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L/POPROTEINA (a}, Lp(a) Y.ENFERMEDAD 

ATEROTROMBÓTICA. 

Este trabajo de tesis se realizó con la colaboración de: 

· El Instituto Nacional de la Salud y de la Investigación Médica (INSERM), Unidad 

143 Trombosis y Biología Vascular, Hospital de Bicetre y la Unidad 146 , Facultad 

de Medicina Xavier Bichat EPI 9907, Paris, Francia. 

·El Instituto Nacional de Cardiología "Ignacio Chávez", (INC), México, D.F. 

·El Instituto Nacional de Antropología e Historia, (INAH), México, D.F. 

· El Centro de Ingeniería Genética y Biotecnología. División de lnmunotecnología y 

Diagnósticos. El Instituto Nacional de Angiología, La Habana, Cuba. 

En el departamento de Hematología del INC, se identificó la inhibición competitiva 

del plasminógeno por la Lp(a), con esta finalidad se empleó un modelo "in vitro". El 

modelo permite ponderar la participación de la Lp(a) como inhibidor del 

plasminógeno y obtener un perfil de la inhibición fibrinolítica de un individuo por la 

presencia de Lp(a). La concentración de Lp(a) y las isoformas de apo(a) se 

identificaron en el departamento de Endocrinología del INC. 

En el Centro de Ingeniería Genética y Biotecnología en la Habana, Cuba, se 

diseñó y obtuvo un anticuerpo monoclonal anti apo-(a). 

El Instituto Nacional de Antropología e Historia identificó y facilitó el acceso para 

obtener las muestras de sangre de las comunidades mazahuas y mayas. 

Recibimos también el apoyo de la Secretaría de Salud del Estado de Sinaloa para 
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obtener las muestras de la comunidad de mayos, poblados de Capamos y 

Tehuecos. 

El Instituto Nacional de Neurología remitió, para su estudio, a un grupo de 

individuos con enfermedad vascular cerebral, que se incluyó dentro del grupo de 

estudio. 

Durante el primer año de trabajo de tesis, del 15 de enero de 1997 al 15 de agosto 

de 1997, recibí una beca del sistema ECOS-ANUIES, para realizar una estancia 

de investigación en la U 143 del INSERM, Hospital de Bicetre, Francia. Durante el 

periodo mencionado se pusieron a punto las técnicas que permiten identificar la 

unión de apo(a) a la fibrina, que actualmente se aplican con éxito en el INC. 

Del 15 de octubre al 15 de diciembre de 1999 recibí una beca de la Dirección 

General de Postgrado de la UNAM para realizar una segunda estancia de 

investigación en la U 143 del INSERM, Hospital de Bicetre, Francia. 
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RESUMEN 

Este trabajo de tesis propone una nueva estrategia para explorar la 

capacidad trombogénica de la Lp(a), a través del estudio funcional de la 

unión de la apo(a) a la fibrina como indicador de la asociación de la Lp(a}, al 

proceso aterotrombótico. 

Con esta finalidad se puso a punto una técnica que permite evaluar la unión 

de apo(a) a la fibrina. Se estudiaron también 248 individuos, 105 con 

cardiopatía isquémica (CI) y 52 con enfermedad cerebrovascular (EVC) de 

origen trombótico y 91 controles. 

El grupo de EVC tuvo una alta unión de apo(a) a la fibrina (0.268 z 0.15 

nmol/L) en comparación con el grupo de CI (0.155 z 0.12 nmol/L), y con el 

grupo control (0.158z0.09 nmol/L) p<0.0001; lo que sugiere que existen 

diferencias particulares en los mecanismos de regulación anti-trombótica en 

los lechos arteriales cerebrales y coronarios. 

Es también importante resaltar que existen diferencias en la concentración y 

en la presencia de distintas isoformas en poblaciones genéticamente 

diferentes. 
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SUMMARY 

This thesis propases a well-characterized model of a fibrin surface to develop a 

functional approach for the detection of pathogenic Lp(a). The assay is based on 

the competitiva binding of Lp(a) and plasminogen for fibrin, and quantifies fibrin­

bound Lp(a). High Lp(a) binding to fibrin is correlated with decreased plasmin 

formation. In a transversal case-control study we studied 248 individuals, 105 had 

a history of ischemic cardiopathy (IC), 52 had cerebro-vascular disease (CVD) of 

thrombotic origin, and 91 were controls. 

The remarkably high apo(a) fibrin-binding in CVD (0.268±0.15 nmol/L) as 

comparad to IC (0.155±0.12 nmol/L) suggests the existence of peculiar and poorly 

understood differences in pro- or anti-thrombotic mechanisms in either cerebral 

and/or coronary arteries. 

Our results demonstrated that Lp(a) fibrin-binding and are associated with athero­

thrombotic disease 
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INTRODUCCIÓN 

Las enfermedades aterotrombóticas, cardiovasculares o cerebrovasculares, son 

una de las principales causas de morbilidad y mortalidad en los países 

occidentales. En nuestro país, la Secretaría de Salud publicó en su página 

electrónica (http://www.salud.gob.mx) que en el año 2000 la enfermedad 

isquémica del corazón fue la segunda causa de muerte y que la enfermedad 

cerebrovascular la sexta causa, en la población general. 

Tanto factores genéticos como ambientales dan origen a la aterosclerosis; algunos 

de ellos como la lipoproteína de baja densidad (LDL), la hipertensión arterial, la 

diabetes y el tabaquismo se han estudiado ampliamente y se puede, actualmente, 

conocer el riesgo que conlleva presentar alguno o varios de estos factores con el 

de padecer enfermedades aterotrombóticas. 

Sin embargo, existen otros factores que actualmente se están conociendo y 

evaluando. A este grupo pertenece la lipoproteína (a) o Lp(a). La Lp(a) tiene una 

estructura muy parecida a la LDL, ambas poseen un núcleo de lípidos de 

composición similar; rodeado por la apolipoproteína B-100, la Lp(a) presenta 

además otra apolipoproteína, apo(a), que le confiere características antigénicas y 

fisiopatológicas diferentes, favorece el desarrollo de la placa aterosclerosa y 

favorece el desarrollo y permanencia de un trombo, por lo que se considera el 

punto común entre la aterosclerosis y la trombosis. 
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La presencia de una LDL en la estructura de Lp(a) se asocia al desarrollo 

acelerado de la aterosclerosis. La similitud entre la estructura de la apolipoproteína 

(a) y el plasminógeno, precursor de la plasmina, se asocia con una permanencia 

mayor de depósitos de fibrina en sitios de lesión endotelial y menor generación de 

plasmina, lo que acentúa las propiedades aterogénicas y trombogénicas de la 

Lp(a}. 

Bajo esta perspectiva, se realizaron numerosos estudios epidemiológicos que 

describen una asociación positiva entre la elevada concentración plasmática de 

Lp(a} y un incremento en las enfermedades cerebrovasculares, cardiovasculares, 

la reestenosis de puentes coronarios, la reoclusión de angioplastías y el desarrollo 

prematuro de aterosclerosis, en ocasiones asociada a altas concentraciones de 

LDL y/o a bajas concentraciones de lipoproteínas de alta densidad (HDL). La 

mayoría de estudios prospectivos confirman estos resultados, aún cuando no 

existe un acuerdo en el límite de corte para considerar una concentración 

plasmática normal; algunos autores consideran que es de 20 mg/dL y otros hasta 

30 mg/dL. También se han empleado técnicas y diferentes anticuerpos en su 

detección, monoclonales o policlonales, lo que ha generado divergencias en los 

resultados. 

Sin embargo, otros estudios no encuentran asociación entre la Lp(a} y la 

enfermedad arterial coronaria. 

Esta discrepancia en los resultados podría ser entre varios motivos, el reflejo de la 

gran heterogeneidad estructural de la molécula de apo(a), que se traduce en una 
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heterogeneidad funcional como inhibidor competitivo del plasminógeno, 

disminuyendo la ·formación de plasmina. 

Desde 1963, Kare Berg, identificó la presencia de Lp(a) en el plasma 1; sin 

embargo, hasta 1987 Eaton y col2 identificaron parcialmente la secuencia de la 

glicoproteína apo(a) que posteriormente clonaron 3
, demostrando el gran parecido 

en su estructura terciaria entre uno de los componentes de la Lp(a), la 

glicoproteína apo(a), con el plasminógeno, el precursor de la plasmina, Figura 1. 

PLASMINOGENO 

4 

1 

FIGURA 1. 

COOH 

Región 
Catalítica 

LIPOPROTEiNA (a) 

Relación entre la estructura qmmica de Lp(a) y del plasminogeno. En Lp(a) 
hay un número variable de kringles tipo 4, un kringle tipo 5, una región 
catalítica serina-proteasa que en Lp(a) no puede activarse. 

Este hallazgo despertó el interés de numerosos grupos de investigación que 

encontraron el punto común entre la aterosclerosis y la trombosis 4 , 
5

•
6

• 
7

• •
8

• 9 • 
10 

• 
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organismos sintetizan apo(a). Su presencia se identifica en los 

humanos, en los primates del viejo mundo, en algunos primates del nuevo mundo 

11 .y en el puerco espín 12
• 

FUNCIÓN 

No se conoce con certeza cuál puede ser su función en el organismo. Aporta 

colesterol desde el hígado a los órganos que sintetizan hormonas esteroidales 13 y 

a las células de los tejidos en proceso de reparación 14
. Además, tampoco se 

conoce la función de la apo(a) que se encuentra en los testículos y en el cerebro 

de manera independiente, es decir, sin formar parte de la molécula de Lp(a) 15
• 

CONCENTRACIÓN PLASMÁTICA 

La concentración plasmática de Lp(a), que depende de su síntesis hepática 16
, 

17
, 

varía de un individuo a otro en un límite aproximado de <1 O mg/dl a > 100 mg/dl; 

Es independiente de otros factores como la dieta, el colesterol, la obesidad, el 

tabaquismo, y se mantiene con variaciones discretas a lo largo de la vida 18
• 

19
, la 

Figura 2 muestra que el gene de apo(a) participa en casi el 90% en la regulación 

de la concentración plasmática de Lp(a). 

1 o % 
factores 

ambientales 

1 o/o 
otros genes 

FIGURA 2 

Regulación de los niveles plasmáticos de Lp(a) 
(Boerwlnckle et al. J. Clln. lnvest. 90: 52-60, 1992) 
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Generalmente, un individuo hereda de una manera autosómica codominante dos 

isoformas de apo(a) que pueden identificarse en el laboratorio· por la técnica de 

SDS-PAGE y posteriormente por inmunotransferencia, empleando anticuerpos 

monoclonales o policlonales contra apo(a). Por este método se identifican cerca 

de 37 isoformas, que según la clasificación de Uterman se denominan F (faster), B 

(=apoB-100), 81 (slow), 82 , S3, 84, dependiendo de su velocidad de migración en 

comparación con apoB-100 20
• 

Las isotermas de apo(a) muestran una relación inversa entre el peso molecular y 

la concentración plasmática de Lp(a)21
, probablemente porque a medida que se 

incrementa el tamaño de apo(a) se incrementa la dificultad para secretarse de la 

célula, como ocurre en la línea celular HepG2 de hepatocarcinoma humano22
• 

El método no permite distinguir diferencias entre las isotermas de pesos 

moleculares cercanos, aunque recientemente, se describe la posibilidad de 

identificar con esta técnica, isotermas en un rango muy amplio de pesos 

moleculares con la ayuda de una referencia que contiene recombinantes de apo(a) 

de diferentes pesos moleculares y que correlaciona con la técnica de 

electroforesis de campo pulsado (r= 0.97)23 que se emplea para identificar los 

diferentes genotipos que codifican para la apo(a)24
• Con la técnica de campo 

pulsado se describieron, en un estudio de población caucásica americana, 19 

alelos diferentes25
• 

Algunas hormonas pueden modificar su concentración plasmática; la hormona 

tiroidea26
, los estrógenos27

• 
28

• 
29

• 
30 y asteroides anabólicos la reducen31

, y la 
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hormona de crecimiento la incrementa32; pero no puede modificarse por 

medicamentos hipolipemiantes o por la dieta 18· 33
· 

La concentración plasmática de la Lp(a) se incrementa en padecimientos como el 

síndrome nefrótico, la artritis reumatoide y transitoriamente después de un infarto 

al miocardio o de intervenciones quirúrgicas34· 35· 36 . 

Existen variaciones en la concentración promedio y en la presencia de isoformas 

en poblaciones genéticamente diferentes37· 38· 39· 40. Los individuos negros tienen al 

menos, el triple de concentración plasmática de Lp(a) que los blancos41 · 42· 43· 44 • 

CONCENTRACIÓN PLASMÁTICA DE LP(a) EN 

DIVERSAS POBLACIONES 

Con la finalidad de identificar a las poblaciones en las que la Lp(a) represente un 

factor de morbilidad y mortalidad importante y resaltar su impacto en la salud 

pública, se han llevado a cabo numerosos estudios en poblaciones sanas. En la 

Tabla 1 se muestra algunos de estos estudios45, 46, 47, 48, 49, 5o, 51, 52, 53, 54, 55, 56, s1. 5a, 

59,60,61,62,63,64,65,66 

En el curso del trabajo de tesis analizamos los trabajos de poblaciones publicados 

en los últimos diez años, que aparecen en medline. Como criterio de búsqueda se 

empleó las siguientes palabras clave: Lp(a), ethnicity, population. 

Encontramos que a pesar del gran interés que el tema ha cobrado en los últimos 

años no existe un criterio para el manejo pre-analítico de la muestra, ni estándar ni 

técnica de referencia, ni un consenso en el empleo de anticuerpos monoclonales o 

policlonales para determinar la concentración plasmática de Lp(a). Entre los 
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puntos que señalan la dificultad que existe para comparar los diferentes estudios, 

resalta también la ausencia de estudios en la población latinoamericana y china. 

