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Lipoproteina “a”: elevaciones extremas y polimorfismos genéticos,
asociacion con lesiones cardiacas y vasculares evaluadas por
tomografia

Lipoprotein a: Extreme Elevation and Genetic Polymorphism Association with Cardiac and
Vascular Lesions Evaluated by Computed Tomography
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RESUMEN

Introduccién: La lipoproteina a [Lp(a)] es una particula compleja, similar a una lipoproteina de baja densidad, asociada con
una molécula de apolipoproteina “a” [apo(a)]. La concentracion elevada de Lp(a) plasmatica se asocia con riesgo aumentado
de enfermedad coronaria y de calcificacién valvular adrtica. El riesgo inherente a esta relacién estd determinado principal-
mente por factores genéticos.

Objetivos: Analizar un grupo de pacientes con elevaciones extremas de Lp(a) [> 100 mg/dl], su asociacién con calcificaciones
cardiovasculares torécicas (valvulares, coronarias, aorta toracica) detectadas mediante tomografia axial computarizada y
evaluar tres polimorfismos genéticos vinculados con los niveles de Lp(a) y lesiones en estas tres regiones.

Material y métodos: Se estudiaron 40 pacientes en los que se analizaron los polimorfismos rs10455872 y rs2048327 mediante
high resolution melting y el nimero de repeticiones de la secuencia KIV del ex6n 2 del gen LPA mediante qPCR.

El promedio de edad de los pacientes fue de 52,9 afos (37% mujeres) y el valor promedio de Lp(a) fue de 170,4 mg/dl.
Resultados: El1 75% (30/40) de los pacientes present6 al menos una calcificacién en la tomografia (valvular, coronaria y/o aorta
toracica); de los pacientes con calcificaciones, el 90% presentaron al menos uno de los factores genéticos asociados con mayor
patogenicidad de la Lip(a).

Conclusién: En un grupo de pacientes con niveles elevados de Lp(a) encontramos un niimero importante de calcificaciones
cardiovasculares toracicas y determinantes genéticos asociados con diferentes isoformas de Lp(a), que podrian ocasionar los
niveles elevados de Lp(a) y el riesgo de desarrollo de lesiones valvulares y/o vasculares.
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ABSTRACT

Background: Lipoprotein a [Lip(a)] has a complex structure, similar to low density lipoprotein, associated with one molecule of
apolipoprotein a [apo(a)]. Elevated plasma levels of Lip(a) are related to greater risk of coronary artery disease and calcifica-
tion of the aortic valve. This risk is mainly determined by genetic factors.

Objectives: The aim of this study was to analyze a group of patients with extreme Lp(a) levels [>100 mg/dL] and their as-
sociation with calcifications of the aortic valve, coronary arteries and thoracic aorta detected by computed tomography scan,
and to evaluate three genetic polymorphisms associated with Lp(a) levels and lesions in these three regions.

Methods: rs10455872 and rs2048327 polymorphisms were analyzed in 40 patients using high resolution melting and the
number of KIV-2 repeats in the LPA gene was evaluated using quantitative PCR.

Patient mean age was 52.9 years (37% women) and mean Lp(a) was 170.4 mg/dL.

Results: Seventy-five percent of patients (30/40) presented at least one calcification in the computed tomography scan (valves,
coronary arteries and/or thoracic aorta), and among them, 90% had at least one of the genetic factors associated with Lp(a)
pathogenicity.

Conclusion: In a group of patients with elevated Lp(a) levels, we found a significant number of cardiovascular thoracic calci-
fications and genetic determinants associated with different Lp(a) isoforms that could be related with elevated Lp(a) levels
and high risk of developing valve or vascular lesions.
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Abreviaturas

