma del paciente diabético.
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HIPÓTESIS

1. Si la concentración elevada de Lp(a) es un factor de

riesyo para el desarrollo de aLerosclerosis coronaria, y

si existe mayor prevalencia de Lp(a) superior de 30 mg/dL

en ios pacientes con diabetes, es posible que en la

diabetes mellitus tipo 1 exista algún determinante

. genético asociado a los fenotipos de apo(a) menores de 22

"kringles", que explique las concentraciones elevadas de

Lp(a).

2. Si no hay diferencias en las concentraciones de Lp(a), ni

en las isoformas de apo{a) del paciente diabético al

compararlas con sus familiares sin diabetes, entonces la

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

diabetes tipo 1.

3. Las correlaciones de la Lp(a) y de los fenotipos de apo(a)

del paciente con diabetes mellitus tipo 1 y la de su

hermano sin diabetes con la l.p(a) y la apo (a) de sus

padres son d i. Terentes.

Vil OBJETIVOS DE LA TESIS

X. Desarrollar un método especifico, sensible, reproducible y

práctico para la identificación de isoformas de apo{a).
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2. Conocer los valores de Lp(a) en niños y adolescentes

mexicanos con DM 1.

3. Conocer la frecuencia de distribución de las isoformas de

la apolipoproteina(a) en el niño y adolescente con DM1, en

los hermanos sin diabetes y en su padres e investigar si

entre padres e hijos, sanos o con DM1, existe asociación

en la isoforma de la apolipoproteina(a)

4. K.-it IKÍ j n r ol grado de chorro'laclan dfi los valores de Lp(a)

de ios padres con los de los hijos no diabéticos y si hay
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VIII MATERIAL, MÉTODOS Y PROCEDIMIENTO

Electroforóais en gel de poli.acrxlaiai.da.

Se ni o¡orón modi ficaciones al método originalmente descrito por

LiaeiiiniU. (87), tan Lo en la preparación de la muestra como en la
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gel concentrador en el que fueron formados los pozos para

< !<!|>OM i t M r 1.1 rniK'.Ml r íi no |jn!|i¡)n'i con (,2b (i!, d o íicr i 1 m u i d a 30%--

bis~acri.Iam.ida 0.8*,' 1250 p.1 de Tris-HCl 0.5M pH 6.8, 50 \xl de

SDS 10'ft, 250 fil de persulfato de amonio 1.5%, 2532 \xl dé agua

desíonizada y 5 f.t.1 de TEMED.

Preparación de muestra y estándares.

K.l [JI .JvSinü :>o di Luyó de 1.: 2 a 1:6, con amortiguador de

reducción (N-eL LLenmorfolina 0.3<1M en Tris 1. 5M, pH 8.8, 2-

mercaploetanol Ü.83M y azul de bromofenoi 17.8 % en glicerol

al 10%). El estándar con cinco isoformas de apo(a)

recombinante (r-apo(a) ) de 10,14,18,26 y .34 kringles, se

prepa r:ó como se descrJ.b i.ó previ amenté (88) . Tanto el. estándar

corno e.l c:ont. rol y las mués I cas, incubaron en agua en

cbi.i I I i c ¡ 6n <lur.jnl.c3 '.¡ ruin, I..J (¡ 1 i¡tj( roí océs i.s se realizó a

licmperatura ambiente, a 35 V constantes durante 35 minutos y a

/() V dur.anU! .3 h.