En el mapa que se muestra en la Figura 3 se señalan los estudios resultantes de 

la búsqueda y que emplearon la técnica de Elisa, la más empleada para 

determinar la concentración plasmática de Lp(a). El diámetro de los círculos 

representa el número de sujetos estudiados. El círculo que representa a la 

población mexicana corresponde a nuestro estudio realizado en el grupo de 

mestizos, mazahuas, mayas y mayos. 

TABLA 1 

. -------------······-···-----·-----------
Ref Población Concentración de Lp(a) 

46 

47 

48 

49 

USA Blancos y Negros tienen en promedio, · el doble de la 

negros. 

Húngaros 

Italianos 

Alemanes, 

concentración que los blancos. 

No existe diferencia de concentración promedio 

entre hombres y mujeres. Las ~ujeres tienen una 

distribución bimodal. Sólo 9.4% de la población en 

general supera 30 mg/dl. 

75% de la población tiene una concentración 

promedio menor a 1 O mg/dl. 

La concentración promedio de los gahaneses es el 

Gahananos, Chinos doble que la de los alemanes y 1.65 veces mayor 

que la de chinos. Las diferencias interétnicas se 

asociftn a las isotermas de apo(a) de alto PM. 

13 



50 Tibetanos, Coreanos, Los nigerianos tienen una concentración 2. 7 veces 

Chinos, Nigerianos, más alta que los tibetanos. Sin correlación con 

Belgas. otras variables estudiadas. 

51 Tiroleses, Alemanes, Los enfermos tienen mayor concentración que los 

Galeses, Israelitas, controles, excepto en los israelitas. En los 

Chinos de Singapur, alemanes no se midió concentración. 

lndués de Singapur. El gen de apo(a) es un factor determinante en la 

Grupo enfermos concentración de Lp(a) y confirma su papel como 

coronarios factor de riesgo en CI. 

52 Japoneses y Chinos Correlación inversa entre la concentración y el 

53 

54 

Españoles 

Negros 

Sychelles, 

Suizos 

tamaño de la isoforma de apo(a) en ambas 

poblacJones. 

38% de la población estudiada con concentración 

mayor a 30 mg/dL 

de La concentración promedio de Lp(a) es el doble en 

Blancos los negros que en los blancos. Correlación positiva 

con colesterol total, LDL colesterol y Apo B. Sin 

correlación con alcohol, tabaco o IMC. 

55 Caucásicas y afro Las mujeres afro caribeñas tienen mayor 

56 

caribeñas en el 3er concentración de Lp(a) que las mujeres caucásicas 

trimestre embarazo 

Mexicanos Correlación inversa entre la concentración y el 
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residentes en EUA 

57 Caucásicos 

japoneses 

tamaño de la isoformas de apo(a). 

y Diferencias significativas de los subtipos de alelos 

entre las poblaciones estudiadas y en pacientes 

con IAM. 

58 Esquimales y Correlación inversa entre la concentración y el 

Daneses caucásicos tamaño de las isoformas de apo(a) en las 3 

poblaciones. 

59 Chinos e hindúes Hindúes tienen mayor concentración que los 

60 

61 

62 

63 

residentes 

Singapur. 

nacidos 

en chinos, dato que concuerda con la tasa de 

Recién mortandad de sus respectivas poblaciones adultas 

en Singapur. 

Niños españoles 15.1 % de la poblaciór:i estudiada tiene 

Griegos 

Pigmeos y Bantús 

Mexicanos 

concentración arriba de 30 mg/dl. 

El percentil 77 de los hombres y 66 de las mujeres, 

tiene menos de 30 mg/dl de Lp(a). 

41 % de los hombres pigmeos y 52% de las 

mujeres pigmeas tiene una concentración mayor a 

30 mg/dL. En los bantús fue de 47% y 55% en 

hombres y mujeres, respectivamente. No hay 

diferencias significativas entre las 2 poblaciones. 

Sin correlación con otras variables estudiadas. 

Análisis segregacional sugiere la existencia de otro 
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residentes en EUA gen que participa con otro 41 % en el control de la 

concentración. 

64 Negros Sudafricanos Sin correlación entre el tamaño de la isoforma de 

apo(a) y la concentración de Lp(a). 

65 Sicilianos Resultados similares a los de poblaciones 

caucásicas. 

66 Estonianos y Rusos Estonianos mayor concentración de Lp(a) que los 

rusos. 

67 Taiwaneses Correlación positiva con la edad, LDL, fibrinógeno. 

Correlación negativa con TG, bajo HDL, IMC, 

resistencia insulina en hombres. Menopausia no 

cambia la concentración de Lp(a)?, anticonceptivos 

la disminuyen. 

---------------·-·---·--· .•. 

FIGURA3 

Distribución geográfica de los estudios de la concentración plasmática de 
Lp(a) 
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ESTRUCTURA QUÍMICA 

La composición de la Lp(a) es parecida a la de lipoproteínas de baja densidad o 

LDL. Ambas lipoproteínas contienen colesterol, triacilgliceroles y fosfolípidos, que 

pueden disolverse y transportarse en el plasma, gracias a la presencia de una 

proteína, apoB-100, que rodea al grupo de lípidos y colesterol 67
• 

Propiedades 

Diámetro Aº 

Movilidad electroforética 

Punto isoeléctrico 

Peso molecular (x106
) 

Densidad hidratada 

Apolipoproteínas 

Proteínas (%) 

Colestero·I (%) 

Éster de colesterol (%) 

Triacilgliceroles (%) 

Fosfolípidos (%) 

TABLA 2 

Lp(a) 

269±12 

pre beta 

4.9 

3.08 

1.055 -1.12 

Apo(a), Apo B-100 

27- 30.9 

7.9 

37.1 

19 

5 

LDL 

206 ± 29 

Beta 

5.6 

2.93 

1.02 - 1.063 

Apo B-100 

22.4 

8.5 

40.7 

21.3 

7.1 

La diferencia principal entre la molécula de LDL y de Lp(a) radica en la presencia 

de apo(a) que se une a través de un puente disulfuro con apoB-100 entre Cys en 

posición 69 del KIV-9 de apo(a) y Cys 3734 de apoB-100; la unión se estabiliza 
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por puentes de hidrógeno e interacciones van der Waals en otras regiones de 

ambas proteínas 68
• 
69

• 
70

· La apoB-100 71 tiene la misma estructura y conformación 

en la molécula de Lp(a) y en LDL. La proporción de apo(a):apoB-100 es de 1 :1 72, 

pero considerando sus parámetros fisicoquímicos podrían existir entidades en 

proporción 2:1 69
• 

Como es frecuente en las lipoproteínas plasmáticas, Lp(a) puede tener diferentes 

tamaños, con pesos entre 800 y 1300 kDa y por lo tanto diferente densidad; estas 

diferencias reflejan, en menor medida, la composición del núcleo de lípidos y, 

principalmente, del polimorfismo estructural de apo(a)73
• 

Existen dificultades técnicas para obtener la forma nativa de apo(a) y las 

predicciones de su estructura secundaria sugieren ausencia de a-hélice 74
• Sin 

embargo, después de reducir los enlaces sulfhidrilo y por la técnica de dicroísmo 

circular, se observó 8 % de a-hélice, 21 % de hoja J3 y 71 % de arreglo al azar 75
• 

La apo(a) pertenece a la familia de serina proteasas, al igual que el plasminógeno, 

la protrombina, el activador tisular del plasminógeno, el activador del 

plasminógeno tipo urocinasa y el factor XII. Estas proteínas derivan de un gen 

ancestral común a todas ellas. 

La apo(a) es muy parecida al plasminógeno (Figura 1 ). Los genes que codifican 

para ambas proteínas se encuentran muy cercanos, en el cromosoma 6, banda 

q26-27 20
• Ambos genes se orientan cabeza con cabeza a 50 kb de distancia 76

, 56 

en la región terminal 5', que en el caso de apo(a) presenta un polimorfismo que 

puede expresarse modificando la eficacia en la trascripción y da lugar a 
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diferencias en la concentración plasmática de Lp(a) no sólo entre individuos sino, 

como ya se ha mencionado, entre diferentes grupos étnicos. 

El gen de la apo(a) puede tener diferentes tamaños, cada uno corresponde al 

número de veces que se presenta una secuencia de 5.5 kb cuyo número puede 

variar entre 12 a 51. La región promotora del gen de apo(a) tiene, río arriba, un 

fragmento de 1 kb de tamaño cuya secuencia presenta varios sitios potenciales de 

interacciones. Con la interleucina 6 (IL6) presenta siete sitios, hecho que permite 

explicar el incremento pasajero en la concentración plasmática de Lp(a) durante 

estados de inflamación aguda y tres sitios con elementos específicos de 

trascripción hepática (HNF-1, CEBP, y LF-A 1 ). 

La apo(a) y el plasminógeno tienen una región catalítica con una similitud de 94%, 

pero que en el caso de apo(a) carece de la capacidad de activarse y de tener una 

función enzimática a causa de la presencia de arginina en lugar de serina en el 

sitio de activación. 

El plasminógeno y la apo(a), tienen también, diferente número de módulos 

llamados kringles, Figura 4. A través de los kringles se reconocen y se unen a 

otras macromoléculas y/o a sitios específicos de la membrana celular 77
· 

Los kringles se unen entre ellos por regiones interkringles, que son segmentos de 

26 a 36 aminoácidos ricos en serina, prolina y/o treonina; cada región interkringle 

tiene 6 sitios potenciales para 0-glicosilaciones . 

19 
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FIGURA4 
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Estructura de plasminógeno y de Apo(a). R-V indica el sitio de hidrólisis del 
plasminógeno en Apo(a) el sitio S-1 no se hidro/iza; n indica el número de KIV 
tipo2. 

En la función de reconocimiento participa una estructura globular que se genera 

en el interior del kringle y que rodea a una región hidrófoba formada por varios 

aminoácidos aromáticos que se estabilizan a través de puentes de hidrógeno y 

separan a un grupo catiónico de un grupo aniónico 78
. Esta región se conoce como 

el sitio de unión a la lisina, o LBS Figura 5, por sus siglas del término en inglés 

lysine-binding-site. Sus características estructurales generan una geometría 

relativamente rígida a la que selectivamente tienen acceso y pueden unirse 

ligandos alifáticos o aromáticos de 6.8 A, del tipo de ácidos c.o-amino-carboxílicos 

como es el ácido E-aminohexanóico o compuestos análogos . 
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FIGURA 5 

KRINGLE 4 DEL PLASMINOGENO 

Representación esquemática del sitio LBS del kringle 4 del plasminógeno. 

El plasminógeno tiene 5 tipos de kringles muy similares entre sí, pero con 

pequeñas diferencias en el sitio de unión a la lisina, que modifican el grado de 

afinidad por diferentes ligandos. El K1 del plasminógeno tiene un LBS de gran 

afinidad; el polo catiónico se forma con Arg 35 y Arg-71, el polo aniónico se forma 

con Asp-55 y Asp-5779 
• 

El LBS del K4 del plasminógeno tiene una afinidad intermedia; es una región 

hidrófoba en forma de V que genera una topografía en la que se alinean los anillos 

aromáticos de Phe-64, Trp-62 y Trp-72 que separan al grupo aniónico, formado 

por Asp-55 y Asp-57 del catiónico, formado por Lys-35 y Arg-71 80
• 

POLIMORFISMO DE APOLIPOPROTEINA (a) 

La apo(a) comparte con el plasminógeno el kringle V y un número variable de 

kringles IV, Figura 6. 
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No todos los kringles IV de apo(a) son iguales entre sí; se clasifican en 1 O subtipos 

diferentes81
; 

FIGURA 6 

Polimorfismo Estructural de la Apo(a) 

.....---1Krlngles IV---. 

11 ¡ 2 13: 14 j s ¡ e 1 7 ¡ e ¡ e a V 1 p rote ... 
1 <._ 

1 12 .;;---. 
1 1 1 ---
1 1 1 -- .... 1 1 1 42 1 ..,_ 

!1 l2 l2 l2 I --- l 2i2 ¡~]314 Is je j7 je je rIIV l Proteua l 
'--------Kringles IV-------' 

Posibles variaciones en el tamaño de Apo(a) dependiendo del número de 

kringles IV tipo 2 

En la molécula de apo(a) cada uno está presente una sola vez y únicamente el 

kringle IV-2 se presenta un número diferente de veces, lo que da origen a una 

heterogeneidad estructural y a isoformas de diferente tamaño con pesos 

moleculares entre 280 y 800 kDa. De todos ellos, el kringle IV-10 es el más 

parecido al kringle 4 del plasminógeno; el sitio de unión de alta afinidad a la lisina 

se forma por un polo aniónico Asp-55 y Asp-57 y por un polo catiónico Arg-71 y 

Arg-35; entre ambos polos hay un microambiente hidrófobo que se forma por la 

presencia de tres aminoácidos aromáticos Trp-62, Phe-64 y Trp-72. El KIV-1 O de 

la apo(a) difiere del K-4 del plasminógeno, por la presencia de Arg en lugar de Lys 

en la posición 35. Este kringle tiene un papel preponderante en la unión de Lp(a) a 

la lisina presente en la fibrina82
, de esta forma impide que el plasminógeno tenga 
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acceso a las redes de fibrina y se active por el activador tisular del 

plasminógeno83
• 

84
• 

85
• 

86
• generándose una insuficiencia fibrinolítica que favorece la 

aterosclerosis y la trombosis . 

