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FunpamenTO: Conocer la distribucién de los
fenotipos de Lp(a) en una poblacién infan-
tojuvenil.

MeTopos: Se determind el perfil lipoproteico,
lipoproteina(a), apolipoproteinas y fenotipos
de Lp(a) en 105 nifos, seleccionados seglin
sus concentraciones de colesterol.
REsuLTADOS: Las concentraciones medias de
Lp(a) eran significativamente mayores en el
grupo con isoformas de bajo peso molecular
respecto a los de alto peso molecular. La
isoforma mas frecuente fue S3.
ConcLUsIONES: Las concentraciones de Lp(a)
se correlaccionaron inversamente con el
peso molecular de las isoformas de Apo(a).
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Phenotypic expression of Lp(a)
in Spanish children and adolescents

BackGrounD: To know the distribution of phe-
notypes Lp(a) in an young population.
MeTHODS: Lipoprotein levels, lipoprotein(a),
apolipoproteins and the Lp(a) phenotypes
were determinated in 105 children, selected
according to their cholesterol concentrations.
ResuLTs: The Lp(a) concentrations were sig-
nificantly higher in group with low molecu-
lar weight respect to group with high mole-
cular weight. The most frequent isoform was
S3

ConcLusions: The Lp(a) concentrations corre-
late inversely with the molecular weight of
Apo(a) isoforms.
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Las concentraciones elevadas de lipopro-
tefna(a) (Lplal) se consideran como un
factor de riesgo independiente para el
desarrollo de la cardiopatia isquémica’.
La Lp(a) es una lipoproteina estructural-
mente semejante a la lipoproteina de
baja densidad (LDL) respecto a su conte-
nido en colesterol, fosfolipidos y apolipo-
proteina B100, pero posee ademas una
proteina adicional, la apo(a), que se une
a la apo B mediante un puente disulfuro.
La Lp(a) representa una poblacién hete-
rogénea de particulas que presentan
distintos tamafios y densidades; esta va-
riedad se debe a diferencias en el conte-
nido de lipidos, al tipo de carbohidratos y
al tipo de apo(a) de que se trate. La con-
centracion plasmatica de Lp(a) esta rela-
cionada con el polimorfismo genético de
la apo(a)’. Se han descrito numerosas
isoformas de apo(a), que se diferencian
por su peso molecular y por su movilidad
electroforética respecto a la apo B100.
Utermann et al® describieron 6 isoformas,
designadas segun su peso molecular de
menor a mayor como F, B, S1, S2, S3y
S4. El peso molecular de la apo(a) se co-
relaciona inversamente con las concen-
traciones plasmaéticas de la Lp(a). Asf, los
fenotipos F, B, S1 y S2, que tienen me-
nor peso molecular, se asocian a concen-
traciones plasméticas de Lp(a) mas ele-
vadas que los fenotipos S3y S4.

Los factores que controlan las concentra-
ciones plasmaticas de Lp(a) no estan cla-
ramente definidos, aunque existe una re-
lacién inversa entre el tamafio de la
apo(a) y las concentraciones plasmaticas
de Lp(a); sin embargo, se han descrito
diferencias raciales en las concentracio-
nes de Lp(a) y en la distribucién de los
alelos de apo(a)*. Asi, parece que otros
factores, ademés del polimorfismo de la
apo(a), participan en la regulacion de las
concentraciones plasmaticas de esta li-
poproteina.

Sandholzer et al®, en un estudio realizado
en 6 poblaciones étnicamente diferentes,
han descrito que los pacientes que pre-
sentan isoformas B, S1y S2, que se aso-
cian con concentraciones elevadas de
Lp(a), presentan con mayor frecuencia

ECV en cada uno de los grupos étnicos
estudiados.

Por lo expuesto anteriormente, el conoci-
miento de los fenotipos de Lp(a) podrian
aportar una informaciéon mas precisa que
la procedente de las concentraciones de
Lp(a), a pesar de que éstas sean muy
poco variables dentro de un mismo indi-
viduo, respecto al riesgo cardiovascular
de los pacientes con alteraciones en su
perfil lipidico.