Inmunotransferencia,

La transferencia de las isoformas de apo(a) a la membrana de

nUroceluiosa de alta unión (N.U roPure MSI INC. de 0.45 pm} ,

sci rciíj i i 7,6 cu un si slotna de; transferencia liquido, a 600 mA

"lui.itili: 1!) !iwn<89). La iiiíMiibi atid ;.ÍG b.Loqueo c o n una Boluc.Lón d e

leche descremada al 5% en amortiguador salino de fosfatos



(PBS) 40 mM - Tween20 0.3%f pH 7.5, durante 30 min a 37°C. has

¡sofonniis da apo(a) se idonl:.i Picaron con un anticuerpo

monoclonal anti apo (a) humana de Boehringer Mannheim GmbH,

Mannheim, Alemania , clona M1A2; IgGl(90) y con un anticuerpo

de cabía anti ratón, conjugado con peroxidasa de rábano (Gibco

BRL, Roclcville/ MD, EÜA, fracción IgG, H+L), ambos anticuerpos

fueron diluidos 1:1000 en PBS 40mM - Tween20 0.1%, pH 7.5: La

n i I roeol.ul.ona no expuso a nada uno do loa anticuerpos durante

1. h, a temperatura ambiente. Entre cada incubación se

real.i zaron 3 lavados de 5 min. con PBS 40 mM - Tween20 0.1%.

La mezcla cromógeno-sustrato fue de H2O2 - diaminobenzidina

0.03'i. en PBS 40 mM, La reacción se detuvo colocando el papel,

de nitrocelulosa en agua en ebullición.

Determinación del tamaño de las isoformas apo(a).

Kl análisis do Ja inmutiüLiansfertiiicia s& realizó digitalizando

la imagen con el programa Mo.lecu.l az AnalystTM/PC en un

dnn;? i tómet: ro BTO-RAD Mod . GS-670 . La deteimi nación del tamaño

de las isoformas de apo(a) se realizó mediante el análisis de

Ir] m i qr«c:i ón relativa (Rf) , en función de la curva estándar de

apo(a) recombinante(91). La sensibilidad del procedimiento se

determinó por dilución seriada de una muestra con 100 mg/dl de

i,p(a) (-33 mq/dl de protelna) que contenía un solo fenotipo de

apo (a) do 1 fi • kr ingina IV, aproximadamente 400 kDa. Los CV

intra e ínter análisis se determinaron en cuatro muestras con



fenotipos conocidos de 14, 16, 18 y 22 kringles IV, analizadas

en 12 geles preparados en diferentes dias.

Sujetos estudiados.

Se estudiaron. 50 niños y adolescentes, entre 1 y 17 años de

edad 2 7 hombres y 23 mujeres, 25 pacientes con diabetes

mellitus tipo 1 {DMl) de 1 a 8 años de evolución, 25 hermanos

no diabéticos y ambos padres 25 hombres y 25 mujeres. Todos

ellos aceptaron participar voluntariamente en el estudio.

Ninguno de los . sujetos estudiados padecía enfermedades que

alteraran .la concentración de lípidos y lipoprotéinas y tampoco

tenían antecedentes de hospitalización 3 meses previos al

estudio. Tanto al paciente con diabetes, como a sus familiares

se les determinaron variables antropométricas y fisiológicas

como: el peso, talla, Índice de masa corporal, tensión arterial

y variables bioquímicas como glucosa, llpidos, lipoprotéinas,

Lp(a), apoA, apoB e isoformas de apo(a). Al paciente con DMl,

también se le cuantificó microalbuminuria y hemoglobipa

glucosilada (HbAl). '

Análisis de laboratorio.

Después de un ayuno de 10 a 12 h, con el paciente en posición

sedente durante 20 min y sin estasis venosa, se colectaron 10

mL de sangre en un tubo con EDTA (lmg/mL). El plasma se separó

por centrifugación a 2500 r.p.m. durante 20 minutos a 4°C y se



almacenó en alícuotas de 250 a 500 u,l a -70°C hasta su

análisis.