Otra fuente de polimorfismo de apo(a) son las glicosilaciones; cada klV de apo(a) 

tiene un sitio potencial para una N-glicosilación y, considerando las glicosilaciones 

interkringles, 30% de cada mol de apo(a) corresponde a carbohidratos: manosa, 

galactosa, galactosamina, glucosamina y ácido siálico, en relaciones aproximadas 

de 3:7:5:4:7, respectivamente75 
• 

FIBRINOLISIS 

En el interior de los vasos sanguíneos la fibrina se deposita para consolidar las 

reacciones hemostáticas. Es un proceso benéfico que permite reparar y devolver 

sus funciones al endotelio vascular después de una lesión; sin embargo, cuando la 

permanencia de la fibrina no es autolimitada, favorece el desarrollo de la 

aterosclerosis. 

El sistema fibrinolítico destruye los depósitos de fibrina en el interior de los vasos 

sanguíneos, tanto los remanentes de la actividad hemostática como los que se 

van formando y acumulando durante la evolución de la placa aterosclerosa. 

Gracias a un balance entre los activadores del plasminógeno y los diferentes tipos 

de inhibidores de estos activadores, su respuesta se inclina entre el reposo y la 

actividad fibrinolítica. 

Como resultado de la activación fibrinolítica se genera plasmina, Figura 7. 
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FIGURA 7 

La flecha indica el sitio de escisión del plasminógeno para generar 
plasmina 

La plasmina es una enzima proteolítica que puede ejercer su efecto sobre 

numerosos substratos plasmáticos. Esto no ocurre así, gracias a que es la propia 

fibrina la que localiza y señala el sitio de la activación fibrinolítica. Entre sus redes 

se une el plasminógeno, precisamente en el sitio de alta afinidad o LBS y permite 

y orienta adecuadamente la unión de su activador tisular (t-PA). Así se genera 

plasmina en el interior del depósito de fibrina, que actúa escindiéndola y a la vez 

poniendo al descubierto otros sitios de afinidad, residuos de lisina carboxi-

terminales, para amplificar su respuesta. Una vez que se desintegra la fibrina, el 

mecanismo se detiene, el endotelio vascular no libera más activador. En este 

punto los remanentes de plasmina y de activador tisular, que alcanzan la 
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circulación, se encuentran con sus inhibidores respectivos, la alfa2-antiplasmina y 

el inhibidor del activador tisular del plasminógeno tipo 1 (PAl-1 ). Figura 8. 

FIGURAS 

Representación esquemática de la fibrinolisis 

Lp(a) INHIBIDOR COMPETITIVO DEL 

PLASMINÓGENO 

La semejanza entre el plasminógeno y la apolipoproteína (a) permite que 

las diferentes isoformas de apo(a) compitan por los sitios de afinidad (LBS) de la 

fibrina con el plasminógeno. 

Sin embargo, no todas las isoformas de apo(a) muestran la misma afinidad. Esta 

depende del tamaño de la isoforma y de su concentración plasmática 87
• 

88 Figura 

9. 
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FIGURA 9 
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Mecanismo de acción de la lipoproteína Lp(a). El polimorfismo estructural de 
la apolipoproteína apo(a) influye en el efecto antifibrinolítico de la Lp(a). Las 
isoformas de talla más pequeña poseen mayor afinidad por la fibrina y 
producen un efecto más pronunciado. 

El plasminógeno y las diferentes isotermas de Lp(a) 89
, compiten también por los 

residuos de lisina en los receptores de la superficie de las células endoteliales 90
, 

en los monocitos U937 91
, en las plaquetas92

, en las células mononucleares y en 

modelos in vitro de matrices que simulan la membrana extracelular 93
• La Figura 

1 O muestra esquemáticamente la formación de plasmina, tanto sobre la superficie 

de fibrina como sobre los monocitos. 
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FIGURA 10 

El plasminógeno se activa tanto sobre la superficie de fibrina como sobre la 
superficie celulares. 

Los dos activadores del plasminógeno: activador tipo tisular activa la fibrinolisis y 

el activador tipo urocinasa activa la proteolisis pericelular. 

Otro mecanismo más que altera el balance del sistema fibrinolítico, es la 

disminución de la síntesis del activador tisular del plasminógeno (t-PA) y el 

incremento· de la síntesis del inhibidor del activador tisular del plasminógeno (PAl-

1) 94 que se observa en cultivos de células endoteliales expuestas a Lp(a). 

Lp(a) y ATEROGÉNESIS. 

La aterosclerosis es un proceso multifactorial y crónico 95
• Las arterias más 

afectadas son las de mediano o gran calibre, particularmente en los sitios que 

están expuestos a las fuerzas de cizalla. Las alteraciones en el metabolismo de 

los lípidos, las lesiones o alteraciones en el funcionamiento de las células 

endoteliales y la pérdida de equilibrio entre el depósito de fibrina y la fibrinolisis, 
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son los principales factores que se identifican como precursores de la placa 

ateromatosa. Los dos primeros favorecen el inicio 96 mientras que la insuficiencia 

fibrinolítica interviene principalmente en el crecimiento de la placa ateromatosa97
• 

Las lesiones de la íntima favorecen la migración y la proliferación de células, la 

acumulación de lípidos, la aceleración en la síntesis de la matriz extracelular y el 

desequilibrio en la síntesis de factores quimiotácticos y de crecimiento. Todas 

.estas acciones originan las lesiones ateromatosas que se clasifican en tres 

categorías:98 

La lesión precoz, que se caracteriza por un depósito en la íntima de lípidos 

(principalmente de baja densidad o LDL), presencia de macrófagos y de células 

espumosas. En la lesión intermedia existe ya proliferación celular de macrófagos, 

de célula::¡ espumosas, de células musculares lisas que provienen de la media y 

que éstas últimas adquieren la capacidad de sintetizar ciertas proteínas de la 

matriz extracelular. En las lesiones avanzadas se pueden identificar 

deformaciones de la pared arterial en las que hay depósitos de lípidos que se 

rodean de una capa fibrosa formada por proteoglicanos, células espumosas y 

células musculares lisas. Una fisura en este sitio permite el contacto del factor 

tisular con el factor VII de la coagulación y se inician los mecanismos pro 

coagulantes que culminan con la formación de un trombo que puede o no obstruir 

completamente el flujo sanguíneo, y dar un curso acelerado y en ocasiones fatales 

a estos padecimientos. 

La Lp(a) favorece la aterogénesis a través de varios mecanismos; los macrófagos 

fagocitan a la Lp(a) 99 y se depositan en el subendotelio, se transforman en células 
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espumosas y dan lugar a deformaciones que disminuyen la luz de los vasos 

sanguíneos. 

FIGURA 11 

La Lp(a) favorece la aterotrombosis y disminuye la fibrinolisis. 

En las células endoteliales de arteria coronaria en cultivo, se observa que la Lp(a) 

estimula la expresión de moléculas de adhesión vascular 1 (VCAM-1) y de 

selectina-E, proceso que desencadena la atracción de los macrófagos 100 
• Otro 

mecanismo propuesto se relaciona con la disminución de la generación de 

plasmina que tiene las siguientes consecuencias: a) permanencia prolongada de 

depósitos de fibrina , con el consecuente incremento en el depósito de colesterol y 

formación de la placa aterosclerosa y b) disminución de la activación, por hidrólisis 

parcial con plasmina, del factor de crecimiento transformante B (Transforming 

Growth Factor o TGF-B), factor que limita el crecimiento de las células del músculo 

liso vascular. 
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Se ha propuesto 101 que durante los episodios inflamatorios los leucocitos, 

macrófagos y células T, secretan enzimas proteolíticas. Los fragmentos de 

Lp(a)/Apo(a) que se forman bajo estas circunstancias, pueden tener una mayor 

capacidad aterosclerosa como lo representa la figura 12 

Figura 12 

Por la acción de enzimas proteolíticas se forman partículas de Lp(a) con 
mayor actividad aterosclerótica. 

Lp(a) INHIBE LA FIBRINOLISIS 

La elevada concentración plasmática de Lp(a) no siempre interfiere con la 

fibrinolisis normal. Las isoformas de apo(a) muestran diferente actividad 

antifibrinolítica, por lo que se debe subrayar la importancia de considerar la 

actividad antifibrinolítica de las isoformas en la predicción de la enfermedad 

cardiovascular 102
• 

TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 
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Se han llevado a cabo diversas estrategias de estudio in vitro. Empleando un 

modelo de fibrina en fase sólida 103· 104· 105· 106· 107, ha sido posible identificar de 

manera sensible y específica la inhibición de la fibrinolisis por las isoformas de 

apo(a). 

Estos estudios han permitido concluir el mecanismo y las diferentes variables que 

intervienen en la inhibición competitiva del plasminógeno, por diferentes isoformas 

nativas de Lp(a) o por formas recombinantes de apo(a) .Estos trabajos muestran 

que:1os 

1) La afinidad de Lp(a) por la fibrina muestra una relación inversa con el tamaño 

de las isotermas de apo(a), que pueden tener constantes de disociación (Kd) entre 

50 y 500 nmol/L 87 

2) Tanto el plasminógeno como la Lp(a) compiten por los mismos sitios de unió11, 

lo que corresponde a un mecanismo de inhibición competitiva saturable. 

3) El potencial antifibrinolítico de Lp(a) depende de la afinidad y de la 

concentración de cada una de las 2 isotermas de apo(a) presentes en el 

plasma108. 

Lp(a) Y HOMOCISTEINEMIA 

La hiperhomocisteinemia se asocia con un incremento de las enfermedades 

trombóticas y aterosclerosas 109. La trombosis se favorece porque altera varios 

mecanismos de regulación antitrombótica de la hemostasia. 

Los mecanismos fisiológicos que regulan la hemostasia permiten, junto con el 

sistema fibrinolítico, que la actividad pro- y anti-coagulante mantenga un equilibrio. 
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Entre los mecanismos anticoagulantes naturales se encuentra: la antitrombina 111, 

que inhibe directamente a los factores enzimáticos de la coagulación activados 

(lla, IXa, Xa) ; el sistema de la Proteína C y su cofactor la proteína S, que inhibe a 

los cofactores activados de la coagulación (Va, Vllla),.y el inhibidor del factor 

tisular. 

Figura 13 

PC, proteína C; PCa, proteína C activada; FT, factor tisular; FV, cofactor V de 
la coagulación. PGl21 prostaciclina o prostaglandina 121 NO, óxido nítrico; Tm, 
trombomodulina. 
La homocisteína incrementa la actividad del factor tisular, disminuye la expresión y 

la actividad de la trombomodulina que es indispensable para la activación de la 

proteína C, disminuye la actividad anticoagulante de la antitrombina 111 así como la 

unión del activador tisular del plasminógeno a su receptor en la superficie de las 

celulas (anexina 11)110 y también el incremento de la concentración de 

homocisteína plasmática, se refleja como un incremento en la unión de Lp(a) a la 

fibrina 111 ., Figura 13 

TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 
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Lp(a) e INHIBIDOR DEL FACTOR TISULAR 

Otro mecanismo recientemente propuesto112 por el que Lp(a) favorece la 

trombosis intravascular, contempla la unión directa, dependiente de la 

concentración, al inhibidor del factor tisular. El inhibidor del factor tisular (IFT) 

modula la actividad catalítica del factor VII de la coagulación y es reconocido como 

un mecanismo fisiológico anticoagulante. El inhibidor del factor tisular se localiza 

en las células endoteliales y la interacción Lp(a)/IFT sugiere que existe un 

mecanismo procoagulante que se localiza en la placa aterosclerosa. 

ESTUDIOS CLíNICOS 

Bajo esta perspectiva, se realizaron numerosos estudios epidemiológicos, que 

describen una asociación positiva entre la elevada concentración plasmática de 

Lp(a) y un incremento en las enfermedades cerebrovasculares 113 

cardiovasculares, la reestenosis de puentes coronarios, la reoclusión de 

angioplastías y el desarrollo prematuro de aterosclerosis asociada a altas 

concentraciones de LDL y/o a bajas concentraciones de HDL114
• 

115
• La mayoría 

de estudios prospectivos confirman estos resultados 116
• 

117
• 

118
• 

119
• 

12º· 121
• 

122
, aún 

cuando no existe un acuerdo en el límite de corte para considerar una 

concentración plasmática normal; algunos autores consideran que es de 20 

mg/dl 121
, otros hasta 30 mg/dl 116 y que el empleo de anticuerpos diferentes, 

monoclonales o policlonales, genera divergencias en los resultados5 • 

Sin embargo, otros estudios no encuentran asociación entre la Lp(a) y la 

enfermedad arterial coronaria 123
• 

124
• Esta discrepancia en los resultados podría 

33 



ser el reflejo de la gran heterogeneidad estructural de la molécula de apo(a), que 

se traduce en una heterogeneidad funcional como inhibidor competitivo del 

plasminógeno por la fibrina, disminuyendo la formación de plasmina.7, 125
· 

Craig y col 126 hicieron un meta-análisis de los diferentes estudios prospectivos 

que estudian a la Lp(a) como factor de riesgo de la enfermedad arterial coronaria 

en población caucásica, poniendo especial atención en los criterios de selección 

de los trabajos a fin de que los resultados de los diferentes estudios fueran 

comparables. La tabla 3 muestra que, los individuos que desarrollaron enfermedad 

arterial coronaria tenían una mayor concentración de Lp(a) que los controles 116
• 

117
• 

110. 119, 124, 121. 120. 129, 130, 131, 132, 133. Sugieren que la variabilidad de los resultados 

puede ser efecto del manejo pre-analítico de la muestra, en especial a la 

temperatura que se almacenó la muestra. Concluyen que la Lp(a) es un factor 

prospectivo de riesgo independiente en la enfermedad isquémica coronaria. 
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TABLA3 

Ref País N Casos N Controles Cociente [Lp(a)] mg/L ES 

Casos/Controles 

-------- -·-----·- - - - .. ·--- ···-· -·-- - -· ---------------- -·-----·----·-·-- ----------
128 Finlandia 

Hombres 97 148 0.68 0.050 

Mujeres 97 121 1.24 0.049 

118 Alemania 107 5124 2 0.038 

129 Alemania 33 828 1.8 0.084 

130 Reino Unido 49 192 1.4 0.045 

131 Finlandia 138 130 1.18 0.044 

132 Dinamarca 74 190 1.32 0.078 

120 EUA 233 390 1.22 0.021 

125 EUA 296 296 0.018 

134 EUA 

Hombres 90 90 1.97 0.132 

Mujeres 44 44 1.34 0.179 

117 Suiza 26 109 1.61 0.070 

133 Islandia 104 1228 1.35 0.034 

119 Reino Unido 229 1145 1.54 0.033 

·craig et aÍ:Clinical Chemistry 
--- . ---·----.. --~---··--·---------

1998;44:2301-2306 
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JUSTIFICACION DEL ESTUDIO 

Por la inconsistencia en los resultados entre los diferentes estudios prospectivos 

para señalar a la Lp(a) como un factor de riesgo en la enfermedad arterial 

vascular, es importante evaluar el impacto de la Lp(a) como factor de riesgo a 

través de su capacidad para inhibir la fibrinolisis. Por esta razón es necesario el 

empleo de un método funcional que identifique la unión de Lp(a) a la fibrina en los 

diferentes sujetos de estudio. 