ADN Acido desoxirribonucleico

C-HDL Colesterol transportado por lipoproteinas de alta
densidad

C-LDL Colesterol transportado por lipoproteinas de baja
densidad

C-noHDL  Colesterol no de lipoproteinas de alta densidad

cT Colesterol total

INTRODUCCION

La lipoproteina “a” [Lp(a)] consiste en una fracciéon
lipoproteica similar a la lipoproteina de baja densidad
(LDL), unida a una glicoproteina, denominada apoli-
poproteina (a). (1) Niveles elevados (> 30-50 mg/dl) de
Lp(a) se consideran un factor de riesgo causal e inde-
pendiente para la enfermedad cardiovascular (ECV).
(2) Distintas lineas de evidencia han demostrado que
la estructura dual de la Lp(a) y sus niveles plasmaéticos
elevados se asocian con la calcificacién de la raiz adrtica,
como también con lesiones vasculares ateroscleréticas,
sobre todo a nivel del lecho coronario. (3)

El nivel de Lp(a) puede variar hasta mil veces
entre individuos y esta determinado principalmen-
te por la variacién en el gen que codifica la LPA
[apolipoproteina(a)]; (4) de hecho, se considera que la
Lp(a) es la lipoproteina con el mayor control genético.
(5) Se considera que los individuos con niveles de Lp(a)
mayores de 100 mg/dl padecen de elevaciones extremas
de esta lipoproteina y un riesgo asociado mayor. (6)

Existen diferentes isoformas de Lp(a), siendo las
pequenas las especificamente perjudiciales. (4) El factor
mas influyente en los niveles de Lp(a) y la determina-
cion de sus isoformas es el Kringle denominado IV tipo
2 (KIV-2) en el gen LPA; la repeticion de este polimor-
fismo determina el tamano de la apolipoproteina (a), y
el nimero de repeticiones se correlaciona inversamente
con los niveles plasmaticos de Lp(a). (5)

Adicionalmente, se ha demostrado que el polimor-
fismo de nucleétido tinico (SNP) rs10455872 en el gen
LPA se asocia directamente con niveles altos de Lp(a)
y con un riesgo mayor de calcificacion/estenosis de la
valvula adrtica en diferentes poblaciones. (3-5, 7) Asi-
mismo, a principios del ano 2016, mediante estudios
de GWAS (Genome Wide Association Study), se ha des-
cripto un nuevo SNP en el gen SLC22A3 (rs2048327)
que estaria vinculado a enfermedad vascular coronaria
influyendo los niveles de Lp(a). (8, 9)

En base a los nuevos conocimientos en cuanto a
la base genética de la determinacién de los niveles de
Lp(a), utilizando modernos métodos de biologia mole-
cular, es posible estudiar tanto el nimero de repeticio-
nes del KIV en el gen LPA como los SNP relacionados
con mayor riesgo. (5)

La tomografia computarizada cardiaca y en especial
el puntaje de calcio coronario han demostrado ser los
predictores més fuertes de eventos coronarios, posi-
bilitando la reclasificacién del riesgo cardiovascular.
Adicionalmente, la tomografia computarizada cardiaca

ECV Enfermedad cardiovascular

HRM High resolution melting

LDL Lipoproteina de baja densidad

Lp(a) Lipoproteina a

PCR Reaccién en cadena de la polimerasa
SNP Polimorfismo de nucleétido tnico
TG Triglicéridos

ha demostrado que es altamente sensible para la eva-
luacién de la calcificacion de las estructuras relaciona-
das con la raiz adrtica y la aorta toracica, permitiendo
establecer un diagnéstico con un método no invasivo,
preciso y altamente reproducible. (10, 11)

El objetivo principal del presente estudio es la
descripcién de un grupo de pacientes con elevaciones
extremas de la Lip(a), su relacion con lesiones cardiacas
y vasculares evaluadas por tomografia, asi como su
asociacion con los polimorfismos genéticos estudiados
(rs10455872, rs2048327, namero de repeticiones de
KIV-2).

MATERIAL Y METODOS

Criterio de seleccion de los pacientes

Se estudiaron 40 pacientes consecutivos adultos y no relacio-
nados con niveles de Lp(a) > 100 mg/dl medidos por técnica
de inmunoturbidimetria. Los criterios de solicitud de Lp(a)
fueron los siguientes: antecedente de cardiopatia isquémica
precoz (mujeres < 65 anos, varones < 55 anos), historia fa-
miliar de enfermedad cardiovascular precoz y/o elevacién de
Lp(a) y finalmente enfermedad cardiovascular recurrente al
margen de tratamiento con estatinas. Se excluyeron de este
analisis los pacientes con diagnéstico de hipercolesterolemia
familiar. Doce pacientes se encontraban en condicién de pre-
vencion secundaria en el momento de su deteccién en base a
los criterios anteriormente descriptos.

