Originales

El fenotipo de lipoproteina(a): ;un marcador
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Objetivo. Estudiar la relacién entre las
concentraciones séricas de lipoproteina(a) y el
fenotipo de apolipoproteina(a) en un grupo de
varones con sindrome coronario agudo.

Pacientes y método. Se determinaron las
concentraciones séricas de lipoproteina(a) y el
fenotipo de apolipoproteina(a) a 22 varones de
entre 30 y 80 afios con sindrome coronario agudo,
al ingreso y al mes de evolucién.

Resultados. Los varones con un sindrome
coronario agudo muestran una frecuencia elevada
de fenotipos de apolipoproteina(a) de tamafo
pequeiio y concentraciones mas elevadas de
lipoproteina(a).

Conclusiones. El fenotipo de apolipoproteina(a)
puede desempenar un papel adicional en la
etiologia de la enfermedad arterial coronaria.
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LIPOPROTEIN(A) PHENOTYPE: A GENETIC
MARKER FOR CORONARY HEART DISEASE?

Objective. To study the relationship between the
plasma concentrations of lipoprotein(a) and
apolipoprotein(a) phenotype in a group of males
with acute coronary syndromes.

Patients and method. Plasma lipoprotein(a)
concentrations and apolipoprotein(a) phenotype
were determined in twenty-two males aged thirty
to eighty years with acute coronary syndrome on
admission and at one month of follow-up.

Results. Patients with acute coronary syndrome
showed a high frequency of small-sized
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apolipoprotein(a) phenotypes and higher
lipoprotein(a) concentrations.

Conclusions. Apolipoprotein(a) phenotype may
play an additional role in the etiology of coronary
artery disease.

Key words:
Lipoprotein(a). Apolipoproteins. Coronary heart disease.

Introduccion

La lipoproteina(a) o Lp(a) es una particula lipo-

proteica de composicién muy similar a las lipopro-
teinas de baja densidad (LDL) que contiene una
glucoprotefna especifica, la apolipoproteina(a)
-apo(a)-, unida a la apo B-100 por puentes disulfu-
ro'.
El gen de la apo(a) se localiza en el brazo largo
del cromosoma 6 humano y presenta un elevado
polimorfismo genético; se ha descubierto gran can-
tidad de alelos que codifican proteinas con gran va-
riabilidad en su tamafio y peso molecular, segtin
los distintos fenotipos. Se ha propuesto, ademaés, la
presencia de un alelo nulo operacional, ya que hay
individuos en los que no aparece ninguna isofor-
ma, aunque esto posiblemente se deba a la escasa
detectabilidad analitica.

Utterman et al diferenciaron 6 isoformas de
apo(a) y las clasificaron, segiin su movilidad elec-
troforética comparada con la de la apo B-100, y de
menor a mayor peso molecular en: F (migra mas
rapido), B (migra igual), S1, S2, S3 y S4 (migran
mas lento)?.

Mas recientemente, Lackner et al han reconoci-
do hasta 34 alelos que codifican isoformas de
Lp(a)?, con lo que ha disminuido la frecuencia de
alelo nulo.

Los individuos homocigotos para una isoforma
de apo(a) presentan una poblaciéon unimodal de
particulas de Lp(a), mientras que entre los hetero-

Clin Invest Arterioscl 2004;16(4):127-32 127



GOMEZ-BARRADO JJ, ET AL. EL FENOTIPO DE LIPOPROTEINA(A): ;UN MARCADOR GENETICO DE ENFERMEDAD CORONARIA?

cigotos se detectan 2 poblaciones, cada una con un
tipo de apo(a), que se diferencian por el rango de
densidades en el que se separan.

Las concentraciones plasmaticas de Lp(a) pre-
sentan escasa variabilidad interindividual, por lo
que se sugiere que ésta esta influida en gran medi-
da por factores genéticos. La concentracién plas-
matica de Lp(a) se relaciona con las distintas iso-
formas, de modo que existe una relacién inversa
entre las concentraciones plasmaticas de Lp(a) y su
tamafio*>. De esta manera, los fenotipos con isofor-
mas de menor peso molecular aparente (B, S y
S2) presentan concentraciones plasmaticas mas
elevadas de Lp(a) que los fenotipos con isoformas
de mayor peso molecular (S3 y S4)°7.