HIPÓTESIS 

La cantidad de apo(a) unida a la fibrina, las isotermas de Lp(a) de bajo peso 

molecular, se encuentran aumentadas en las muestras plasmáticas de sujetos con 

enfermedad arterial \(ascular en comparación con sujetos sin ésta. 

OBJETIVO DEL ESTUDIO 

1.-Determinar cuál es la cantidad de apo(a) unida in vitro a la fibrina, en las 

muestras plasmáticas de sujetos con enfermedad arterial vascular, en 

comparación con sujetos sin ella. 

2.- Analizar qué tipo de isotermas de Lp(a) se unen en mayor proporción a la 

fibrina en las muestras plasmáticas de sujetos con enfermedad arterial vascular, 

en comparación con sujetos sin ella . 

3.- Determinar si existe una relación entre la concentración plasmática de Lp(a) y 

la cantidad de apo(a) unida in vitro a la fibrina, en las muestras plasmáticas de 

sujetos con enfermedad arterial vascular, en comparación con sujetos sin ésta. 
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DISEÑO DEL ESTUDIO 

TRANSVERSAL ANALITICO 

Por el control de la maniobra: observación. 

Por la captación de la información: prolectivo. 

Por la medición de la maniobra en el tiempo: transversal. 

Por la presencia de un grupo control: comparativo. 

Por la asignación de sujetos al grupo de estudio y control : no aleatorio. 

Por la capacidad en la aplicación y evaluación de las maniobras: abierto y ciego 

simple. 

POBLACIÓN DEL ESTUDIO 

Individuos con enfermedad isquémica coronaria que acudieron a la consulta 

externa del Instituto Nacional de Cardiología, que cumplieron con los criterios de 

selección y consintieron, por escrito, en participar en el estudio. 

Individuos con enfermedad vascular cerebral que acudieron a la consulta externa 

del Instituto Nacional de Neurología y fueron remitidos al Instituto Nacional de 

Cardiología, cumplieron con los criterios de selección y consintieron, por escrito, 

en participar en el estudio. 

Población sin antecentes de enfermedad isquémica que acudieron a donar sangre 

al Instituto Nacional de Cardiología. 
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CASOS 

Criterios de inclusión: 

• Antecedente de enfermedad vascular coronaria, infarto agudo del miocardio, 

angina estable o inestable. 

• Antecedente de infarto cerebral de origen trombótico. 

• En caso de ser necesario, los enfermos estaban bajo tratamiento con fármacos 

hipolipemiantes, antihipertensivos, hipoglucemiantes o antiagregantes 

plaquetarios. 

Criterios de no inclusión: 

..,. Evento trombótico en el mes anterior al estudio . 

..,. Hipertensión sin control. 

..,. Déficit neurológico con demencia 

..,. Embolia cerebral de origen cardiaco o consecuente con una angiografía 

coronaria . 

..,. Enfermedad hepática aguda o crónica . 

..,. Enfermedad renal aguda o crónica . 

..,. Enfermedad hemorrágica . 

..,. Procedimientos quirúrgicos, 3 meses previos al estudio . 

..,. Procesos infecciosos graves, 2 meses previos al estudio. 

38 



CONTROLES 

Donadores de sangre sin antecedentes de enfermedad isquémica cerebral o 

coronaria. 

Definición operativa de los criterios de exclusión 

1) Enfermedad hepática 

Incremento en: bilirrubina directa > 1 .5 mg/dL 

bilirrubina indirecta > 1.0 mg/dL 

fosfatasa alcalina > 70 U/I 

transaminasa oxalacética > 25 U/I 

transaminasa pirúvica > 20 U/I 

Tiempo de protrombina prolongado >20 % 

Cuando esté consignado en el expediente por médico del Instituto Nacional de 

Cardiología. 

2) Enfermedad renal 

Creatinina > 1.5 mg/dL 

Cuando esté consignado en el expediente por un médico del Instituto Nacional de 

Cardiología. 

3) Enfermedad hemorrágica 

Tiempo de protrombina prolongado > 20 % 

Tiempo de tromboplastina parcial prolongado > 20 % 

Fibrinógeno < 1.5 g/L 
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Cuando esté consignado en el expediente por un médico del Instituto Nacional de 

Cardiología. 

4) Trombosis 

Dímeros D-D positivos. Cuando esté consignado en el expediente por un médico 

del Instituto Nacional de Cardiología. 

DEFINICIÓN OPERATIVA DE VARIABLES 

Variables independientes 

Enfermedad aterotrombótica, variable nominal. 

Categorías: 

1 Enfermedad isquémica coronaria (CI). Diagnóstico clínico, electrocardiográfico o 

por angiografía coronaria. Se considera positivo cuando esté consignado en el 

expediente por un cardiólogo del Instituto Nacional de Cardiología. 

2 Enfermedad vascular cerebral (EVC). Diagnóstico clínico, o por estudio doppler 

o tomografía computarizada. Se considera positivo cuando esté consignado en el 

expediente por un neurólogo del Instituto Nacional de Neurología y se remita para 

inclusión al estudio en el Instituto Nacional de Cardiología. 

Variables dependientes 

1 Concentración plasmática de Lp(a). Se estimó en mg/dl. Es una variable 

continua con escala de medición de proporción. 

2 Lp(a) unida a la fibrina. Se estimó la cantidad de apo(a) unida a las placas de 

fibrina extrapolando cada resultado a una curva de calibración que se construye 

con un estándar de recombinantes apo(a) desde 1 O a 34 kringles. Variable 

continua con escala de medición de proporción. 
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3 lsoformas de Lp(a). Se reconocieron comparando su migración contra un 

estándar de recombinantes apo(a) desde 1 O a 34 kringles. Variable discreta en 

escala de medición nominal. 

Variables de confusión 

1 Colesterol total, triacilgliceroles, lípidos de baja densidad, lípidos de alta 

densidad, variables continuas en escala de medición de proporción, (mg/dL). 

2 Antecedentes heredo-familiares, variable nominal. 

3 El fibrinógeno, el factor VII de la coagulación, el volumen de sedimentación 

globular, los leucocitos, son variables continuas con escala de medición de 

proporción. 

Variables modificadoras, variables continuas en escala de medición de proporción. 

1 Presión arterial. Se registrará en mm Hg con el individuo en posición sedente, 

después de 20 min. de reposo. 

2 Circunferencia de la cintura. Se medirá con cinta métrica , se registrará en cm. 

3 Circunferencia de la cadera. Se medirá con cinta métrica, se registrará en cm. 

4 Índice de masa corporal. Se calculará dividiendo el peso entre el cuadrado de la 

talla (Kg/m2
). 

Variables universales, variables continuas, escala de medición de proporción. 

1) La edad se registrará en años. 

2) El peso se registrará en Kg 

3) La talla se medirá de pie y sin calzado con una cinta métrica colocada en la 

pared. Se registrará en cm . 

41 



DESCRIPCION OPERATIVA DEL ESTUDIO 

Se revisarán los expedientes un día previo a su consulta y a los candidatos se les 

informará del estudio y se les invitará a participar previa carta de consentimiento 

informado. 

Los enfermos que aceptaron ingresar al estudio se sometieron a exámenes de 

escrutinio (si no se han practicado en el transcurso del último año), para descartar 

enfermedades hepática, renal o trastornos hematológicos. 

A los enfermos que cumplieron con los criterios de selección se les aplicó un 

cuestionario que incluyó una ficha de identificación, antecedentes familiares, 

antecedentes personales. 

ASPECTOS ÉTICOS 

Ya que los participantes en el estudio se sometieron a una punción venosa 

adicional a su manejo habitual, implicando un riesgo mayor al mínimo, se les 

informó sobre las características y objetivos del estudio. 
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MATERIAL, MÉTODOS Y PROCEDIMIENTOS 

GRUPO DE ESTUDIO 

Estudiamos 248 individuos, 157 enfermos y 91 controles. 105 enfermos con 

cardiopatía isquémica, infarto del miocardio, o con angina estable/inestable. 52 

enfermos con enfermedad vascular cerebral de origen trombótico, Tabla 4 

TABLA 4 

Categorías Número Individuos Porcentaje 

EVC 52 21 

CI 105 42.3 

Infarto del miocardio 70 28.2 

Angina estable/inestable 35 14.1 

Controles 91 36.6 

Total 248 100 

MUESTRA DE SANGRE 

Se obtuvo de cada individuo con 12 horas de ayuno, después de permanecer 

sentado 20 minutos, una muestra de 15 mL de sangre por punción venosa con 

una jeringa estéril desechable. La muestra de sangre se dividió en 3 alícuotas 

iguales. La primera se colocó en un tubo A de plástico que contenía citrato de 

sodio (3.8%} en una relación 1 :9 como anticoagulante, para determinar los 
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tiempos de coagulación, fibrinógeno y dímeros D-D. La segunda se colocó en un 

tubo B de vidrio, sin anticoagulante para la determinación de química sanguínea. 

La tercera se colocó en un tubo de plástico C que contenía EDTA 3 mM como 

anticoagulante para determinar concentración de Lp(a), isoformas, grado de unión 

a la fibrina. Los tubos se centrifugan a 2000 x g durante 20 min. a 4ºC. 

El plasma del tubo C se separó en varias alícuotas. A las alícuotas destinadas al 

estudio de Lp(a) se adicionaron inhibidores de proteasas (Trasylol®, Bayer Farma, 

Puteaux, Francia). Las muestras se congelaron a -70ºC hasta efectuar las 

pruebas, máximo 6 meses. Se analizaron en bloques con el fin de disminuir la 

variabilidad ínter ensayo. 

UNIÓN DE APO(a) A LA FIBRINA 

Se pusieron a punto las técnicas para obtener un modelo experimental que 

permite identificar in vitro la unión de la Lp(a) a la fibrina. 

El modelo distingue la inhibición competitiva entre la Lp(a) y el plasminógeno 

como se muestra en la Figura 14, que se traduce en una incompetencia 

fibrinolítica. 

La malla de fibrina que se forma en los pozos de la placa presenta sitios 

expuestos de lisina de 6.8 A, a los que selectivamente tienen acceso y pueden 

unirse moléculas que presenten una estructura globular que se genera en el 

interior de los kringles. 
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FIGURA 14 

Anticuerpo~nales Patrón de recombinantes de apo(a) ,.:,_.,,.. ~ 
-26 
...... 18 - • 14 

10 
Anti-apo(a) ~ 

Plasma Anticuerpo 

~ ! - \___]_ l ____ L~(a) 
'··-....... ;/ _ '9 unida 

Fibrina 

Representación esquemática del método para identificar la unión de apo(a) a 
la fibrina 

Este modelo tiene las siguientes características: 

Superficie de fibrina 121 mm2 = 410 fmol de fibrina/cm2
. La superficie que se cubre 

con un volumen de 50 µI corresponde a 88 mm2
• 

El fibrinógeno no se desprende de la placa de PVC gracias a la presencia de 

polímeros de glutaraldehído que lo fijan y le proporcionan una flexibilidad 

adecuada para permitir el acceso de las proteínas afines. 
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La presencia de fibrina en las placas se puso en evidencia con un anticuerpo 

·monoclonal, Y18, cuyo epítopo se sitúa en el fragmento 1-51 de la cadena Aa. del 

fibrinógeno; la reactividad del anticuerpo disminuye a medida qure se incrementa 

el tiempo de reacción entre el fibrinógeno y la trombina. Con la ayuda del 

anticuerpo FDP-14, (colaboración con el Dr Nieuwenhuizen, Gaubius lnstiitute, 

Leyden, Holanda), se identificó el fragmento E, producto de fragmentación del 

fibrinógeno 134 y el anticuerpo 00386/22 identificó los dímeros 0-0; producto de 

fragmentación de la fibrina, (proporcionado por el Dr Rylatt, Agen Biomedical L TO, 

Brisbane, Australia). 

Para hacer las determinaciones de unión de apo (a) a la fibrina, se lavaron las 

placas de fibrina tratadas con plasmina con amortiguador A (0.05 mmol/L de 

fosfato de sodio, pH 7.4, 0.08 nmol/L cloruro de sodio, 0.01 % thymerosal, 0.0:1% 

Tween 20, 2mg/ml albúmina bovina). 

Se depositó por duplicado en cada pozo 50 µI de plasma (dilución 1 :16 en 

amortiguador A + 40 mg/ml albúmina bovina) 

Se incubó durante 12 ha 4ºC con la finalidad de permitir el equilibrio entre la unión 

de plasminógeno/apo(a) a la fibrina. 

Se retiraron las proteínas que no se unieron lavando la placa con amortiguador A. 