Se recolectaron todos los datos clinicos (edad, sexo, peso,
talla, tension arterial, tabaquismo), antecedentes personales
y familiares para enfermedad cardiovascular y finalmente
se obtuvieron los resultados de andlisis bioquimicos (CT,
C-LDL, C-HDL, TG, C-noHDL, urea, creatinina, filtrado
glomerular, glucemia). Adicionalmente se analiz6 en cada
caso el tratamiento recibido en el momento de incorporar al
paciente al estudio.

Analisis tomografico

Se realizé exploracién tomografica toracica con tomégra-
fo Siemens Emotion 16 de 16 filas de detectores. Para la
adquisicién de las imagenes se realizé barrido multislice
obteniendo un volumen con espesor de corte de 0,675 mm y
reconstrucciones con colimaciéon de 3 mm. El scan se adquirié
desde apices pulmonares hasta las ctpulas diafragmaéticas
con un promedio de 80 cortes por estudio, con un FOV de 40
a44 cm y dosis de 110 kV y 15 mA. La dosis de radiacién fue
de 1,2 mSv. Utilizandose como criterio de calcificaciéon un
umbral de deteccion de 130 unidades Hounsfield, se explor6 la
presencia de calcificaciones en las arterias coronarias, la raiz
de la aorta (anillo adrtico, trigono fibroso, unién sinotubular,
velos adrticos y senos de Valsalva), la aorta toracica distal a
la raiz y el anillo mitral. La presencia y extensién de las cal-
cificaciones se evaluaron cualitativamente y se cuantificaron
segln el método de Agatston. (12-14)
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Analisis genético molecular
Se obtuvo acido desoxirribonucleico (ADN) de sangre periféri-
ca extraida por puncién venosa mediante el kit comercial ADN
High Pure PCR Template preparation Kit (Roche). Los SNP
rs10455872 y rs2048327 se estudiaron mediante la técnica
de high resolution melting (HRM). (15, 16) Para el caso del
rs10455872 (A>G) se utilizaron los cebadores descriptos por
Santos y colaboradores (7) y para el estudio del rs2048327
(A>GQG) se emplearon cebadores disenados especificamente
para este estudio con el Software Primer Premier (PREMIER
Biosoft International). Se efectuaron amplificaciones por
reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) en tiempo real en
el Termociclador Rotor Gene Q (Qiagen, Hilden, Alemania)
utilizando una premezcla de PCR comercial (Biodynamics).
Luego de las amplificaciones se efectué un anélisis de HRM.
Los diferentes perfiles de melting se visualizaron utilizando
los graficos normalizados y el software de analisis de HRM
Rotor Gene Q Series (Qiagen, Hilden, Alemania) para la
determinacion del genotipo de cada muestra.

Se midi6 la variacién en el nimero de copias del Kringle
IV del ex6n 2 del gen LPA mediante PCR en tiempo real con la
metodologia descripta por Kamstrup y colaboradores modifica-
da. (6) El niimero de repeticiones se relativizo6 al gen humano
de copia Unica beta actina y se tomé como calibrador ADN de
pacientes con niveles normales de Lp(a), asociando un valor
menor de 1 con bajo nimero repeticiones del Kringle IV-2.

Analisis estadistico

En cuanto a los estudios genéticos, se determinaron las
frecuencias alélicas de los SNP rs10455872 y rs2048327. Se
elaboré un puntaje de riesgo genético en escala de 0 a 5, en
funcion del namero de factores de riesgo genético presentes
en cada paciente. Como factores de riesgo se considero la
presencia del alelo G en los SNP rs10455872 y rs2048327 o
un valor de corte < 1 en el analisis del niimero de Kringle
IV-2. Las variables continuas se expresaron como media =
desviacion estandar, mientras que las variables categdricas
se expresaron como porcentajes.