La Lp(a) ha suscitado gran interés en las dltimas
décadas, al habérsele atribuido un papel aterogénico
que le confiere una similitud con las LDL, y diversos
estudios epidemiolGgicos han revelado su caréacter
de factor de riesgo cardiovascular. Al ser una lipo-
proteina de gran influencia genética y, por tanto,
con posible poder predictivo desde edades jévenes,
se ha postulado que podria ser un factor de riesgo
para el desarrollo prematuro de aterosclerosis.

En la enfermedad aterosclerdtica coronaria se
ha demostrado una prevalencia aumentada de las
isoformas de menor peso molecular que se asocian
a concentraciones elevadas de Lp(a), lo que sugiere
que, al menos en parte, el polimorfismo genético
de la Lp(a) determina el riesgo para enfermedad
coronaria®’.

Como objetivo nos proponemos determinar la
relacion existente entre las concentraciones séricas
de Lp(a) y el fenotipo de apo(a) en un grupo de pa-
cientes varones de entre 30 y 80 afios con sindrome
coronario agudo (SCA).

Pacientes y métodos

Se estudi6 a 22 pacientes varones de entre 30 y 80 afios que
ingresaron consecutivamente en la unidad coronaria en un
plazo no superior a 3 h desde el comienzo de los sintomas de
angina inestable o infarto agudo de miocardio.

Se obtuvo una primera determinacion de la concentracion
sérica de Lp(a) y los fenotipos de las isoformas de apo(a) den-
tro de las 3 primeras horas de evolucién del cuadro agudo. Las
mismas determinaciones analiticas se repitieron a los 30 dias
de evolucién.

Lipoproteina(a)

La determinacién de lipoproteina(a) se llevé a cabo con el
SPQ™ Test System de Incstar Corporation. Es un método de
inmunoprecipitaciéon automatizado, y ha sido realizado en el
autoanalizador RA-SystemsXT de Technicon. El método esta
basado en la reaccién de un anticuerpo y la particula de Lp(a)
de la muestra. Se forma un complejo antigeno-anticuerpo in-
soluble, y después de un periodo de incubacién de 10 min se
mide el aumento de turbidimetria.
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Isoformas de Lp(a)

La determinacion del fenotipo de Lp(a) se realizé6 mediante
electroforesis en gel SDS-Page y posterior inmunoblotting.
Para la preparacion de la muestra se preincubaron 10 ul de
suero durante 10 min a temperatura ambiente en 80 pl de tam-
pon (0,06 M Tris, pH 8,6, SDS 5,4% y 0,002% de azul de bro-
mofenol) y se afiadieron 5 pl de mercaptoetanol.

La electroforesis se realizé en geles SDS poliacrilamida que
contienen 3,75% de acrilamida, 0,10% de bisacrilamida y 0,75%
de agarosa. El tampén de electroforesis contenia 25 mM Tris, 0,2
M glicina y 0,1% SDS. La electroforesis se realiz6 a temperatura
ambiente durante 4 h a 20 mA constantes con una cubeta Mini-
Protean II (Bio Rad). Posteriormente las proteinas se transfirie-
ron a una membrana de nitrocelulosa de 0,45 um (Bio Rad cat.
n.° 162-0115), en un tampén (Tris 25 mM, glicina 0,2 M y 20%
metanol) durante 5 h a 15 Vh constante en un equipo de transfe-
rencia, Unidad Multiphor (Pharmacia). La membrana fue blo-
queada durante 1 h en 20 mmol Tris/HCI pH 7,5 y 0,5 mol/l de
NaCl (TBS) con 3% sérico de albimina bovina (BSA).

La apo(a) se detecté en la membrana de nitrocelulosa al in-
cubarla con un primer anticuerpo anti-Lp(a) humana de cabra
diluido 1:500 en TBS durante toda la noche. Tras sucesivos la-
vados de la membrana, se incubé durante 2 h con un segundo
anticuerpo anticabra de conejo conjugado con fosfatasa alcali-
na. Las bandas se visualizaron tras incubar la membrana con
una solucién de desarrollo que contiene 5 bromo 4 cloro 3 in-
doxilofosfato (BCIP) y Nitroblue Tetrazolim (NBT).