La Lp(a) se cuantificó por inmunonefelomeria(92) con reactivos

de Beckman Inc., (Fuilerton, CA, EUA.) Los coeficientes de

variación {CV) intra e ínter análisis para la Lp(a) fueron

menores a 10%. Las mediciones de colesterol total y

triacilgliceroles(93,94) se realizaron utilizando métodos

enzirnáticos {Boehringei Mannheim). El colesterol en

lipoproteina de baja densidad se estimó con la fórmula de

Friedewald (C-LDL= CT-((TG X0.016)+C-HDL) (95). La determinación

del colesterol de lipoproteínas de alta densidad se realizó

después de precipitar las lipóproteínas que contienen apoB con

dextrán-sulfato y el colesterol de la fracción HDL3 se

cuanti f..\ có después de doble precipitación, también con dextrán-

sulfato (96) . El colesterol de HDL2 se calculó restando el C-

HDL3 del C-HDL total. El control de calidad de las mediciones

se efectuó a través del programa de Estandarización de Lípidos

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%, 0.61 y 1.1%,

respectivamente; y los CV inter ensayo fueron de 3.1, 2.6 y

3.9%, respectivamente. Los valores de corte para la

clasificación de hipercolesterolemia, hipertrigliceridemia e

hipoalfalipopioteinernia, en los niños, fueron; CT >200, TG >150

y el C-HDL <35 mg/dL, respectivamente. En los progenitores los

valores de corte fueron; CT >240, TG >200 y C-HDL <35 mg/dL.
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La HbA} se aisló en una columna con resina de intercambio

catiónico Bio-Rex 70 (Bio-Rad) y se cuantificó por

'espectrofotometria (97). La glucemia se determinó por el método

de glucosa oxidasa (Boehringer Mannheim}(98).

Análsis estadístico.

Se hizo análisis • de varianza (ANOVA) para comparar las

variables con ' distribución paramétrica y t de studeñt no.

pareada para comparar los valores medios. Las frecuencias de

distribución de Lp(a) y de los fenotipos de apo{a) entre los

gxupos se compararon mediante análisis no paramétrico con la

prueba de Kolmógorov-Smirnov para dos muestras. La

concentración de Lp (a) del DM1 se comparó con las de sus

Tami1 lares con la prueba no paramé! ri ca de Kruskal-Walli s y la

prevalencia de dislipidemia se. comparó por análisis de y}. El

análisis de covarianza se utilizó para comparar los grupos

después de controlar por variables de confusión como el C-LDL,

los TG y los fenotipos de apo (a) . Se usó el coeficiente de

regresión por mínimos cuadrados para conocer la independencia

do las concentraciones de la Lp (a) de los niños y las de sus

padres. El análisis estadístico de los datos se realizó con el

programa, SPSS 9.0.
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RESULTADOS.

Inmunotransferencia de apo(a).

La curva de sensibilidad para concentraciones de 30 a 300 ng

de proteina en la Lp(a), fue obtenida por dilución de una

muestra con 100 mg/dL de Lp{a) (Figura 7). La sensibilidad del

método fue de 50 ng de proteina. La correlación fue positiva

{y*= 0.158{X)-0.252) y estadísticamente significativa (p<0.001)

con una x2 de 0.989.

1,5

O
Q

0,5

50 100 150
Proteína total en Lp(a) {ng]

300 350

Figura ?. Curva de sensibilidad para la identificación de isoformas
de apo{a) . Una muestra con isoforma de 18 KIV (100 mg/dL cíe Lp(a))
se diluyó para obtener concentraciones de 30(1), 37.5(2), 50(3),
75(4), 150(5} y 300 ng(6) de proteina total. En el inserto se
muestra la inmunotransferencia para la curva de sensibilidad E=
Estándar de apo(a) recoinbinante. La flecha indica la concentiación
mínima cuantificable por el método utilizado»
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En la Figura 8, se muestra la resolución del. método en 8

muestras con diferentes fenotipos de apo(a). La isoforma de

menor tamaño fue de 11 KIV, muestra 1 y la más grande 28 KIV,

muestra 3. La máxima resolución fue de 2 KIV en la muestra 8

con 22 y 24 kringles IV.

4 6

10

Figura 8. Resolución de la inmunotransferencia de apo(a) en 8
muestras de plasma. E= estándar recombinante de apo(a). muestra 1:
27/11 KIV, muestra 2: 26/20 KIV, muestra 3: 28/19 KIV, muestra 4;
27/22 KIV, muestra 5: 26/22 KIV, muestra 6: 25 KIV, muestra 7: 22/19
KIV, muestra 8: 24/22 KIV.