Se adicionó 50 µI de un anticuerpo monoclonal anti-apo(a)135 conjugado con 

peroxidasa. 

Se incubó la placa 2 h a 37ºC 
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Se lavó la placa con amortiguador A y se adicionan 50 µI de una solución de 1 

mg/mL de ácido 2,2'-azino-bis(3-etilbenzotiazolina)-6 sulfónico (ABTS, Boehringer 

Mannheim) para revelar la coloración. 

El cambio en absorbencia ( .6. A 405nm/min) se midió en un lector de placas (MR 

500, Dynatech). La cantidad de apo(a) unida a la fibrina se obtuvo extrapolando 

los valores obtenidos a una curva patrón elaborada con un calibrador de referencia 

que contenía cantidades equimoleculares de isoformas recombinantes de apo(a) 

de 1 O a 34 kringles23, Figura 15. 

FIGURA 15 

Apo(•) lulngle N dominloa (llpo1ID10) 

A14 [I}-{[!J~ 

A11 [I}-{[!J~ 

A22 [I}-{[!J~ 

A26 [I}-{[!J~ 

A.10 [I}-{[!J~ 

A34 [I}-{[!J~ 

Representación esquemática de las isoformas de apo(a) 

CONCENTRACIÓN PLASMÁTICA DE Lp(a) 

Método inmunonefelométrico, reactivos y equipo de Beckman Co, Palo Alto Ca. 

EUA. 
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ISOFORMAS DE Apo(a) 

Método de inmunoelectroforesis con transferencia en papel de nitrocelulosa que 

comprende los siguientes puntos: 

• Reducción de los enlaces sulfhidrilo que unen a la apolipoproteína (a) con 

el resto del núcleo lipoproteíco que conforma a la lipoproteína (a). 

• Depósito y migración de las muestras en gel de acrilamida. 

• Transferencia de las proteínas del gel a papel de nitrocelulosa. 

• Las isoformas de apo(a) se localizan con un anticuerpo monoclonal dirigido 

contra apo(a) marcado a la peroxidasa cuya presencia se revela con 4 

cloronaftol. 

Las proteínas presentes en el plasma son identificadas tomando como referencia 

un estándar que contiene diferentes isoformas recombinantes de apo(a) de masa 

molecular conocida23
, Figura 13. 

Cada imagen de inmunotransferencia se digitalizó (Molecular Analyst TM/PC) y se 

analizó la densidad de la banda (Densitometric scanning Bio Rad GS-670). 

Cada uno de los datos densitométricos de las isotermas ( una o dos) se sumó y 

consideró como el 100%. 

ANÁLISIS ESTADÍSTICO 

Los promedios, medias, desviaciones estándar y rangos intercuartiles se 

calcularon para todas las variables. 

Los límites de los cuartiles se calcularon tomando en consideración a toda la 

población (CI, EVC y controles). Las diferencias en la proporción de enfermos y 
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controles en cada cuartil se analizó con la prueba de chi-cuadrada para variables 

discretas. 

Para las variables continuas, las comparaciones entre los grupos fueron evaluadas 

con análisis paramétrico o no paramétrico de acuerdo con la distribución de la 

variable. 

Para las variables no paramétricas se empleó la prueba de LSD (least significant 

difference test) o la prueba de U de Mann-Whitney. 

Para eliminar la posible interferencia de las diferentes edades entre los grupos se 

empleó el análisis de covarianza. 

Los resultados de la distribución de la concentración de Lp(a) y de la unión de 

Lp(a) a la fibrina, se compararon con la prueba de Kolmogorov-Smirnov. 

Para determinar la asociación entre la concentración de Lp(a), la unión de Lp(a) a 

la fibrina y los fenotipos de las isoformas de apo(a) con la enfermedad isquémica 

aterotrombótica, se comparó el número de individuos entre el primero y el último 

cuartil. Las diferencias se estimaron por tablas de contingencia, razones de 

momios e intervalos de confianza 95%. 

Todas las pruebas estadísticas se hicieron empleando el programa SPSS-10.1 

(EUA). 
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RESULTADOS 

El grupo de pacientes con evidencia clínica de enfermedad isquémica, no exhibe 

diferencias significativas con el grupo control respecto al género y al índice de 

masa corporal Tabla 4. Sin embargo la edad difiere significativamente en ambos 

grupos de enfermos con respecto al control, motivo por el cual, aún cuando la 

concentración plasmática de Lp(a) no se modifica con la edad, los resultados que 

se muestran en la Tabla 5 se ajustaron a esta variable (análisis ANCOVA). 

TABLA 5 

Características demográficas de la población estudiada 

~·. ·-···- --·- .... ··-----·---··· --··~-
CONTROL EVC CI 

EDAD (años) 40.2±13.1 53.4±10.5* 62.5±10.6* 

IMC Kg/m2 26.3±5.6 27.0±3.5 27.2±3.4 

Cintura/Cadera 0.88±0.069 Q.93±0.056 0.94±0.44 

. ·-·-·-··- ----·~·--·-

*ANO VA p < 0.001, IMC=índice de masa corporal 

TABLA 6 

Concentración plasmática de Lp(a) y Unión de apo(a) a la fibrina 

Variable Control EVC CI 

Concentración de Lp(a) mg/dl 16.3±18 20.3±22.8 20.5±25.29 

Unión de apo(a) a la fibrina nM 0.158±0.09 0.268±0.15* 0.155±0.12 

*ANCOVA p < 0.0001 contra grupo control y CI 
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La unión de apo(a) a la fibrina en el grupo de EVC se incrementó de manera muy 

significativa (p<0.001) comparada tanto con el resultado del grupo control como 

con el del grupo de CI. 

La Tabla 7 ilustra la distribución expresada en porcentaje tanto en enfermos como 

en los controles en cada cuartil. Las variables que se muestran son: la 

concentración plasmática de Lp(a), la unión de apo(a) a la fibrina y los fenotipos 

de apo(a). 

En el grupo control tanto la concentración de Lp(a) corno la unión de apo(a) a la 

fibrina, tienen una distribución no pararnétrica, el mayor porcentaje de individuos 

se encuentra en los primeros cuartiles. 

El grupo de CI muestra una distribución bimodal, el mayor porcentaje de individuos 

se encuentra en lo(:> dos primeros cuartiles y no disminuye gradualmente como en 

el caso del grupo control. 

El grupo de EVC difiere notablemente tanto del grupo de CI como del grupo 

control, el mayor porcentaje de individuos .se encuentra en los últimos cuartiles 

tanto para la concentración de Lp(a) como para la unión de apo(a) a la fibrina. 
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TABLA 7 

Porcentaje de individuos en cada cuartil para las variables de concentración 

plasmática de Lp(a), Unión de apo(a) a la fibrina y fenotipos de apo(a). El fenotipo 

1 es la isoforma con mayor concentración en los sujetos heterocigotos. 

Cuartil 2 3 4 P* 

Concentración Lp(a) mg/dl <6.1 6.1-13.8 13.9-22.45 >22.45 

Cf (%) 33.3 19 20.2 27.4 0.074 

EVC(%) 12.8 23.1 25.6 38.5 <0.001 

CONTROL(%) 20.5 33.3 30.8 15.4 0.009 

Unión de Apo (a) (nM) <0.098 0.098-0.162 0.163-0.231 >0.231 

CI (%) 34.3 24.8 20 21 0.089 

EVC(%) 1.9 9.6 32.7 55.8 <0.001 

CONTROL(%) 27.5 34.1 26.4 12.1 0.003 

Apo(a) fenotipo 1 (K4) <20 20-23 23.1-26 >26 

CI (%) 20.8 35.1 28.6 15.6 0.006 

EVC(%) 28.9 18.4 21.1 3i.6 0.102 

CONTROL(%) 23.1 18.5 32.3 26.2 0.187 

Apo(a) fenotipo2 (K4) <16.5 16.6-19 19.1-21 >21 

CI (%) 28.3 28.2 17.4 26.1 0.217 

EVC(%) 24.1 17.2 31 27.6 0.118 

CONTROL(%) 20.6 20.6 29.4 29.4 0.332 

P* <0. 05 prueba de chi-cuadrada 

La Figura 16 muestra gráficamente los datos de la Tabla 7 
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CI EVC CONTROL 

La Tabla 8 muestra los resultados de la prueba de razón de momios y los 

intervalos de confianza 95. Las variables de concentración plasmática de Lp(a), 

unión de apo(a) a la fibrina y fenotipos de apo(a) en los tres grupos de estudio CI, 

EVC y control. 
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TABLAS 

Razón de momios e intervalos de confianza 95% para las variables de 

concentración plasmática de Lp(a), Unión de apo(a) a la fibrina y Fenotipos de 

apo(a) 

Cuarto Cuartil Primer Cuartil RM (95 % IC) 

----- ----- ----------------·----- -·------------~---------

CI (%) 

CONTROL(%) 

CI (%) 

CONTROL(%) 

CI (%) 

CONTROL(%) 

-Evc-(o/~)··· 

CI (%) 

EVC(%) ... 

CONTROL(%) 

27.4 

15.4 

21.0 

12.1 

15.6 

26.2 

31.6 

26.1 

27.6 

29.4 

Lp(a) (mg/dL) 

33.3 

12.8 

20.5 

Unión de Apo(a) (nM) 

34.3 

1.9 

27.5 

Apo(a) Fenotipo 1 

20.8 

23.1 

28.9 

Apo(a) Fenotipo 2 

28.3 

24.1 

20.6 

1.10 (0.43-2.78) 

4 (1.13-14.09) 

1.39 (0.57-3.37) 

65.9 (7.95-546.8) 

0.66 (0.24-1.84) 

0.96 (0.33-2.84) 

0.64 (0.19-2.24) 

0.80 (0.20-3.25) 

-------- ---·~-----------------------·--·· ·-·----~ 
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En el grupo de enfermos estudiados no se observa una asociación significativa 

entre la cardiopatía isquémica y la concentración de Lp(a) o de la unión de apo(a) 

a la fibrina. En contraste, el grupo de EVC muestra diferencias muy significativas 

tanto de la concentración de Lp(a) como de la unión de apo(a) a la fibrina. 

También se distingue una tendencia de asociación entre las enfermedades 

isquémicas con las isoformas de bajo peso molecular (aunque por el número de 

individuos, la observación no es significativa). 

Empleando un método de análisis que relaciona la contribución de cada uno de los 

fenotipos a la concentración total de Lp(a), se aprecia que las isoformas,( Figura 

17), menores a K22 son más frecuentes en la enfermedad isquémica coronaria y 

en la enfermedad vascular cerebral, que en los controles (76.86 %, 74.32 % y 56.3 

%, respectivamente). El análisis nos permitió distinguir que los fenotipos K17-K19 

son los más frecuentes tanto en la enfermedad isquémica como en la población 

control. 
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DISCUSIÓN Y CONCLUSIONES 

La afinidad de Lp(a) por la fibrina muestra una relación inversa con el tamaño de 

las isotermas de apo(a), que pueden tener constantes de disociación (Kd) entre 50 

y 500 nmol/L 87
; y con la concentración de Lp(a). 

La relación entre la estructura y la actividad antifibrinolítica de la Lp(a) ha permitido 

identificar que cada isoterma tiene una afinidad diferente por la fibrina, muestra 

una relación inversa con el tamaño y por lo tanto, concentraciones totales 

similares pueden exhibir diferente potencial anti-fibrinolítico y atero-trombótico. En 

acuerdo con estos hallazgos, recientemente se publicó 136 que la presencia de 

isotermas de bajo peso molecular es un indicador importante para la evolución de 

la aterosclerosis estenótica. 

Hasta la fecha ha sido difícil establecer el riesgo asociado entre la Lp(a) y la 

enfermedad isquémica coronaria y la enfermedad cerebral arterial. El motivo 

principal ha sido la ausencia de un método funcional que refleje la actividad anti­

fibrinolítica y atero-trombótica, consecuencia de la presencia de los diversos 

fenotipos y de la concentración de cada uno de ellos. 

Aunado a este inconveniente, los diferentes estudios epidemiológicos se han 

hecho midiendo la concentración plasmática de Lp(a) en ausencia de un método y 

de una referencia internacional, lo que no ha permitido obtener resultados 

comparables y las diferencias que provienen del polimorfismo genético han sido 

difíciles de identificar. Dos estudios prospectivos han sido particularmente 
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importantes en los que no fue posible distinguir diferencias significativas entre la 

población isquémica coronaria y la población control. 

Sin embargo, a pesar de estos antecedentes, un meta-análisis en donde se 

analizaron 27 estudios prospectivos, contrastando los resultados de Lp(a) 

plasmática en el tercio superior contra los del tercio inferior, concluyó que el riesgo 

relativo de padecer una enfermedad coronaria si se tiene una concentración 

elevada de Lp(a) es de 1.6 (IC 95% 1.4-1.8, p<0.0001) 137 

Esta nueva estrategia para estudiar a la Lp(a) nos ha permitido identificar que no 

en todos los individuos representa el mismo riesgo patogénico. La originalidad del 

método reside en su capacidad para señalar a los sujetos en los cuáles la 

presencia de una determinada isoforma de apo(a) puede disminuir su capacidad 

fibrinqlítica. Muestra un perfil fibrinolítico que depende de la presencia de Lp(a). 

Bajo las condiciones del método el mecanismo antagonista competitivo de la Lp(a) 

sólo puede modificarse por la presencia de análogos de la lisina 87 

Nuestro sistema experimental simula el comportamiento del plasminógeno y de la 

Lp(a), cuando, en condiciones fisiológicas, se enfrentan a la fibrina. 