Para identificar las distintas isoformas de Lp(a) se utilizo
un estandar de Lp(a) humana (referencia Inmino AGA-1221
Wien) que permitia la visualizacién de las isoformas S1, S2,
S3 y S4 de mayor peso molecular que la apo B-100 y que mi-
gran més lentamente que ésta, y las F con peso molecular me-
nor y mucho més rapidas que la apo B-100.

Definicion de variables

Sindrome coronario agudo. Término que agrupa todos los
cuadros coronarios agudos (angina inestable, infarto de mio-
cardio sin onda Q e infarto de miocardio con onda Q) que tie-
nen una fisiopatologia comtn y actitudes terapéuticas simila-
res, salvo en lo que respecta a la trombodlisis.

Fenotipos de Lp(a). Los fenotipos de Lp(a) se clasificaron se-
gtn Utermann et al? en 6 isoformas distintas: nulo, S4, S3, S2,
B y F, de mayor a menor peso molecular. Los sueros de cada
sujeto pueden tener una (homocigotos) o dos (heterocigotos)
de estas isoformas, por lo que existirian multiples fenotipos di-
ferentes de Lp(a).

Con el objetivo de facilitar el tratamiento estadistico de los
resultados, ya que se trata de una serie pequefia de pacientes,
hemos realizado una clasificacién adicional de las isoformas
de apo(a) en 2 subgrupos: isoformas de mayor tamafo (inclu-
ye el fenotipo “nulo” y homocigotos S4 y S3) e isoformas de
menor tamafio (incluye homocigotos S2, B y F). En el caso de
fenotipos heterocigotos, hemos considerado a la isoforma de
menor peso molecular como la representativa del fenotipo de-
terminado, asignando a uno u otro subgrupo los fenotipos he-
terocigotos en funcién de este criterio, ya que Gaubatz et al'
demostraron que en la mayoria de los fenotipos heterocigotos
la banda correspondiente a la isoforma de menor peso mole-
cular es la que se tifie con mayor intensidad.

Andlisis estadistico

Todos los analisis estadisticos se han llevado a cabo me-
diante el programa estadistico SPSS-PC usando un ordenador
486 DX266.
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Los datos basales se presentan en forma de valores medios y
desviaciones estdndar para las variables cuantitativas o de va-
riacién continua, o en forma de frecuencias expresada en por-
centajes para las variables cualitativas o nominales.

La comparacién entre grupos de porcentajes de pacientes a
partir de variables cualitativas (discretas) se realiz6 mediante
la prueba de la 2 de Pearson.

Como las concentraciones de Lp(a) no siguen una distribu-
cién normal, se compararon entre si y con otras variables me-
diante pruebas no paramétricas: prueba de la U de Mann-
Whitney para la comparacién entre grupos y prueba de la
suma de rangos de Wilcoxon para las comparaciones aparea-
das.

Se consider6 para todos los analisis estadisticamente signi-
ficativos un valor de p < 0,05. Cuando el valor de p estaba en-
tre 0,05y 0,1, se consideré que existia tendencia estadistica.

Resultados

Hemos encontrado un total de 7 fenotipos dis-
tintos: nulo, S2, S2B, S3, S3B, S3S4 y S4.

En la tabla 1 se muestran las isoformas de
apo(a) y los valores de Lp(a) (en mg/dl) en cada
uno de los pacientes a los que se les determiné. Las
isoformas se determinaron en las muestras de in-
greso y del mes; en ningtin caso se observé un cam-
bio en el fenotipo de apo(a).

Analizando los resultados individualmente, las
isoformas de mayor tamano (nulo, S4, S3S4 y S3)
tienen menor concentraciéon de Lp(a) que las de
menor tamaifio (S2, S3B y S2B); sin embargo, se
observa alguna discordancia en 2 individuos que
son homocigotos S2 y sin embargo presentan valo-
res muy bajos de Lp(a) (7 y 0 mg/dl).