Una regresión cuadrática fue la que mejor describió la tasa de

migración {Rf) de los cinco estándares recombinantes de

apo(a)(Figura 9).
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0,8-

34KIV

O 1,1 1,3
Apo(a) Recombinante (Log No KIV).

• " - } • " • •

1,5

Figura 9. Tasa de migración {Rf) de los fenotipos de apo £ a) {10,
14, 18, 26 y 34 KIV reconciliante) en PAGE 6%.

Los coeficientes de variación Ínter ensayo en 12 repeticiones

de diferentes muestras de plasma congelado a -10aCf fueron de

1.7, 2 y 1.4% para los fenotipos 14 KIV (414 kDa), 18 KIV (550

kDa} y 22 KIV (670 kDa), respectivamente. El tiempo total

empleado en la realización del inmunotransferencia y la

determinación del tamaño de la isoforraa en el densitometro fue

aproximadamente de 7 h.
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Características de los grupos.

En la Tabla 1 se muestran los valores medios para las variables

antropométricas y fisiológicas del . DM1 y sus familiares. No

hubo diferencia significativa entre niños y niñas para estas

variables por lo que fueron analizados conjuntamente. El

promedio de edad de los DM1 fue de 11.9 y 11.3 años en los DM1

y en sus hermanos no diabéticos, respectivamente (p ns}. No

hubo diferencia significativa en estatura, tensión arterial

sistólica o diastólica del DM1 y de su hermano sin diabetes.

Aunque el peso y el IMC fueron menores en los DM1, las

diferencias no fueron significativas. En las madres, la edad,

el peso y la estatura fueron menores al compararse con los

padres (p<0.02) (Tabla 1). El IMC, fue similar en ambos

progenitores.

TABLA VI

Características antropométricas de los sujetos estudiados.

DM1 No DM p3 Padres Madres pa

Sexo(H/M) 13/12 18/7 25/- -/25

Edad(años) 119±36 11,3±44 060 41 1±6.4 37,2±56 0,02

Peso (Kg) 39 7±14 4 45 0±18,5 0.26 73,,5±9.0 65 4±13,4 0 01

Estatura (cm) 144,8±2,,2 147,0±2,5 0.81 169.0±0 8 154.0±0.7 0 005

IMC (Kg/m2) 18 1±2 71 19 6±3 8 0.08 25.7±2 9 27,3±5 0 0 10

Los datos expresan el promedio i DE~ DM1: Diabéticos tipo T, IMC:
índice de masa corporal. a prueba de t no pareada.



Concentración de lípidos, .lipoproteinas y apoproteinas.

La concentración promedio de las variables bioquímicas de los

pacientes con diabetes y sus familiares se muestran en la Tabla

2. La glucosa, colesterol total (CT), colesterol de HDL {C-

HDL), colesterol de la fracción HDL2/ la apoA y apoB, fueron

significativamente mayores en el DM1 que en su hermano sanó

(p<0.G2). En las otras variables no hubo diferencias

significativas. La relación C-LDL/C-HDL, fue igual en ambos

grupos. En los progenitores, estas variables se encontraron más

altas en los hombres que en las mujeres, pero solo alcanzaron

diferencia significativa el CT (p=0.02), los TG (p=0.007) y la

concentración de apoB (p= 0.002);

TABLA Vil

Variables bioquímicas en pacientes con diabetes tipo 1 y sus familiares.
ÜMl ' ~ "~" No DM " '"" p'r Padres ~ MadMadres P

Glucosa mmol/L

flbAl %

MA ng/min

CT mmol/L

TG ramol/L

C-LDL mmol/L

C-HDL mmol/L

C-IIDL;. mmol/L

C-HDL3 mrnol/L

C-LDL/C-HDL

Apo AI mg/dl

ApoBlOO mg/dl

11.5±5

16.6+3

0.7 + 1.,8

4.9±1

l.l±0.7

3.1±0.8

1.210.4

0.4+0.4

0.8510.3

2..610.9

1.3.3.4 + 31

110.2+31

4.