Consideraciones éticas

Todos los pacientes firmaron un consentimiento informado
para que los datos fuesen empleados con fines de estudio.
Los datos se incorporaron al estudio en forma anénima con
el derecho de proteccion de datos del paciente de acuerdo con
la ley argentina N° 25.326.

RESULTADOS

El promedio de edad de la poblacién estudiada fue de
53 anos (62% masculina). El valor promedio del CT fue
de 225 mg/dl. De los 40 pacientes evaluados, 8 (20%) se
encontraban en prevencion secundaria cardiovascular.

Se consideraron calcificaciones patologicas y se tu-
vieron en cuenta para el analisis los siguientes criterios:
toda calcificacién de la raiz aértica y aorta toracica y
un valor > 100 en el lecho coronario.

Treinta de los 40 pacientes estudiados (75%) pre-
sentaron al menos una calcificacién en algunas de las
regiones estudiadas. Se detectaron 55 calcificaciones en
total distribuidas de la siguiente manera: 11 pacientes
presentaron una calcificacion y 19 pacientes mas de
una calcificacion (14 pacientes con dos calcificaciones,
4 pacientes con tres y un paciente presenté cuatro
calcificaciones en diferentes regiones). La distribucién
de las calcificaciones segiin la regién anatémica fueron:

49% (n = 25) en la aorta toracica, 35% (n = 20) en el
arbol coronarioy 16% (n = 9) en la raiz aértica. No se
hallaron calcificaciones a nivel del anillo/valvula mitral.

Cuando se evalu6 la presencia de los factores genéti-
cos, se encontrod que la frecuencia del alelo de riesgo G
del rs10455872 fue de 0,26. En el 72% de los pacientes
estudiados el namero de repeticiones del Kringle IV-2
es menor que el que presentan pacientes con niveles
de Lp(a) normales.

En cuanto al puntaje genético, en nuestra poblaciéon
no se encontré ningan paciente homocigota GG para
el rs10455872, de modo que los valores fueron de 0 a
4; la distribucién del puntaje genético fue: 0 en 7%, 1
en 32%, 2 en 28%, 3 en 30% y 4 en 3%.

Los 9 pacientes con calcificacién en la raiz adrtica
(100%) presentaron al menos uno de los tres factores
genéticos estipulados como patogénicos (puntaje > 1); 18
de 20 pacientes con calcificaciones del arbol coronario
(90%) y 22 de los 25 (88%) también mostraron al me-
nos uno de los de riesgo relacionado con los resultados
moleculares.

Tres pacientes mostraron un genotipo homocigota
GG para el SNP rs2048327 y presentaron calcifica-
ciones en dos territorios diferentes (coronaria y aorta
toracica).

En la Figura 1 se resumen los hallazgos genéticos
vinculados a los resultados de calcificacion.

En base a los resultados se efectuaron cambios
en la conducta terapéutica en todos los pacientes que
mostraron un puntaje genético mayor o iguala 1y en
todos los que presentaron calcificaciones tomograficas
en alguno de los tres territorios evaluados.

En funcién del criterio establecido, 12/40 (30%) reci-
bian estatinas al momento de la inclusién, pasando lue-
go de finalizar el analisis a 37/40 pacientes (92%); 9/40
pacientes (22%) se encontraban recibiendo aspirina,
pasando a 28/40 (70%) posteriormente (Figura 2). Un
paciente se encontraba con 4cido nicotinico, llegando
a 7 luego de la evaluacion.

DISCUSION

El presente estudio observacional ha relacionado
elevaciones extremas de la Lp(a) (> 100 mg/dl), poli-
morfismos genéticos relacionados con coronariopatia,
patologia de la raiz aértica y la aorta toracica y tomo-
grafia axial computarizada de térax para evaluar la
calcificacion de estas estructuras.

Hemos encontrado que el 75% de los pacientes
presentaron calcificaciones y una clara vinculacién
con los factores y polimorfismos genéticos evaluados,
asociados especificamente con patologia cardiovascular
(coronaria, valvular adrtica y aorta toracica).