Los pacientes con isoformas de gran tamafio
mostraron un valor medio de Lp(a) de 10,72 =
12,17 mg/dl, mientras que en los que presentaban
isoformas de pequefio tamaifio el valor medio de
Lp(a) fue de 38,36 + 29,20 mg/dl. Se aprecia una
relacién inversa entre el tamafio de la isoforma de
apo(a) y la concentraciéon sérica de Lp(a) (p =
0,013).

Al analizar la frecuencia y el porcentaje de feno-
tipos de Lp(a) de tamafio grande y pequefio en pa-
cientes con hiperlipoproteinemia(a) [Lp(a) > 30
mg/dl], encontramos que predominan las isofor-
mas de bajo peso molecular en los pacientes con
Lp(a) > 30 mg/dl (63,5%) y las de elevado peso mo-
lecular en los que presentan una Lp(a) < 30 mg/dl
(90,9%), y esta asociacién es estadisticamente sig-
nificativa (p = 0,0078).

En la tabla 2 se recogen la frecuencia y el por-
centaje de presentacion de cada uno de los fenoti-
pos encontrados. El fenotipo de apo(a) mas fre-
cuentemente encontrado en pacientes con SCA es
el homocigoto S2 (36,4%), que corresponde a una
isoforma de pequefio tamario.
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Tabla 1. Fenotipos de apo(a) y concentraciones
séricas de Lp(a) al ingreso y al mes de seguimiento
(Il = 22)

Fenotipo | Valor de ingreso (mg/dl) | Valor al mes (mg/dl)
Nulo 5 11
0 0
S4 10 0
11 20
0 5
S354 14 12
39 32
23 23
0 44
S3 16 18
0 0
S2 33 37
7 0
69 67
34 84
26 25
31 -
12 21
0 6
S3B 86 109
82 85
S2B 42 43

Fenotipos de tamafio grande: nulo, S4, S3S4, S3; fenotipos de tamafio
pequeiio: S2, S3B, S2B.

Analizando la frecuencia de presentacién de los
diferentes fenotipos de Lp(a), encontramos que en
pacientes con SCA hay una frecuencia de fenotipos
de tamario grande y pequefio similares (50%).

En nuestra serie habia 15 pacientes con fenotipo
de Lp(a) homocigoto y 7 pacientes con fenotipo he-
terocigoto. La concentracion media de Lp(a) en pa-
cientes con fenotipo homocigoto fue de 16,93 =+
18,96 mg/dl, y en los que presentaban un fenotipo
heterocigoto, de 40,85 + 32,77 mg/dl. Existe una
tendencia estadistica muy fuerte, aunque no llega a
ser significativa, a que los valores de Lp(a) sean
menores en homocigotos que en heterocigotos (p =
0,0603).

Tabla 2. Frecuencia y porcentaje de presentacién
de cada uno de los fenotipos encontrados

Fenotipo Frecuencia (%)
Nulo 2(9,1%)
S4 3(13,6%)
S3584 4 (18,2%)
S3 2(9,1%)
S2 8 (36,4%)
S3B 2(9,1%)
S2B 1 (4,5%)
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Discusion

La Lp(a) es un tipo de lipoproteina similar en es-
tructura a la LDL, excepto porque contiene una
apolipoproteina adicional, la apo(a), que esta uni-
da covalentemente a la apo B-100 de la LDL me-
diante un puente disulfuro.

La Lp(a) ha adquirido en los tltimos afios prota-
gonismo como nuevo factor de riesgo para el desa-
rrollo de aterosclerosis. La asociacién entre la con-
centracién de Lp(a) y aterosclerosis se ha puesto de
manifiesto en numerosos estudios que muestran
que las concentraciones de Lp(a) elevadas se aso-
cian con un incremento del riesgo para la enferme-
dad coronaria!!4,