Este trabajo de tesis aporta evidencia de: a) que el efecto antifibrinolítico de la 

Lp(a) tiende a asociarse (en nuestro trabajo sin significado estadístico) a las 

isotermas de bajo peso molecular, b) que los enfermos con enfermedad vascular 

cerebral tienen una alta asociación con la unión de apo(a) a la fibrina, 65.9 (7.95-

546.8). 
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Este inesperado resultado, concuerda con la hipótesis propuesta por Jürgens y 

col138 de que la Lp(a) es el factor de riesgo más importante para la enfermedad 

cerebrovascular. 

Aún más, nuestros resultados sugieren que existen mecanismos antitrombóticos 

diferentes entre la arteria coronaria y la cerebral en los enfermos estudiados. 

Recientemente, se propuso un modelo que aporta evidencias de las diferencias 

pro- y anti-coagulantes, entre las células endoteliales de un lecho vascular a 

otro139
• Confirma la existencia de diferencias regionales en el balance hemostático. 

La trombomodulina es una proteína que está más involucrada en mantener el 

balance hemostático en los vasos de los pulmones y del corazón que en los vasos 

del hígado. Mientras que los activadores del plasminógeno, tipo tisular y tipo 

urocinasa son importantes P.ara mantener el balance hemostático en los tres 

órganos. 

En el cerebro, no se conocen cuáles son los mecanismos fisiológicos que tienen 

un mayor peso para mantener el balance hemostático. Los resultados de este 

trabajo de tesis, que mostraron una asociación muy grande entre la unión de la 

Lp(a) a la fibrina y la enfermedad cerebrovascular, podrían ser un factor que 

permita orientar estudios futuros para esclarecer los mecanismos fisiopatológicos 

de la aterotrombosis en este lecho vascular. 
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PERSPECTIVAS 

La mayoría de los diferentes estudios epidemiológicos resaltan la asociación entre 

la concentración plasmática de la lipoproteína (a) y el riesgo de padecer 

enfermedad cardiovascular y cerebrovascular, sobre todo cuando se asocian otros 

factores de riesgo como son el colesterol de lipoproteínas de baja densidad y el 

tabaquismo. Pero es importante resaltar que existen diferencias en la 

concentración y en la presencia de isoformas en poblaciones genéticamente 

diferentes. Identificar el comportamiento de inhibición de la fibrinolisis por las 

diferentes isoformas de Lp(a) representa una estrategia de estudio que podrá 

permitir identificar a los individuos y a los grupos étnicos con incompetencia 

fibrinolítica por la presencia de Lp(a). 
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Abstract 

Background. Lp(a), a majar cardiovascular risk factor, contains a specific 

apolipoprotein, apo(a), which by virtue of structural homology with plasminogen inhibits 

the formation of plasmin, the fibrinolytic enzyme. A number of clinical reports support 

the role of Lp(a) as a cardiovascular or cerebral risk factor, and experimental data 

suggest that it may contribute to atherothrombosis by inhibiting fibrinolysis. 

Design. A well characterized model of a fibrin surface and an apo(a) specific 

monoclonal antibody were used to develop a functional approach to detect pathogenic 

Lp(a). The assay is based on the competitiva binding of Lp(a) and plasminogen far 

fibrin, and quantifies fibrin-bound Lp(a). High Lp(a) binding to fibrin is correlated with 

decreased plasmin formation. In a transversal case-control study we studied 248 

individuals, 105 had a history of ischemic cardiopathy (IC), 52 had cerebro-vascular 

disease (CVD) of thrombotic origin, and 91 were controls. 

Results. The remarkably high apo(a) fibrin-binding in evo (0.268±0.15 nmol/L) as 

compared to IC (0.155±0.12 nmol/L) suggests the existence of peculiar and poorly 

understood differences in pro- or anti-thrombotic mechanisms in either cerebral and/or 

coronary arteries. 

Conclusions Our results demonstrated that Lp(a) fibrin-binding and small Apo(a) 

isoforms are associated with athero-thrombotic disease. 

Key words: fibrinolysis, lipoprotein (a), plasminogen, ischemic cardiopathy, 

cerebrovascular disease. 



lntroduction 

Atherothrombosis is a leading cause of serious morbidity and death due to myocardial 

infarction and cerebrovascular accidents. Within this context, the Lp(a) has emerged as 

a major risk factor and a clear association between high plasma Lp(a) and ischemic 

cardiopathy (IC) or cerebrovascular disease (CVD) has been demonstrated in severa! 

case-control and prospectiva studies [1 ]. Lp(a) plasma concentration depends on its 

hepatic synthesis [2, 3) and varies from ene individual to another within an approximate 

range of <10 mg/dL to> 100 mg/dL; it is independent of factors such as diet, 

cholesterol, obesity, and smoking, and is maintained within small variations during the 

lite span [4]. Lp(a) is an LDL-like particle containing apo(a), a distinctive plasminogen­

like glycoprotein. Apo(a) consists of a serine-proteinase region and severa! kringle 

domains, derived from those of plasminogen but presenting sorne distinctive features 

[5]. Only plasminogen's kringles 5 (one copy) and 4 (multiple copies) are representad in 

apo(a). The copies of apo(a) kringle 4 are not alike, ten different types have been 

recognized [6). Each type is present only once, except fer kringle 4 type 2, which . 

appears in multiple copies originating a structural heterogeneity and different size 

isoforms (molecular weight between 280 and 800 kDa) that are in inverse correlation 

with Lp(a) plasma concentration [7). The serine-proteinase region of apo(a) contains the 

same residues that constitute the potential active site in plasminogen, however a Ser-lle 

substitution at the Arg-Val activation cleavage site renders apo(a) insensitive to 

plaminogen [5,8). 



On the basis of these homologies and activation differences, severa! studies have 

pointed out that Lp(a) has an antifibrinolytic capacity. The mechanism by which Lp(a) 

inhibits fibrinolysis remains controversia!, in vitro studies [9, 1 O] have demonstrated that 

Lp(a) competes with plasminogen for similar fibrin binding sites. The formation of a 

ternary complex between plasminogen, tissue-type plasminogen activator (t-PA) and 

fibrin is required for efficient plasminogen activation [11 ], this activation mechanism is 

reduced when apo(a)/Lp(a) is bound to fibrin [12, 13]. 

lt has also been shown that solution phase interactions between apo(a) and 

plasminogen inhibit the binding of plasminogen to plasmin-modified fibrin surfaces [14]. 

However, a mechanism that explains the direct role of Lp(a) in promoting intravascular 

thrombosis has not been identified as yet. Recently [15], it has been described that 

Lp(a) binds to tissue factor pathway inhibitor (TFPI}, with consequent TFPI inhibition. 

TFPI main role is to modulate factor Vlla/tissue factor catalytic activity and it is now 

recognized as a physiological anticoagulant. TFPI is present in the vascular smooth 

muscle cells [ 15] and the Lp(a)-TFPI interaction suggests a procoagulant mechanism in 

the atherosclerotic plaque. 

These features suggest that Lp(a) has both, antifibrinolytic and prothrombotic 

capacities. 

In spite of these molecular interaction data, and epidemiological evidence, the general 

approach for the study of Lp(a) as a vascular risk factor has until now, been limited to 

the determination of Lp(a) plasma concentration. A normal value for plasma 

concentration has not been agreed upon, sorne authors consider this to be up to 20 

mg/dl [16] and others up to 30 mg/dl [17], pointing out that the use of different 



monoclonal or poyclonal antibodies, generates differences in results [18]. In arder to 

assess concordance in results among different methods, a calibrator and a reference 

ELISA method has been evaluated and demonstrated to be insensitive to apo(a) 

isoform size heterogeneity [19]. 

In the present work, we propase a novel approach that allows identification of 

individuals with a high Lp(a) binding capacity to plasmin degradad fibrin surfaces. This 

functional method that allows unambiguous estimation of the effect of Lp(a) on 

fibrinolysis is based on the competitiva binding of Lp(a) and plasminogen to fibrin 

surfaces [1 O]. 

We hypothesize that the direct assessment of the ability of Lp(a) to bind to fibrin and 

decrease thereby plasminogen binding may provide a better and straightforward 

estimation of its potential atherothrombotic risk. 

We performed a transversal case-control study which pointed out Lp(a) fibrin binding 

association with evo. 

Methods 

Study group 

Patients were selected among subjects attending the out-patient clinics of the National 

lnstitutes of Cardiology and Neurology (Tlalpan, D.F., Mexico). A total of 248 individuals 

were studied, 157 patients and 91 controls. The patients had a history of ischaemic 

cardiopathy n=105 (66.9 %), including myocardial infarction (67.7%), and 

stable/unstable angina ( 32.3%) or thrombotic cerebro-vascular disease n=52 (33.1 %). 

The diagnosis of ischemic cardiopathy was made by the clinical and 



electrocardiographic studies as well as by coronary angiography. The diagnosis of 

cerebral vascular disease was based on the clinical signs of transient cerebral ischemia 

or cerebral infarction, as well as doppler and computerized tomography. The patients 

selected had none of the following exclusion pathologies criteria: uncontrolled arterial 

hypertension, hepatic or renal failure, neurological deficit with dementia, 

cerebrovascular emboli of cardiac origin or after carotid angiography, and recent (less 

than two months before the blood sample collection) myocardial infarct or surgical 

interventions. Patients with clinical evidence of ischemic disease were, if necessary, 

under pharmacological treatment in order to control hyperlipidemia, hypertension, 

diabetes mellitus or platelet aggregation. 

Controls were healthy volunteers with no history of IC or CVD. Written consent was obtained from all 

participants, the study was approved by the Ethical Committee and the procedures were in accordance 

with the guidelines established by our institutions. 

Blood samples 

Fasting venous blood (up to 1 O ml) was drawn from the forearm into sterile 

polypropylene tubes containing 4 mmol/L EDTA as anticoagulant. The samples were 

immediately centrifugad at 2000 x g for 15 min at 4ºC. Plasma was removed by 

aspiration, supplemented with 100 KIU/ml aprotinin (Trasylol®, Bayer Pharma, 

Puteaux, France) and stored in aliquots at -70ºC for a maximum of six months. 

Lp(a) fibrin-binding assay 

The assay is based on the ability of Lp(a) to compete with plasminogen for fibrin binding 

either in purified systems [1 O] or at the plasma/fibrin interface [20]. Conditions for this 

competition in plasma have been established [20] and advantageously used to develop 



a functional assay to detect pathogenic Lp(a). Fibrin surfaces used as a template for the 

competitiva interaction between plasminogen and Lp(a) present in plasma, were 

prepared and characterized as previously described [21,22]. Buffer A (0.05 mmol/L 

sodium phosphate, pH 7.4, 0.08 mmol/L NaCI, 0.01% (w/v) Thymerosal, 0.01 % (w/v) 

Tween 20) supplemented with BSA where indicated, was used in all experiments. To 

perform the assay, a volume of 50 µL of plasma (diluted1 :16 in buffer A supplemented 

with 40 mg/ml BSA) was incubated in duplicate with fibrin surfaces for 12 h at 4ºC, to 

allow plasminogen/Lp(a) equilibrium competition for fibrin binding. Unbound proteins 

were removed by washing three times with buffer A supplemented with 2 mg/ml of 

bovina serum albumin and a volume of 50 µL of a peroxidase-conjugated monoclonal 

mouse antibody, directed against apo(a) [23], was added. This antibody does not cross­

react with plasminogen. After 2 h at 37ºC the plate was washed and a solution of 1 

mg/ml 2,2'-azino-bis(3-ethylbenzthiazoline)-6-sulphonic acid (ABTS, Boehringer 

Mannheim) was used for colour development. The change in absorbance (~ A4os1m1n) 

was measured with a microtitration plate counter (MR 5000, Dynatech). The amount of 

Lp(a) bound is expressed in nmol/l of apo(a) by referring to a calibration curve. The 

standard curve was obtained from a reference standard composed of equimolar 

amounts of five recombinant apo(a) isoforms of different lenghts (1 O to 34 kringles) [24]. 

Lp(a) plasma concentration 

Lp(a} plasma concentration was measured employing an immunonephelometric method (reagents and 

equipment from Beckman Co, Palo Alto CA, USA). 

~I 



Apo(a) phenotyping 

Apo(a) isoforms were identified as d~scribed [24) using an immunoblot procedure anda 

standard composed of recombinant apo(a)s containing 10, 14, 18, 26 and 34 kringles. 

Each apo(a) band image of the immunoblots was digitalizad (Molecular Analyst TM/Pe) 

and analyzed by densitometric scanning (Bio-Rad GS-670). The densitometric data 

from each band was expressed as a percentage relativa to the sum of isoform (one or 

two) considerad as 100%. The molar concentration of aach apo(a) isoform was then 

calculated by ralating their molecular mass and relativa proportion in plasma with the 

concentration of Lp(a). For statistical purposes (see balow and Tables 2 and 3) isoforms 

prasent at the highest concantration were considerad as phenotype 1 whereas 

phenotype 2 representad the low concentration isoform in heterozygous subjects. 

Statistical Analysis 

For all variables, the mean and SO or the median and range inter-quartila wera 

calculated. Quartiles cut-off values for Lp(a) concentration, apo(a) fibrin-binding 

capacity, and apo(a) phenotypes were calculated from the entire study population (le, 

evo and controls) and the proportion of patients with IC, evo and control interquartil 

was analyzed by x2 test. Differences between groups were determinad by x2 for 

discreta variables. For continuous variables comparisons between groups were 

evaluated with parametric or non-parametric analysis of variance according to the 

variable distribution. Least significant difference test (LSD) for parametric variables or U 

test of Mann-Whitney for non-paramatric variables wera used to determine significant 

differences between groups. Covariance analyses wera also used to assess the 



potentially confusing effect of age. Lp(a) concentrations and Lp(a) binding distribution 

were compared by the Kolmogorov-Smirnov test. 

The association of Lp(a) plasma concentration, apo(a) binding and apo(a) isoforms with 

IC and CVD in the fourth quartile versus the first quartila was evaluatad by contingency 

tables, odd ratios and 95% confidence intervals were calculated. 