4.

0,

2.

1,

0.

0.

2,

.9±0.2

ND

ND

,2±0.8

,9±0.4

.8±0.7

,0±0.,2

,2±0.2

8510.1

.7+0., 7

117.2+19

91.7+2.0

<0.01

-

-

0.03

0.40

0.13

0.05

0.02 .

0.88

0.8

0.04

0.02

6.4+2.9

ND

ND

5.3±0.9

2.0+0.9

3.6±0.8

0.9Í0..2

0.3±0.3

0,. 76±0.3

3,,8±0.7

123.9+29

141.5*30

5.0+0.54

ND

ND

4., 8 + 0.6

1.2*0.6

3.2±0.5

1.0+0.3

0.3+0.2

0.81±0.2

3.2+0.8

119.2±21

116.5+24

0.45

-

-

0.02

0.001

0.09

0.16

0.45

0.52

0.01

0.56

0.005

Los resultados expresan la media±DE * : p = DM1 vs, No DM, ": p = Padres vs. Madres
ajustado por edad e índice de masa corporal IHC. HbAlr hemoglobina glucosilada, MA;
Micioalbuminuria, ND: No medido, CT: Colesterol total, C-LDL: Colesterol en
lipoproteina de baja densidad, C-HDL, C-HDL2, C-HDL3: Colesterol en lipoproteinas de
alta densidad, TG: Triglicéridos. p calculada por flNOVñ. •
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La prevalencia de hipercolestexolemia e hipertrigliceridemia,

fueron mayores en el DM1 que en su hermano sano, (361 y 20% vs.

20% y 8%, p ns, respectivamente) • La prevalencia de

hipoalfalipoproteinemia fue mayor en los niños sanos que en los

DM1 (20% vs.16%, p ns) . La prevalencia de dislipidemia fue

mayor en los padres que en las madres; hiper col es ter olemia 28%

vs, 4%; hipertrigliceridemia 32% vs - 8%, e

hipoalfalipoproteinemia 36% vs. 32%. Ninguna de estas

diferencias fue estadísticamente significativa.

Concentración y distribución da Lp(a).

La distribución de Lp (a) en los cuatro grupos estuvo desplazada

hacia valores bajos, y la prevalencia de cifras de Lp (a) <10

mg/dL en el DM1, en el hermano sano, en los padres y madres fue

de 52%7 68%, 64% y 60%, respectivamente (Figura 10 ) . La

distribución de las concentraciones de Lp(a) en los DM1 no fue

estadísticamente diferente a la de sus familiares. En la tabla

3, se muestran las concentraciones de lipoproteína(a) para cada

uno de los grupos. La mediana de Lp(a) fue igual en el DM1 y su

hermano sano y casi dos veces mayor que en los padres. La

mediana de Lp (a) en las madres fue la más alta de los cuatro

grupos; sin embargo, las diferencias, con los otros tres

grupos, no fueron significativas..
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D D M 1 El No diabéticos

Padres • Madres

30 40 50

Lp(a) [mg/dL]

60 70 80

Figura 10. Distribución de la concentración de Lp(a) en el paciente
con diabetes atellitus tipo 1 y en sus familiares.

La prevalencia de exceso de Lp(a) (>30 mg/dl), fue de 12% en el

DMX y en ambos padres y de 20% en el hermano sin diabetes (p

ns) .

TABLA VIII

Concentración de tipoproteína(a) en diabéticos tipo 1 y sus familiares.