Los objetivos de este trabajo fueron: co-
nocer la distribucion de fenotipos de
Lp(a) en la poblacién infantojuvenil de la
Comunidad de Madrid; analizar las con-
centraciones de Lp(a) asociadas a cada
uno de estos fenotipos, y conocer si la
distribucion de las distintas isoformas se-
gln su peso molecular eran distintas en
los grupos que presentaban concentra-
ciones extremas (percentiles 10 y 90) de
colesterol total.

Poblacién y métodos

La poblacién procedia de un estudio previo de 3.635
nifos y adolescentes, de ambos sexos, con edades
comprendidas entre 4 y 18 afios, representativos de
la Comunidad de Madrid®. Se les habfa determinado
Lp(a) a 1.900; de ellos, se seleccionaron, estratifica-
dos por edad y sexo, los que tenian concentraciones
de colesterol total (CT) en los percentiles 10, 50 y 90.
El total de nifios y adolescentes estudiados en este
contexto fue de 105, distribuyéndose a partir de los
percentiles de CT de la siguiente forma: 38 tenfan
una determinacion previa situada en el percentil 90,
39 se encontraban previamente en el percentil 10, y
28 procedian del percentil 50.

Las extracciones de sangre se realizaron por puncién
venosa, tras un ayuno previo de 12 h. El andlisis de
lipoproteinas se realizd siempre en un tiempo maxi-
mo de 72 h, por el método combinado de ultracentri-
fugacion-precipitacion recomendado por las Lipid
Research Clinic (LRC). Las alicuotas destinadas a la
determinacion de Lp(a) fueron conservadas a —20 °C,
hasta el momento de su andlisis.

Los métodos utilizados para la determinacion del CT
y triglicéridos (TG) fueron CHOD-PA (B-M N.° ref.
236691) y GPO-PAP (B-M N.° ref. 701912), respecti-
vamente, adaptadas a un autoanalizador RA-XT
(Technicon). En todas las determinaciones el coefi-
ciente de variacion (CV%) fue inferior al 5%.

La cuantificacién de las apolipoproteinas Al 'y B se
realiz6 por métodos inmunoturbidimétricos, automati-
zados. El CV% intraserie fue del 2,1% para ambas
apolipoproteinas, y el interserie fue del 4,8%. La
Lp(a) se determind mediante una técnica de ELISA.
La determinacién de la Lp(a) ofrecié unos coeficien-
tes de variacion intra e interensayo de 2,6 y 5,8%
respectivamente.
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La determinacién del fenotipo de Lp(a) se realiz6 me-
diante electroforesis en gel SDS-PAGE/agarosa y pos-
terior inmunoblotting. Para la preparacion de la
muestra se preincubaron 10 ul de suero durante
10 min a temperatura ambiente en 80 ul de tampén
(0,06 M TRIS, pH 8,6, SDS 5,4% y 0,002% de azul
de bromofenol) y se afiadieron 5 ul de mercaptoeta-
nol. La electroforesis se realizé en geles SDS de polia-
crilamida que contienen un 3,75% de acrilamida, un
0,10% de bisacrilamida y un 0,75% de agarosa. El
tampon de electroforesis contenfa 25 mM de TRIS,
0,2 M de glicina y 0,1% de SDS. La electroforesis se
realizo a temperatura ambiente durante 4 h a 20 mA
constantes con una cubeta MiniProtean II. Posterior-
mente, las proteinas se transfirieron a una membrana
de nitrocelulosa de 0,45 u, en un tampén (TRIS
25 mM, glicina 0,2 M y 20% metanol) durante 5 h a
15V h constante en un equipo de transferencia Uni-
dad Multiphor (Pharmacia). La membrana fue blo-
queada durante 1 h en 20 mmol TRIS/HCI, pH 7,5y
0,5 mol/l de NaCl (TBS) con un 3% de suero de al-
buimina bovina (BSA).