Apo(a) es una protefna hidrofilica, altamente
glucosilada, con una considerable homologfa con
el plasminégeno™ y cuyo gen es adyacente al del
plasmindgeno en el cromosoma 6. La homologia
estructural entre la apo(a) y el plasminégeno ha
hecho que se atribuyan propiedades trombogénicas
a la Lp(a), debido a que produciria una reduccién
de la actividad fibrinolitica del plasma, y datos in
vitro sugieren que la Lp(a) puede promover la
trombosis'®!”. Sin embargo, otros autores sostie-
nen que la Lp(a) puede tanto favorecer como en-
torpecer la fibrinélisis natural'®!°,

Estudios sobre la capacidad de isoformas de
Lp(a) purificadas de inhibir la fibrindlisis en un
sistema in vitro han revelado que pequeiias isofor-
mas de Lp(a) (£ 500 kDa) son inhibidores eficaces
de la activacién del plasminégeno y unién con alta
afinidad a la fibrina. Contrariamente, isoformas
grandes ejercen un pequeiio o nulo efecto inhibito-
rio en este sistema (> 500 kDa)%.

Por otra parte, existe evidencia de que ciertas
isoformas de apo(a) pueden ser més aterogénicas
que otras, y en ratas transgénicas que expresan
apo(a) se ha visto que estd asociada a aterosclero-
sis acelerada.

Las distintas isoformas de apo(a) presentan dife-
rente tamafo, con pesos moleculares comprendi-
dos entre 280 y 800 kDa?!. Se han identificado has-
ta el momento 37 isoformas de la apo(a) que
difieren en su tamafo®. No obstante, si el polimor-
fismo de la apo(a) se combina con los datos de la
secuencia del gen que codifica la apo(a) de que dis-
ponemos, cabe esperar la existencia de mas de 100
alelos diferentes en el locus de la apo(a)®. Segtin
los métodos utilizados para su separacién, puede
identificarse un nimero variable de isoformas. Con
los métodos mas habituales (como el utilizado por
nosotros) pueden separarse 6 isoformas que reci-
ben los nombres de S4, S3, S2, S1, B y F, de mayor
a menor peso molecular.
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Parece probado que las concentracones en plas-
ma de Lp(a) son un factor de riesgo para la enfer-
medad arterial coronaria prematura, aunque no
esta claro si los fenotipos de apo(a) desempenan
un papel adicional e independiente. Recientemen-
te, estudios genéticos han sugerido que sélo ciertas
isoformas de la apo(a), las de menor tamaro, guar-
dan relacién con la enfermedad coronaria y tam-
bién con la afeccién arteriosclerética extracorona-
ria. En nuestro trabajo, hemos encontrado una
asociacion estadisticamente significativa entre la
concentracién sérica de Lp(a) y el fenotipo de
apo(a): las isoformas de pequefio tamaifio se aso-
cian significativamente con concentraciones de
Lp(a) mas elevadas, y viceversa; asimismo, en indi-
viduos con valores de Lp(a) superiores a 30 mg/dl
predominan las isoformas de bajo peso molecular.

Por otra parte, en el trabajo de Pedro-Botet et
al?? se determina una frecuencia de fenotipos hete-
rocigotos de la apo(a) superior a la referida en
otras publicaciones (el 35,7 frente al 64,3% de ho-
mocigotos)® y, en concordancia con datos pre-
vios**, la concentracion sérica de la Lp(a) fue ma-
yor en los individuos heterocigotos que en los
homocigotos. Nosotros encontramos un fenotipo
heterocigoto en un porcentaje algo menor de pa-
cientes (31,9% de los casos). En nuestro estudio
existe una tendencia muy préxima a la significa-
ci6n estadistica (p = 0,06), en el sentido de que los
valores de Lp(a) sean mayores en individuos con
fenotipo heterocigoto que en los homocigotos. En
un trabajo reciente del mismo grupo®, estos auto-
res corroboran estos resultados al encontrar que
pacientes con enfermedad coronaria prematura
con fenotipo de doble banda tienen concentracio-
nes plasmaticas de Lp(a) significativamente mas
elevadas que los que expresan un fenotipo de ban-
da tnica (37 frente a 20 mg/dl; p = 0,018), por lo
que el fenotipo heterocigoto se asocia con un ma-
yor riesgo cardiovascular.