DM1 NoDM P Padres Madres P

"Medlaiñalp(aj l¡rng7dL)~ *~1T3 820 ñs* Í 2 0 "ais" ñs*"

25 percentHa (mg/dL) 2.6 3.45 - 1.69 2.35

75 percentiia (mg/dL) 25.7 19.05 - 13.85 24.00

(%>Lp(a)> 30 (mg/dL) 12 20 nsf 12 12 nsf

* = Mann Witbney, t~Xz
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El análisis de correlación de la Lpía) con las diferentes

variables antropométricas y bioquímicas en cada grupo mostró

que la Lp{a), únicamente correlacionó positivamente con el IMC

(r=0.424, p=0.03) en los pacientes con DM1, en los padres

correlacionó positivamente con el C-HDL3 (r=0.530, p=0.002) y

negativamente con los TG {r=~G.585 p=0.0Ü2}.

En 97% de los sujetos se identificó por lo menos una isoforma

de apo(a), 39% con una y 58% con dos isoformas. La distribución

de la apo(a) en los DM1 y sus familiares se muestra en la

Figura 11.

10 H 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30

Apo(a) No.de KringlesIV

Figura 11. Distribución de los fenotipos de apo(a) en la
población estudiada.

En los 200 sujetos estudiados se identificaron 154 fenotipos de

apo(a) cuyos tamaños estuvieron entre los 10 y 29 kringles IV
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con una la distribución de frecuencias blmodal,. 59% de las

isoformas se encontraron en la primera moda (15 KIV), y 41% se

encontraron en la segunda moda (22 KIV).La distribución de las

isoformas de apoía) fue similar en los cuatro grupos estudiados

y de acuerdo con la prueba estadística de Kolmogorov-Smirnov,

para comparar frecuencias, las diferencias en la distribución

no fueron significativas. Sin embargo, el fenotipo más

frecuente en los DM1 fue de 23 KIV, de 15 KIV en sus hermanos

sanos y en las madres, y de 22 KIV en los padres Figura 12.

11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30

Apo(a) No.de KringiesIV

Figura 12. Distribución de fenotipos de apa(a) en diabéticos
tipo 1 y en sus familiares.
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El tamaño de las isoformas de apo(a) de los diabéticos y de las

madres/ correlacionó inversamente con la concentración de Lp(a)

sin alcanzar significado estadístico, {r=-0.14 5, y r=-0.10,

respectivamente). Mientras que en los hermanos sin diabetes y

en los padres, esta correlación fue positiva (r=0.02, p ns y

r=0.179, p hs, respectivamente)

Mediante análisis de regresión lineal, se examinó la relación

entre el tamaño de la apo(a) en los cuatro grupos {Figura 1.3).
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Figura 13. Análisis de regresión lineal entre los fenotipos de
apo(a) de los padres y los fenotipos de sus hijos con (A, C) y
sin (B, D) diabetes mellitus tipo 1.

44



El tamaño de ios fenotipos de apo(a), tanto de los padres como

de las madres correlacionaron significativamente con los

fenotipos del hijo sano, y con los del DM1. El tamaño de las

isoformas de apo(a) en el DMl estuvo determinado, en 8% por los

fenotipos del padre y hasta en 24% por las isoformas de la

madre, los fenotipos del hermano sin diabetes, en 3% y 28%,

respectivamente. Las isoformas del DMl, también correlacionaron

significativamente con las de su hermano no diabético, r-0.709,

p< 0.001.

DISCUSIÓN

En este trabajo, dos aspectos relacionados con la Lp(a) fueron

abordados: 1) La identificación de los fenotipos de apo(a) y 2)

su asociación con las concentraciones de Lp (a) en la diabetes

mellitus tipo 1.