All statistical analyses were performed with the SPSS-10.1 Package (SPSS, USA). 

Results 

Tha group of patients with clinical evidence of ischaemic disease did not significantly 

differ from the group of control subjects, regarding gendar and body mass index (Table 

1 ). The age was significantly higher in both ischaemic disease groups compared to the 

control group (p<0.001 ). Even if the Lp(a) plasma concantration is not age dependent, 

the results for Lp(a) concentrations and apo(a) binding were adjusted by age (ANCOVA 

analyse). By ANCOVA the results showed that apo(a) binding was significantly higher in 

the CVD patients as compared to IC patients and the control group. No differences were 

found in the Lp(a) concentrations among the studied groups of patients. All haemostatic 

variables tested (PT, PTT, TT) were normal in all subjects, (data not shown). 

Table 2 illustrates the percentage of patients and controls in each quartile of Lp (a) 

concentration, apo(a) fibrin binding and apo(a) phenotypa. Lp(a) concentration and 

apo(a) fibrin binding were skewed to lower values in controls, IC Lp(a) concentration 

showed an increment in the fourth quartile and an inversa relation was observad with 

large apo(a) phenotype. 

CVD subjects differ substantially from controls and IC, increasing values for Lp(a) 

concentration and apo(a) fibrin binding were observad among the higher quartiles. 



Table 3 shows the possible association between ischaemic cardiopathy or 

cerebrovascular disease and either Lp(a) concentration, apo(a) binding, or apo(a) 

phenotypes. The ischaemic cardiopathy was not associated with Lp(a) levels, apo(a) 

fibrin binding or apo(a) phenotypes in this particular group of Mexican patients. The 

cerebrovascular disease was significantly associated with high Lp(a) plasma 

concentration and high apo(a) fibrin binding. The presence of IC or evo was 

associated, though not statistical significant to small size apo (a) isoforms. 

Figure 1 shows the more important contribution, though not statistical significant, of low 

molecular weight phenotypes, less than 22 kringles, to Lp(a) plasma concentration in te 

and CVO than in controls, (76.86%, 74.32% and 56.3%, respectively). This analysis 

allowed us to notice that K17-K19 phenotypes are more frequent in te and evo than in 

controls. 

Furthermore, analyzing (in the same manner) only the subjects with high apo(a) fibrin­

binding, the contribution of low molecular weight phenotypes, less than 19 kringles, to 

plasmatic Lp(a) concentration became more evident in te (80.15 %), evo (61.97%) and 

in controls, (56.65%), providing further evidence of the greater antifibrinolytic potential 

associated with small size isoforms and high Lp(a) concentration. 

Oiscussion 

Lp(a) affinity for fibrin shows an inverse relationship with the size of the apo(a) isoform 

within a dissociation constant (Kd) range from 50 to 500 nmol/L [10). The importance of 

this structural and functional relationship is the fact that the Lp(a) antifibrinolytic 

potential depends, firstly, on the affinity of each of the two apo(a) isoforms found in 

plasma and, secondly, on Lp(a) concentration [10,25,26). Therefore, similar Lp(a) 



concentrations may display differences in atherothrombotic risk, depending on apo(a) 

size and affinity fer fibrin. In agreement with these findings, it has been recently reportad 

that small apo(a) isoforms are strong indicators of advanced stenotic atherosclerosis 

(27]. However, the lack of a method to evaluate the functional heterogeneity of Lp(a) is 

indeed a main obstacle for the correct assessment of coronary artery disease and CVO 

risk associated with Lp(a). This fact and the diversity of assay methods to measure 

Lp(a) plasma concentration may explain the discrepancy of sorne prospective studies 

that do not find a correlation between Lp(a) plasma level and coronary artery disease or 

evo (28,29,30,31, 32]. 

Despite these drawbacks, a recent meta-analysis of 27 prospective coronary heart 

disease studies (1] concluded that individual concentrations of plasma Lp(a) in the 

highest third of baseline measurements versus those in the lowest third, result in a 

combined risk ratio of 1.6 (95% CI 1.4 to 1.8, p<0.00001 ). The recognition that Lp(a) 

pathogenicity may not be alike in all individuals encouraged us to develop a new 

strategy fer the evaluation of Lp(a). The original approach of this method to the 

pathogenesis of Lp(a)-related vascular disease, resides in its capacity to unveil the 

functional behaviour of apo(a) with regard to fibrinolysis impairment. This procedure is 

based on the antifibrinolytic mechanism of Lp(a) and takes into account both the affinity 

of apo(a) isoforms for fibrin and the plasma concentration of Lp(a). 

A pathophysiological patient profile due to Lp(a) fibrin-binding is thus generated. 

Under the conditions of the assay, the competitive binding of Lp(a) and plasminogen 

can only be affected by lysine-analogues [I O]. Our experimental system mimics the 

possible behavior of plasminogen and Lp(a) when challenged by fibrin formation and 



fibrinolysis activation. lts relevance for in vivo biology and disease has been previously 

evaluated in the pathophysiological model represented by the nephrotic syndrome 

[20,33]. The variations in plasminogen and Lp(a) plasma concentrations observed in 

this pathology result in significant differences in plasmin formation. We provided direct 

evidence that the more Lp(a) binds to fibrin, the less plasminogen is bound and plasmin 

is generated. Plasminogen binding to fibrin was shown to be decreased as a result of 

Lp(a) plasma concentration and isoform size. This mechanism results in low plasmin 

formation and a potential antifibrinolytic effect. 

In the present work our findings provide experimental evidence for: 1) the potential 

antifibrinolytic effect associated, though not statistical significant, with small size 

isoforms of apo(a) in IC and evo, and 2) the strong association between Lp(a) fibrin­

binding and our evo group. The high apo(a) fibrin binding observed in evo patients as 

compared to controls is indicative of an efficient competition between plasminogen and 

Lp(a) for fibrin binding sites. This finding suggests that under conditions of fibrin 

challenging in the vasculature or in tissues, Lp(a) may inhibit plasmin formation, an 

important condition for the pathophysiology of atherothrombosis. Because of the small 

CVO case number it is not reasonable to draw final conclusions from our study 

regarding the unexpectedly high final Odd ratios results as there is only one case in the 

first quartile. However, there is a significantly increased relation between Lp(a) fibrin­

binding and evo. Our results agree with the hypothesis that elevated plasma Lp(a) is 

the primary factor associated with the presence of ischemic cerebrovascular disease as 

reported by Jürgens et al. [34]. 



Furthermore, our data suggest the existence of peculliar and poorly understood 

differences in antithrombotic mechanisms in cerebral and coronary arterias in these 

patients. Further studies will be necessary to determine whether these differences are 

of ethnical and/or environmental origin. In fact, a well documented model that provides 

evidence for the differences in the endothelial-cell-derived anticoagulant and 

procoagulant activities from one vascular bed to another, has been recently proposed 

[35]. The model supports the possibility of the existence of regionally distinct 

haemostatic balances. As a matter of fact, thrombomodulin is more important in 

maintaining the haemostatic balance in the lungs and heart than in the liver, whereas 

tissue-type plasminogen activator (t-PA) and urokinase-type plasminogen activator (u­

PA) are important antithrombotic mechanisms in all three vascular beds. In the brain the 

factors mantaining haemostatic balance have not been identified as yet and the 

significant association between CVD and the antifibrinolytic effect of Lp(a) in this 

vascular bed could be an important clue. 



Figure legends 

Figure 1. Distribution and frequency of apo(a) phenotypes by kringle number in plasma 

Lp(a) from patients with ischaemic cardiopathy (IC), cerebrovascular disease (CVD) and 

controls. 



Table 1 

Oemographic data, Lp(a) plasma concentration and apo(a) fibrin binding 

Variable Control evo IC 

Gender+ 

Male (%) 78.6 76.1 82.5 

Female (%) 21.4 23.9 17.5 

Age (years)§ 40.2±13.1 53.4±10.5* 62.5±10.6* 

Body Mass lndex 
26.3±5.6 27.0±3.5 27.2±3.4 

(Kg/m2) § 

Lp(a) (mg/dl)t 16.3±18 20.3±22.8 20.5±25.29 

Apo( a)binding 0.158±0.09* 
0.268±0.15 0.155±0.12** 

(nmol/L)t 

+ The results are mean± SO. CVO: cerebrovascular disease, IC: ischaemic cardiopathy, 

§ANOVA, *<0.001 vs control. tANCOVA **p<0.0001 Vs CVO 



Table 2. 

Distribution of patients with ischaemic cardiopathy (IC), cerebrovascular disease (CVD), and control 

subjects according to Lp(a) concentration, Apo(a) binding and Apo(a) phenotypes. 

Quartlle 2 3 4 p• 

Lp(a) concentratlon <6.1 6.1-13.8 13.9-22.45 >22.45 

IC(%) 33.3 19 20.2 27.4 0.074 

CVD(%) 12.8 23.1 25.6 38.5 <0.001 

CONTROL(%) 20.5 33.3 30.8 15.4 0.009 

Apo (a)blndlng (nM) <0.098 0.098-0.162 0.163-0.231 >0.231 

IC(%) 34.3 24.8 20 21 0.089 

CVD(%) 1.9 9.6 32.7 55.8 <0.001 

CONTROL(%) 27.5 34.1 26.4 12.1 0.003 

Apo(a) fenotype 1 (No. of K4) <20 20-23 23.1-26 >26 

IC(%) 20.8 35.1 28.6 15.6 0.006 

CVD(%) 28.9 18.4 21.1 31.6 0.102 

. C,ONT!'l0L(%) 23.1 18.5 32.3 26.2 0.187 

Ap~(a) fe~~fype 2 <16.5 16.6-19 19.1-21 >21 

(No'.ot K4) 

IC(%) 28.3 28.2 17.4 26.1 0.217 

CVD(%) 24.1 17.2 31 27.6 0.118 

CONTROL(%) 20.6 20.6 29.4 29.4 0.332 

IC= ischaemic cardiopathy, CVD=cerebrovascular disease • x.2 test. 

!----------------------------------------·--- --···-·--· 



Table3 
Association between ischaemic cardiopathy or cerebrovascular disease.and and Lp(a) parameters 

Highest Quartile Lowest Quartile OR (95%CI) 

Lp(a) (mg/dL) 

IC (%) 27.4 33.3 1.10 (0.43-2.78) 

CONTROL(%) 15.4 20.5 

CVD.(%) 38.5 12.8 4 (1.13-14.09) 

CONTROL(%) 15.4 20.5 

Apo(a) Binding (nM) 

IC (%) .. 21.0 34.3 1.39 (0.57-3.37) 

CONTROL:(%); 12.1 27.5 

CVD(o/o) 55.8 1.9 65.9 (7.95-546.8) 

CONTROL(%)," 12.1 27.5 

Apo(a) Phenotype 1 

15.6 20.8 0.66 (0.24-1.84) 

CONTROL (%) . 26.2 23.1 

CVD(o/o) 31.6 28.9 0.96 (0.33-2.84) 

CONT.ROL (%) 26.2 23.1 

Apo(a) Phenotype 2 

IC (%). 26.1 28.3 0.64 (0.19-2.24) 

CONTROL(%) 29.4 20.6 

evo(%) 27.6 24.1 0.80 (0.20-3.25) 

CONTROL(%) 29.4 20.6 

haemic cardiopathy (n=105), CVD=cerebrovascular disease (n=52), OR= Odds ratio, 

Cl=confidence intervals, Apo(a) phenotypes by kringle number 

Cf I 
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Abstract. Lp(a) is a complex particle of unknown function mainly present in 

primates. lt consists of a low-density lipoprotein and apo(a), a polymorphic 

glycoprotein homologous to plasminogen, the precursor of plasmin the fibrinolytic 

enzyme. Apo(a) is, however, an inactive zymogen that inhibits fibrinolysis through 

binding to fibrin. By virtue of its composite structure, Lp(a) is currently considered 

as a link between atherosclerosis and thrombosis. Marked inter-ethnic differences 

in Lp(a) concentration probably relatad to the genetic polymorphism of apo(a) has 

been reportad. In this work we have evaluated the Lp(a) pattern in three 

Amerindian groups (Mayos n=68, Mazahuas n=62 and Mayas n=36) and 41 

Mestizo subjects (admixture of Amerindian and Spaniards). Lp(a) plasma 

concentrations, apo(a) phenotypes and fibrin binding were analyzed. The Mestizo 

group presentad the less skewed distribution and the highest median Lp(a) 

concentration (13.25 mg/dl) relativa to Mazahuas (8.2 mg/dl), Mayas (8.25 

mg/dl) and Mayos (6.5 mg/dl). There was not significant difference between 

groups in the prevalence of Lp(a) concentrations greater that the conventional cut­

off for cardiovascular risk (> 30 mg/dl). Phenotype distribution was different in 

Mayas and Mazahuas as comparad to the Mestizo group. The higher Lp(a) fibrin 

binding was found in the Maya population. There was an inversa relationship 

between the size of apo(a) polymorphs and both Lp(a) levels and Lp(a) binding to 

fibrin in all groups. In conclusion, the Lp(a) levels and distribution in Amerindians is 

highly skewed toward lower levels and differs significantly from the Mestizo ethnic 

group. 
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INTRODUCCION 

The lipoprotein Lp(a) is a low density lipoprotein (LDL)-like particle mainly found in 

primate species and currently considered as a major risk factor for cerebrum and 

cardiovascular atherosclerotic disease (Djurovic and Berg, 1997). Lp(a) composition is 

indeed similar to that of the atherogenic LDL particle in terms of lipid core composition 

(cholesterol, triglycerides, phospholipids) and the apolipoprotein Apo B-100. The 

distinctive feature of Lp(a) is the glycoprotein apo(a), coded by a gene that arose from a 

duplicate copy of the plasminogen gene during primate evolution (Lawn et al., 1995). 