Carmena et al*, en un grupo control sano, en-
cuentran como fenotipo de la apo(a) mas frecuente
el S2 (22,9%) y el S4 (22,9%); en sujetos con hiper-
colesterolemia familiar, el fenotipo mas frecuente-
mente encontrado fue el S4 (31%), significativa-
mente mas frecuente en estos pacientes que en
sujetos sanos. El fenotipo mas frecuente en nuestra
serie de individuos con SCA es el S2 (36,4%).

Asimismo, si comparamos la frecuencia de pre-
sentacion de los diferentes fenotipos de Lp(a) (S4,
S3, S4S3 como de tamano grande, y el resto como
de tamarfio pequefo), existe un claro predominio
de fenotipos de pequefo tamarfio en pacientes con
SCA en comparacion con la poblacién sana.
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Parlavecchia et al*” han investigado el posible
efecto del fenotipo de apo(a) en la enfermedad ar-
terial coronaria prematura (< 55 afios) y han estu-
diado a 96 pacientes no diabéticos con enfermedad
arterial coronaria definida angiograficamente y 83
sujetos control sin evidencia angiografica de enfer-
medad arterial coronaria. Los pacientes con enfer-
medad arterial coronaria prematura presentan
concentraciones altas de Lp(a) (24 + 21 frente a 17
+ 15 mg/dl; p < 0,01) y una mayor frecuencia de fe-
notipo S2 (32% frente al 15%; p < 0,01). Los pa-
cientes con un fenotipo S2 exhiben concentracio-
nes de Lp(a) significativamente mas elevadas que
los sujetos control con la misma isoforma (37 + 22
frente a 22 + 17 mg/dl; p < 0,05). Los pacientes tie-
nen una baja frecuencia de S1 y S4 y una alta fre-
cuencia de fenotipos de doble-banda de apo(a).

Zhong et al estudian el fenotipo de apo(a) en la
enfermedad cardiocerebrovascular (supervivientes
de infarto agudo de miocardio y accidente cerebro-
vascular) y encuentran que la frecuencia de los fe-
notipos B, S1 y S2 en pacientes es marcadamente
mas alta que en controles dentro del mismo fenoti-
po de banda tnica de apo(a). Por otra parte, la
concentracion sérica de Lp(a) en enfermedad car-
diocerebrovascular era significativamente mas alta
en los pacientes que en los controles dentro del
mismo fenotipo de banda tinica de apo(a).

Los estudios anteriores avalan la hipétesis de
que el fenotipo de apo(a) puede desempefiar un pa-
pel adicional en la etiologia de la enfermedad arte-
rial coronaria prematura.

Creemos que una importante limitacion del pre-
sente trabajo es el escaso niimero de pacientes que
dificulta la obtencién de resultados significativos,
asf como la falta de un grupo control étnicamente
similar a fin de conocer la prevalencia de fenotipos
en la poblacién estudiada. Con las limitaciones ex-
puestas, nuestro trabajo sélo pretende describir los
resultados obtenidos en una serie de pacientes con-
secutivos ingresados con SCA.

Conclusiones

Nuestros datos apoyan la tesis de que las con-
centraciones plasmaticas de Lp(a) estan determi-
nadas genéticamente, dado que: a) los individuos
con isoformas de pequefio tamafio tienen concen-
traciones mayores de Lp(a) que los que tienen iso-
formas de tamafio grande, y b) los individuos con
fenotipos de Lp(a) heterocigoto tienden a presentar
concentraciones mas elevadas de Lp(a) que los que
exhiben un fenotipo homocigoto.

El fenotipo de Lp(a) puede desempenar un papel
adicional en la etiologia de la enfermedad arterial
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coronaria. En nuestros pacientes con SCA encon-
tramos: a) una frecuencia elevada de fenotipos de
tamafio pequefo, y b) que la isoforma mas preva-
lente es S2, que corresponde a una isoforma de pe-
quefio tamaifio.

Estos resultados, diferentes de los encontrados
en estudios en la poblacién general en nuestro me-
dio, apoyan la hipétesis de que las isoformas de ta-
mafo pequefio se asocian con un riesgo aumenta-
do de presentar enfermedad arterial coronaria.
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