Con relación al primer punto, diferentes métodos y diversos

estándares como la miosina, fosforílasa B, B-galactosidasa y

apoB-100 han sido utilizados para la identificación de las

isoformas de apo(a), esto ha contribuido a la imprecisión en la

identificación de las isoformas de apo (a) y a que los

resultados de diversos estudios no sean comparables. Por

ejemplo, los estándares que se han usado son proteínas con

propiedades fisicoquímicas distintas a las de la apo(a),

algunas con peso molecular menor al de las isoformas de apo (a)
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de menor tamaño. El empleo de apoB-100, una de las proteínas 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, su migración es deficiente en geles de

poliacr i lamida (99), por lo que el peso molecular de la

isoformas de apo(a) pudiera ser subestimado. Él uso de

isoforrrias recombinantes de apo (a) con número de repeticiones

del K IV tipo 2 conocido, es posiblemente una de las mejores

opciones para estandarizar la determinación de los fenotipos de

apo (a) (88). La relación entre el número de kringles IV y el Rf

en nuestro sistema, se ajustó a una ecuación de segundo orden

con una resolución de 1 a 2 KIV comparable con lo informado por

otros investigadores(100,101)• El método para la identificación

de los fenotipos de apo(a) que se implemento para este estudio

tiene una resolución de 1 a 2 kringles IV y la correlación con

el genotipo de apo(a) determinado por campo pulsado es de 0.93

(88) . Otros procedimientos que también han contribuido a la

variabilidad de los resultados son la concentración por

liofili sación, alquilación de la proteína o el uso de isótopos

radiactivos(102,46). En nuestra experiencia, ajustando por la

concentración 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 isof orma en 14% y solamente

en 1.5% de las muestras, la apo(a) no fue identificada

probablemente debido a la baja concentración en plasma.
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Resultados similares a estos han sido informados por otros

autores (103). Es importante señalar que la sensibilidad del.

método descrito puede verse afectada por las condiciones y

tiempo de almacenamiento de la muestra, por el• tipo de

anticuerpo anti apo(a), la enzima acoplada al anticuerpo y el

sustrato usados en la inmunotransferencia(28). En conclusión,

los resultados indican que el uso del método desprito, permite

obtener resultados comparables a los de algunos métodos

previamente informados, pero con algunas ventajas: (1) no se

requiere de tratamiento previo de la muestra, concentración o

modificación química, (2) el tiempo para obtener los resultados

se reduce, en promedio, casi un 50%, (3) los resultados pueden

ser interpretados en función del peso molecular o del número de

repeticiones del kringle IV en la isoforma de apo(a).

Con relación al segundo punto que nos interesó estudiar podemos

decir que la diabetes mellitus es un factor de riesgo

independiente de EAC (104); tanto en la tipo 1 como en el tipo

2, y que el riesgo puede incrementarse hasta 4 veces en estos

enfermos(105). El mecanismo mediante el cual el paciente con

diabetes desarrolla la aterosc.lerosis no es bien conocido, pero

intervienen numerosos factores, como la glucosilación de

proteínas, la oxidación de las LDL, la hipertensión arterial,

la enfermedad renal y la formación de trombos(106). Aunque se

ha sugerido que en la diabetes mellitus, la Lp(a) puede

incrementar el riesgo de aterotrombogénesis(107), no en todos
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los estudios, la concentración , de esta lipoproteína se ha

encontrado elevada(108), Recientemente se ha informado que el

aumento en la concentración de Lp(a) en plasma puede ocurrir en

pacientes diabéticos con menos de 15 años de evolución(109),

nuestros resultados no apoyan esta hipótesis y confirman que en

la DMl con 8 • 4 años de evolución y el no diabético, no existe

diferencia significativa en la concentración de esta

lipoproteína. Resultados similares también se han observado en

diabéticos tipo 1 con 40 años de edad y con más de diez años de

evolución de la enfermedad(110). Es probable que las

discrepancias en ios resultados de la literatura se deban al

diseño de los estudios, o a que los diabéticos estudiados

presentaran algunas variables confusoras cómo: procesos

inflamatorios, hipot iroidismo o insuficiencia renal, que pueden

incrementan la concentración de esta lipoproteína(111,112). En

este estudio, se puso especial cuidado en no incluir sujetos

con algún trastorno que modificara la concentración de lípidos

o lipopxoteínas, incluyendo la Lp(a).