Cuando se evalu6 la presencia de los factores gené-
ticos, los resultados observados fueron los siguientes:
se encontré que la frecuencia del alelo de riesgo G del
rs10455872 en nuestro grupo de estudio fue mayor que
la poblacional descripta en las bases de datos interna-
cionales (0,26 vs. 0,07) y no se encontraron diferencias
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40 pacientes Lp(a) > 100 mg/dl
(12 prevencion secundaria,
28 prevencion primaria)

27 3
Calcificacion + Calcificacion +
Puntaje genético + Puntaje genético -

10 0
Calcificacion - Calcificacion -
Puntaje genético + Puntaje genético -

Fig. 1. Resumen de los hallazgos combinados entre calcificaciones y puntaje genético.

Fig. 2. Modificacion porcentual

en la utilizacion de estatinas 100%
y aspirina previa y posterior-

mente a la evaluacion de cada 80%
paciente.

60%

40%

20%

0%

Previa

Posterior

Previa Posterior

en la frecuencias alélicas de alelo G del polimorfismo
rs2048327 (0,35 vs. 0,35). (17)

La Lp(a) es una fraccién lipoproteica altamente
aterogénica que se encuentra regulada mayormente por
factores genéticos. Las variantes genéticas, incluyendo
la gran variacién en el nimero de repeticiones del
Kringle IV, le confieren a esta lipoproteina diferentes
comportamientos aterogénicos. El método denominado
“aleatorizacion mendeliana” fue aplicado hace méas de
dos décadas, demostrando y avalando la relaciéon de
causalidad entre este biomarcador y la ECV. (3) Este
método ha posibilitado demostrar causalidad entre
los niveles y genotipos especificos de Lp(a) y estenosis
valvular aértica. (18) El factor genético mas estudiado y
considerado determinante de los niveles de Lp(a) y sus
isoformas es el Kringle denominado IV tipo 2 (KIV-2)
en el gen LPA, (5) el cual hemos estudiado por primera
vez en pacientes de nuestro pais.

En concordancia con trabajos previos, se encontré
que la frecuencia del alelo de riesgo G del rs10455872
en nuestro grupo de estudio es mayor que la poblacional
(0,26 vs. 0,07), lo cual indicaria que tiene vinculacién

con los niveles de Lp (a) altos que presentan estos
pacientes. (3,5, 7) En cuanto al rs2048327, no se encon-
traron diferencias en la frecuencia alélica para el alelo
G respecto de la poblacional. Si bien hubo hallazgos
interesantes respecto de este SNP, como la existencia
de tres pacientes homocigotas GG con calcificaciones en
dos territorios diferentes (coronaria y aorta toracica),
su vinculacién con la regulacién de los niveles Lp(a)
recién se estd iniciando, ya que fue descubierto en el
corriente ano (2016). (8, 9)

Acorde a lo esperado, dado que el bajo namero de
repeticiones se asocia con niveles altos de Lp(a), se
encontré que en el 72% de los pacientes estudiados el
namero de repeticiones del Kringle IV-2 es menor que el
que presentan pacientes con niveles de Lp(a) normales.

Se ha descripto que el efecto de las variantes de
susceptibilidad genética es individualmente pequeno,
pero sus efectos son independientes y aditivos. En un
futuro, una vez que se identifiquen todas las variantes
vinculadas a la determinacién de los niveles de Lp(a),
se podra elaborar un puntaje de riesgo genético que
consista en el nimero de alelos de riesgo ajustado
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por el peso de su efecto individual. (9) En el presente
trabajo se utiliz6 un puntaje en el cual no fue posible
ajustar por el peso de cada factor de riesgo dado que
esta informacién ain se desconoce; futuros estudios
permitiran contar con este tipo de herramientas que
haran posible un mejor seguimiento y tratamiento de
estos pacientes.