La apo(a) se detecté en la membrana de nitrocelulo-
sa incubando la misma con un primer anticuerpo
anti-Lp(a) humana de cabra diluido 1:500 en TBS
durante toda la noche. Tras sucesivos lavados de la
membrana, se incubé durante 2 h con un segundo
anticuerpo anticabra de conejo conjugado con fosfa-
tasa alcalina. Las bandas se visualizaron tras incubar
la membrana con una solucién de desarrollo que
contiene 5bromo-4cloro-3indoxilofosfato (BCIP) y Ni-
troblue Tetrazolim (NBT).

Para identificar las distintas isoformas de Lp(a), se
utilizé un estandar de Lp(a) humana (referencia In-
muno AGA-1221, Wien) que permitia la visualizacion
de las isoformas S1, S2, S3 y S4 de mayor peso mo-
lecular que la apo B100 y que migran mas lentamen-
te que ésta, y las F con peso molecular menor y mu-
cho més rapidas que la apo B100.

El estudio estadistico se realiz6 mediante el paquete
informéatico SPSS/PC+.

Resultados

Debido a la gran dispersion en los distin-
tos fenotipos de Lp(a), para analizar los
resultados de los nifios y adolescentes de
ambos sexos estudiados, categorizamos
a los nifios en dos grupos de fenotipos de

TABLA 1

Relacién entre las isoformas de alto
y bajo peso molecular de Lp(a) y las
concentraciones de lipoproteinas

y apolipoproteinas

Grupo 1 (n =47) Grupo 2 (n = 58)
(alto peso molecular) | (bajo peso molecular)

CT 166 (35) 174 (38)
cHDL 56,5 (13) 54,3 (14)
cLDL 101 (34) 113 (33)
VLDL 10,2 (27) 5,5 (4,8)
Apo Al 1479 (26,4) 142,4 (28,8)
Apo B 67,4 (24,3) 76,6 (24,4)
Lp(a) 8,8 (8,3) 23,9 (22,6)*

*Valores expresados en mg/dl (media [DEI]); p < 0,0001.

Lp(a) en funcion del tamafio molecular
de las isoformas presentes:

— Grupo 1. Homo o heterozigotos que no
presentaban ninguna isoforma de tama-
filo menor a S3. Este grupo fue considera-
do como de Lp(a) de alto peso molecular
y soélo inclufan S3, S4, S3/S3, S4/S4 y
S4/S3.

— Grupo 2. Los que presentaban por lo
menos una isoforma de tamafio igual o
inferior a S2. Este grupo fue considerado
como de Lp(a) de bajo peso molecular,
formado por aquellos con las isoformas
S1, S2 y F, tanto en forma homozigota
como heterozigota (incluyendo los hete-
rozigotos con S4 o0 S3).

En la tabla 1 se observan las concentra-
ciones medias de los lipidos, lipoprotei-
nas y apolipoproteinas de ambos grupos
(alto y bajo peso molecular), no obser-
vandose diferencias significativas entre
los parametros analizados, excepto entre
las concentraciones medias de Lp(a),
que fueron superiores en el grupo 2 res-
pecto al grupo 1 (23,9 [22,6] frente a 8,8
[8,31 mg/dl) (p < 0,0001).

Cuando analizamos la distribucion de las
distintas isoformas de Lp(a) en los nifios
que habian sido seleccionados segun per-
centiles de CT, no se observan diferencias
entre los distintos grupos. En el grupo de
nifios que pertenecian al percentil 10 de
CT, el 553% tenian isoformas de alto
peso molecular, mientras que los nifios
que pertenecian al percentil 50 y percentil
90 de CT, més del 60% tenian isoformas
de Lp(a) de bajo peso molecular.

La isoforma que aparece con mayor fre-
cuencia es la S3, seguida de S4 y S2. No
se observan diferencias entre los distintos
parametros lipidicos, excepto en las con-
centraciones medias de Lp(a) (tabla 2),
ya que los que presentan el fenotipo S2/F
tenian unas concentraciones medias de
41,8 mg/dl, diferenciandose de los que
presentaban el fenotipo S4, S3/S4 y S3.
Asimismo, se puede observar como exis-
te una gradacion de las concentraciones
medias de Lp(a) en funcién del fenotipo.