La similitud en la distribución de las concentraciones de Lp(a)
i

en los cuatro grupos estudiados y la correlación significativa

de las cifras de I.p(a) de los DMl con la de sus familiares,

confirma que no hay diferencia en las cifras de Lp(a) de los

diabéticos con relación a sus familiares sanos. Por otro lado,

los coeficientes de determinación de la apo(a) obtenidos de los

DMl con sus padres fue de 4 3 % y 61%, respectivamente, también
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confirman el alto grado de heredabilidad de esta apoproteina.

Resultados como los nuestros, han sido informados por otros

investigadores(113,114). El hecho de que no exista una mayor

frecuencia de isoformas pequeñas en los DM1 al compararlos con

sus familiares, sugiere que los fenotipos de apo(a) ño

confieren mayor riesgo de aterosclerosis a los pacientes como

se ha informado recientemente(109).

La dist.ribu.cion bimodal de los fenotipos de apo(a) observada en

el DMl y en sus familiares, confirma lo informado en otros

estudios <115,116); varias hipótesis se han propuesto para

explicar este fenómeno: 1) Puede ser un sesgo del método al

determinar el tamaño del fenotipo de apo(a). En nuestro caso,

esta posibilidad es mínima, ya que las isoformas fueron

asignadas automáticamente poi el programa en el que se

analizaron las ihmunotransferencias y a que dos estándares de

la curva, el de 14 KIV y el de 26 KIV, corresponden exactamente

con la mayor frecuencia de cada una de las modas y a que el

estándar de 18 KIV, corresponde a la isoforma de apo (a) con la

frecuencia más baja entre las dos modas.

Se ha propuesto que la distribución bimodal de la apo (a) se

debe a que los individuos expresan dos alelos de apo (a) de

diferente tamaño. Sin embargo, en nuestra serie la distribución

de apo (a) en los sujetos con una sola isoforma, también fue

bimodal. En la muestra estudiada, obtenida de una población

mestiza, el fenómeno también pudiera explicarse por la mezcla
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de 2 grupos étnicos con distribuciones de frecuencia de apo(a)

distintas, caucásicos españoles y ame-r indios, sin embargo, en

otros giupos étnicos en los que existe equilibrio génicotambién

se ha encontrado una distribución bimodal(115).

Finalmente, la distribución bimodal puede ser el resultado de

variaciones genéticas en el promotor del gen de apo(a), el cual

puede regularse afectando la expresión de algunos alelos de
i. i

apo(a) (117) . De ser así, esta regulación diferencial seria un

mecanismo normal para la expresión del gen de la apo(a).

En nuestra serie, no encontramos una relación inversa significativa

entre la apo (a) y la concentración de Lp (a) del DM1 o de sus

tamiliates, corno se ha informado en o tíos estudios (118) . Ésta

relación inversa, no siempre se ha encontrado en estudios clínicos.,

Con base en resultados obtenidos en hepatocitos de pzi.mat.es, se ha

sugerido que la relación inversa se debe a un retraso en la

maduración y en la secreción de las isoformas de apo (a) de mayor

tamaño(119,120) . Sin embargo, en el humano se ha demostrado que los

sujetos homocigotos portadores de isoformas pequeñas de apo(a), (<22

kringles), pueden tener concentraciones de 3 a 284 mg/dl de Lp(a) y

que homocigotos con apo(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 hipótesis de que el tamaño de la

apo {a) , no es el único ni el determinante más importante de la

concentración de Lp(a) en la diabetes mellitus tipo 1 y que la

relación entre la Lp(a) y la apo(a) es más compleja.
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En conclusión, los resultados muestran que, tanto la

concentración de Lp(a) como la distribución de las isoformas de

apo(a) en el paciente con diabetes mellitus tipo 1 son

similares a las de sus familiares sanos, que el riesgo de

aterosclerosis en la DM1 no esta asociado con los niveles de

Lp(a), ni con una mayoi frecuencia de alguna de las isoformas

de apo(a).
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