En cuanto a la asociacién de los factores de
riesgo genético y la calcificacién, se encontré que
27/40 pacientes (67%) con al menos un marcador
genético de riesgo presentaron calcificacion. Diez
de 40 pacientes (25%) con puntaje genético > 1 no
presentaron calcificacion, lo cual estaria indicando
que la presencia de estos marcadores no tiene una
correlaciéon total con la calcificaciéon; como hemos
manifestado anteriormente, algunos de estos mar-
cadores se encuentran en evaluacién en cuanto a
su influencia sobre los niveles de Lp(a) y la calcifi-
cacién. Tres pacientes sin ningun factor de riesgo
genético presentaron calcificacién; dado que no
hemos analizado todos los factores genéticos del
gen LPA, no podemos descartar que estas calcifica-
ciones se deban a la accién de otros polimorfismos
relacionados con la Lp(a) u otros factores de riesgo
cardiovascular. No encontramos ningan paciente
con puntaje genético 0 que no presentara calcifi-
caciones.

El manejo y el tratamiento aplicados a las ele-
vaciones de la Lp(a) encuentran actualmente serias
limitaciones; no existe una estrategia farmacolé-
gica directa para modificar los niveles de Lp(a). Las
recomendaciones actuales establecen que ante la falta
de agentes farmacoldgicos directos para reducir los
niveles de Lp(a), la opcién légica y razonable es la de
intensificar el descenso del C-LDL asociando o no la
utilizacién de aspirina. (2)

Desde el punto de vista de la aplicabilidad clinica
de nuestro estudio, nos ha permitido ajustar y adecuar
las medidas farmacolégicas de acuerdo con nuestros
hallazgos. Asi, por ejemplo, el uso de estatinas pasé
de un 30% a un 92% y la utilizacion de aspirina, de un
22% a un 70%.

Diferentes niveles y polimorfismos de Lp(a) se han
descripto en distintas partes del mundo. (19) Este es
el primer estudio que aporta, en parte, evidencia de la
relacién estrecha entre niveles, polimorfismos especifi-
cos y calcificaciones toracicas en un grupo de pacientes
de nuestra region.

La relacién causal entre la Lp(a) y la ECV parece
claray bien establecida en base a evidencia a diferentes
niveles. Sin embargo, la falta de un recurso terapéutico
eficaz, seguro, con evidencia de no solo disminuir los
niveles de Lp(a), sino también de evitar eventos clinicos
parece ser el dltimo eslabén faltante en esta cadena.
(20) Por lo tanto, se abre la puerta para que desde la
genéticay comprendiendo en detalle la fisiopatologia de
larelacion entre la ECV y la Lp(a) se pueda avanzar en
el desarrollo de diferentes estrategias para disminuir
el riesgo de esta asociacion.

Limitaciones

Nuestro trabajo presenta logicas limitaciones; la falta
de un grupo control debilita el analisis de causalidad. El
namero reducido de pacientes como limitacién no debe
hacer olvidar que las elevaciones extremas de la Lp(a)
son sumamente infrecuentes, lo que transforma este
punto en una fortaleza del estudio. (5, 6) En segundo
lugar, desde el punto de vista del analisis de la genética
molecular, debemos reconocer como limitacién que no
hemos estudiado todos los polimorfismos del gen LPA,
que no se cuenta con datos de sus frecuencias alélicas en
nuestra poblacién y que la interpretacion del namero de
repeticiones del Kringle IV-2 no se encuentra validada.
(4, 5) Por ultimo, relacionado con la tomografia axial
computarizada y las calcificaciones toracicas evaluadas,
si bien figura como método de eleccion para la deteccion
de la aterosclerosis subclinica y calcificacién valvular,
podria subvalorar la presencia de placas lipidicas no
calcificadas. (11, 13)

CONCLUSION

Debemos destacar que un grupo importante de pa-
cientes con elevaciones extremas de Lp(a) presentaron
calcificaciones vasculares y polimorfismos genéticos
relacionados con el gen LPA. En base a estudios de
genética molecular y un método no invasivo de detec-
cion de calcificacion vascular y aterosclerosis subclinica
hemos recategorizado y ajustado el manejo farmacol6-
gico en un namero sustancial de pacientes, con el fin
de disminuir su riesgo cardiovascular.
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