Discusion

La relacion inversa entre el peso molecu-
lar de la apo(a) y las concentraciones de

TABLA 2

Concentraciones de lipoproteinas (X [DE]) seg(in los distintos fenotipos de Lp(a)
Fenotipos n CcT cLDL cHDL cVLDL Lp(a)
S4 19 166,8 (43) 103,9 (38) 53,3 (11) 7,1(6,4) 6,6 (5,6)
S3 28 162,8 (31) 98,6 (33) 55,8 (11) 13,8 (7,6) 10,2 (10,8)
S2 14 165,1 (39) 108,8 (35 52,3 (10) 2,9 (1,6) 19,7 (20,7)
Sl 12 189,5 (45) 131,1(37) 57,8 (22) 49(3,4) 21(9,9)
S4/S3 12 174,2 (36) 102,7 (32) 64,6 (19) 4,9 (5,9) 9,2(3,8)
S3/51 10 197,2 (25) 131,3 (35) 52,5 (11) 10,1 (8,5) 24,2 (12,3)
S2/F 10 159,5 (51) 104,3 (43) 49,6 (7) 7,1(54) 41,8 (29,7)*

*Significacion entre el grupo S2/F y los grupos S3, S4 'y S3/S4; p < 0,05.
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Lp(a) ha sido observada previamente. Sin
embargo, se han descrito diferencias ra-
ciales tanto en concentraciones de Lp(a)
como en la distribucion de los alelos de
apo(a)’. En un estudio realizado en dis-
tintos grupos étnicos se observé que los
pacientes de raza caucasica y china te-
nian concentraciones de Lp(a) similares,
pero presentaban diferencias significati-
vas en la distribucion de las isoformas de
apo(a)®.

En nuestro estudio, al igual que ocurre
en otros de raza caucasica®, también ob-
servamos la relacion inversa entre el ta-
mafio de apo(a) y las concentraciones de
Lp(a). Asi, en el grupo 2, constituido por
las isoformas de menor peso molecular,
las concentraciones de Lp(a) son mas
elevadas.

Las concentraciones de Lp(a) se conside-
ran un factor de riesgo cardiovascular in-
dependiente de las demés lipoproteinas?;
no obstante, debemos considerar que al
cuantificar el cLDL, por razones metodo-
l6gicas, también estamos incluyendo la
concentracion de Lp(a), existiendo una
estimacion incrementada de las concen-
traciones de CT y cLDL si las concentra-
ciones de Lp(a) son elevadas®.
Sandholzer et al® opinan que el mayor
riesgo cardiovascular que presentan los
pacientes con isoformas B, S1 y S2 se
debe a los efectos que éstas tienen so-
bre las concentraciones de Lp(a), y que
son independientes de las concentracio-
nes de CT y cLDL. Los resultados obte-
nidos en este trabajo concuerdan con
estos datos ya que, si observamos la
tabla 1, ningn parametro lipidico pre-
senta concentraciones significativamen-
te distintas entre los dos subgrupos de
apo(a) (bajo y alto peso molecular), a
excepcion logica de las concentraciones
de Lp(a). Sin embargo, en el grupo
correspondiente al percentil 90 de CT se
encontraban el 61,1% con isoformas de
bajo peso molecular, mientras que en el
grupo del percentil 10 tenia mayor por-
centaje con isoformas de alto peso
molecular (55,3%). No se suele obser-
var relacion entre las isoformas de
apo(a) y las concentraciones de CT,
pero la mayorfa de los estudios no apor-
tan un disefio similar al nuestro para po-
der comparar los datos. Si podemos
confirmar que la relacion entre las iso-
formas de apo(a) y las concentraciones
de Lp(a) son similares a otras poblacio-
nes caucasicas.

Los fenotipos observados con mayor fre-
cuencia en nuestra poblacién fueron los
S3, S4 y S2, que se corresponden a su
vez con concentraciones medias de Lp(a)
menos elevadas que los fenotipos S3/S1
y S2/F que se presentan con menor fre-
cuencia. Sin embargo, continuamos man-
teniendo una serie de interrogantes sobre
la relacion con otras lipoproteinas e inclu-
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so con otros factores de riesgo cardiovas-
cular que podrian modificar las concen-
traciones de Lp(a).
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