Apo(a) is therefore homologous to plasminogen, the precursor of plasmin the fibrinolytic 

enzyme (McLean et al., 1987). Plasminogen contains five different types of a structure 

termed ,kringle consisting of 80 to 90 amino acid residues arranged in a disulfide-bridge 

tripl{ Jciop '~tructure. Kringles 1 and 4 of plasminogen allow binding to fibrin, thus 

elisú~ing its ·in silu transformation into plasmin by plasminogen activators and thereby the 

' lysisof~'fibrin clot. Apo(a) contains 10 different types of plasminogen-like kringle 4 (K­

IV) and ·a copy of each, kringle 5 and the serine-protease region. Although apo(a) shares 
.--< ' -,, .- ;, .~-: 

with plasminogen its fibrin-binding function, it cannot be transformed into a plasmin-like 

serine-protease. Lp(a) may, therefore, compete with plasminogen for binding to fibrin and 

inhibit fibrinolysis, linking thereby the pathophysiological process of atherosclerosis and 

thrombosis (de la Peña-Diaz et al., 2000). 

More than 30 apo(a) isofom1s have been identified (Marcovina et al., 1993) that differ by 

the number of copies of K-JV type 2 which, in any given individual, is determined by the 

apo(a) gene (Boerwinkle, 1992). This polymorphism could be involved in determining 

Lp(a) levels as epidemiological evidence indicates an inverse relationship between Lp(a) 

concentration and the size of apo(a) (Gaubatz et al., 1990). The apo(a) gene is indeed a 
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major determinant of Lp(a) concentrations in plasma, it accounting for greater than 90% of 

its variations (Boerwinkle et al., 1992). A similar inverse relationship has also been found 

between apo(a) size and the ability of Lp(a) to compete with plasminogen for binding to 

ti brin (Hervio et al. 1996). 
' . . . 

, Differencés inLp(a) concentration and apo(a) phenotype distribution have been described 

.· i~,;C~~c!l~ian, African and Asian groups (Sandolzer et al., 1991: Wong et al., 1999; 
' . : . ..... : -: 

'so'~e~~en et al., 1994). Data in Amerindian populations have not been reported until now. 

Th~ existénce of different ethnic groups in Mexico and the prevalence of an important 

Mbstizopopulation prompted us to investigate the distribution of Lp(a) concentration, 

á~Ó(a) k~h1gle IV phenotypes and the binding of Lp(a) to fibrin in these populations. The 

l\ilestizo can be distinguished from Amerindians by higher Lp(a) concentration from a lees 
, ,.; ·<~:.:x;: . 

skéwed distribution. 

SúbjecÍs. A total of 240 non-related healthy subjects, women and men from four different 

ethnic groups, were studied. AII subjects were selected at random from healthy individuals 

living in four>st~te~)frc>ITl':Mexico. Anthropometric data are shown in Table l. The 
... . ·.: ·_;.·: ;.·. \ .. ;:.f: ~:?··:~~'~·~r.:·.? ... , 

historical, cuIÍ.úral ~nt:l·liriguistic characteristics were different for each group as determined 

by theJnstihito NaCiónal de Antropología e Historia de México. Plasma samples were 
. .-.. · ' 

obtained fro'rti Mayos (north-west of the country at Capomito, Estado de Sinaloa), 

Ma~~h~as (Santa Rosa and Pueblo Nuevo, Estado de Mexico) and Mestizos (Mexico City). 

;,.The. ~aya samples were obtained from Tahdzibichen, near Merida, Yucatan. The present 

su.1dy .was approved by the ethical committee of our institutions. Informed consent was 

obta.ined from all individuals. Afier an overnight fast, blood ( 1 O mi) was drawn from the 

antecubital vein from each apparently healthy subject. Blood was collected into sodium 
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· ·EDTA'.tubes (lmg/ml) and kept on ice until separation ofplasma within the next 2 hours by 

centrifug~tion at 2000 g for 20 minutes at 4°C. Samples of plasma were supplemented with 

a proteinase inhibitor (Aprotinin 100 IU/ml, Trasylol® Bayer) and stored at -70ºC until 

analysis (less than 6 months from sampling). 

METHODS 

Plasma Lp(a) concentrations. Lp(a) in plasma was measured by kinetic 

immunonephelometry (Gillery et al., 1993) using a commercial antibody in an automated 

Array protein system (Beckman Co, Palo Alto, CA, USA). The intra-assay and inter-assay 

coefficients ofvariation were less than 8%. 

Apo(a) Kringle IV isoforms determinalion. 

Sample preparation. Plasmas were adjusted to 15 mg/dl of Lp(a) or directly diluted 1 :2 in 

sample buffer made of 0.34 M N-ethylmorpholine in 1.5 M Tris pH 8.8, 0.83 M 2-

mercaptoethanol and 17.8% bromophénol blue in 10% glycerol. A mix of five recombinant 

apo(a) isoforms containing lo, 14/ 18, 26 and 34 kringles were used as standard (Anglés-
,,,.,, 

Cano et al., 1999): Samples a~dthe standard were supplemented with 0.1 % SOS and boiled 

for 5 minutes in a water brith . 
. :,, ·. 

·, ~lectro~horesis. on a :f75% and 6% discontinuous polyacrylamide gel and immunoblotting 

i :~~re perfo~~~ aspreviously described (Anglés-Cano et al., 1999). A volume of 12 µl of 

. plasma or rec:?mbinant apo(a) was applied lo the gel and electrophoresis was run at room 

tempe~ature uslng 35V for the first halfan hour, followed by 70 V for another 6 hrs. 

Apo(a) size determination. Blots were scanned in a GS-670 Bio-Rad densitometer using the 

Molecular AnalystTMtrc software. The procedure sensitivity was 50 ng. The apo(a) isoform 
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was determined by reference to a standard curve made by plotting the relative 

of five recombinant apo(a) isoforms against the log of the number of kringle 

in ter and intra-assay coefficients of variation were less than 2%. 

)Lp(a)~fibrin"'.binding assay;The experiments were performed with fibrin surfaces prepared 

• Ofid <O~a~cte1ze• •: ~""'foiisJ~ d05Cdbed (Fleury and Anglés-Cano, J 991). The procodure 

to ~s~b~•.tgl~~,:~~~~~~~~l?º fib;in in competition with pJ.,minogen ww es'°ntially 

as élescdb~C:(:(SÓ'ÚJatTét{~i.~;f20ÓÓ) with minor modifications. The amount of Lp(a) bound 
:·~ L\'·::--·/S,::·;:·.·. :>:;.:?;~-~:~~_::':~-- _,_f:~<~;{'.:~;t'.(~t)~~~~fü:~~~1~~~iitít~~:;{:W~~;:' .. '_ -

;> \was éxpréSsecL iri'¡Ífanómolés~Of apo(a) by referring to a calibration curve built with a ;• ¡;i~~~&Hi:~~~~~lliiJt equimola< amoun" of 5 cecombinant apo(a) isofonns of 

<. differént length (l O t<>>3~!kririgles) (Anglés-Cano et al., 1999) 
••• " - \ > r'~:f-1.;~ .f ~~:· .. . ".{/>::r_:::.~-r~~~:l-.;~:::.~~~-"~~'..':1.>t:;. 

i-~~~-; · .. , . -, . -'._::~~::~ / ;,_:·.·;:.,i.'.· ·.-:..·.··.·-:.''.:, •. 
. ~·· . ~~.~ 

. ,. , __ , .: . .-~;·: _.; ·(·.-~:~-:~~)-·: :Y<. ,-.~~,:;;,.. -~~~:~·:. . . , : ", -

· . ,<Statidtl6~1 .h~~·~~d~:'.}Ih~ ()~~rall shape of the distribution of plasma Lp(a) and apo(a) 
¡:~ :.·· <'·,_\:;·-, 

>~;: 
. ; ~::: 

·;/ • ~Smirrí8v test5'Because, of the highly skewed distribution of Lp{a) leve Is in the four .ethnic 

r\ :zg;~Jpsf-,:~:~:;:~~~etric, Kruskal-Wallis tests were used to compare the median Lp(a) 
.· .. \ ·-.. <" .. - ,-;·_ ·:.'._ -~;;.:.:. ' .. ::··:-- :_-

. conc~~trations;b:~kv-e~n.groups. To estimate the influence of the apo(a) size polymorphism 

on Lp(a) plasma' levels, Spearrnan rank correlation coefficients (Rs) were calculated. The 

prevalence of higher Lp(a) leve Is (> 30mg/dL) were compared with the x2 test. Multiple 

group means ;er~éompared by analysis ofvariance (ANOVA). The Statistical Package for 

Social Science 'cs~S~) V. 10 was used. 
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RESULTS 

·- ·--· 
General characteristics of the four ethnic groups are shown in Table 1. There were no 

assocfations between Lp(a) and either age, weigh, height, waist, BMI or gender; no 
.· -~- __ .. - .. - ' 

. 7 a~j.~stinent was therefore necessary for the analysis. 

c~la~ma Lp(a) concentrations. The distribution of plasma Lp(a) levels in each of the four 
_,,:·,·.--

' ethnic groups is shown in figure 1. In ali four groups the distribution is skewed toward low 
·.·.:.'' 

·~·: ', )~·oncentrations. The plasma levels of Lp(a) were less skewed in the Mestizo group than in 

the other groups. The median Lp(a) concentration was significantly higher in Mestizos than 

in the three indigenous groups (Table 2). The prevalence of Lp(a) greater than 30 mg/dL, 

the conventional cut-off for atherosclerotic risk, was slightly higher in Mazahuas than in 

the other groups (Table 2). 

Apo(a) phenotypes. Twenty six different apo(a) phcnotypes wcre idcntified between all 

ethnic groups. Apo(a) phenotype distribution in cach of the four ethnic groups is shown in 

Figure 2. Phenotype distribution was significantly different in Mayas and in Mazahuas as 

compared to the Mestizo group. DifferenceS in distribution were also observed between 

Mazahuas and Mayos. There was an inverse relationship between Lp(a) levels and apo(a) 

kringle number in Mestizos, Mazahuas and Mayos (Table 3); surprisingly, the Maya 

population studied showed a direct relationship between apo(a) kringlc IV nurnber and 

Lp(a) concentration. 

Lp(a) binding to fibrin. Mean and median for Lp(a) binding to fibrin surfaces was 

significantly higher in Mayas when compared to each of the other ethnic groups (Table 2). 

Lp(a) median binding in Mazahuas was significantly lower than binding in Mestizos. An 

inverse relationship was found between Lp(a) binding and apo(a) kringle number in ali 

populations (Table 3). 
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DISCUSSION 

Severa! reports have suggested that plasma Lp(a) concentration is determined by the apo(a) 

gene locus (Kraft et al., 1992, Boerwinkle, 1992). However, variations among populations 

.·· have been observed. As a matter of fact, in Caucasians the apo(a) gene size explains 40-

60% of plasma Lp(a) concentration, whereas in other ethnic groups it varies from as low as 

28% in Sudanese to as high as 70% in Chinese (Scholz et al., 1999). Indeed, the number of 

kringle IV type 2 that define the apo(a) polymorphism is inversely related not only to the 

plasma conc¡:ritration of Lp(a) ( Utermann et al., 1987) but also to its ability to bind to 

fibrin (~~k;¡g;~et al., 1996). Therefore, genetic susceptibility to the effects of Lp(a) in a 

> givén population may be better assessed by estimation of the relationship between these 

parameters. The availability of a reliable fibrin-binding assay and a well defined standard 

composed of recombinant apo(a) isoforms of known kringle number, allowed us to perform 

the first population study integrating Lp(a) conccntration detem1ination, apo(a) kringle IV 

number analysis and the functional fibrin-binding assay. The Lp(a) concentration frequency 

distribution in the Mexican indigenous group was skewed to levels (<10 mg/dl) lower than 

those observed in Mestizo, Caucasian, Chinese, Black African, African-American and 

Mexican-American populations (Haffner et al., 1992; Gaw et al., 1994; Kraft et al., 1996). 

Another major finding in this study is the significant difference in Lp(a) plasma 

concentration between Mestizo and indigenous populations. The Mestizo population 

currently living in the Mexican Republic arose after the Spanish colonization started in 

1502. Note that the mean concentration of Lp(a) found in the Mexican Mestizo grour 

(16.6±18 mg/dl) is similar to that found in Spanish populations (18.2±14.8 mg/dl) 

(GomezGerique et al., 1996; Muros et al., 1996). However, the prevalence of Lp(a) greater 
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than the conventional cut-offvalue usually used to define cardiovascular risk (>30 mg/dl) is 

higher in apparently healthy European/Caucasian populations ( 15-20 % ) than in the 

Mexican groups (Table 2). This difference is probably related to a less skewed distribution 

of Lp(a) concentrations in the Spanish population relative to the distribution observed in 

· our study and reflects in a certain way cross genetic influences resulting from the admixture 

of Amerindians with Spaniards. The distribution of apo(a) phenotypes was bimodal in 

Mestizos and multimodal in the indigenous Amerindian groups. In agreement with this 

finding is the observation by Haffner et al. (1992) that Lp(a) concentrations in Mexican­

Americans with greater Native Amerindian genetic admixture, are close to the values found 

in our Amerindian populations. 

An interesting finding was the direct correlation (Table 3) between apo(a) phenotype and 

Lp{a) concentration in the Maya population we have studied. This finding suggests that the 

number of repetitive sequences in the apo(a) gene coding for kringle IV type 2, and 

therefore the size of apo(a), is not a majar determinant of Lp(a) concentration in this 

population. Mayas also showed the greatest librin-binding but no correlation was found 

with apo(a) size. Because these observations may be of great value to our understanding of 

the influence of apo(a) size on both Lp(a) concentration and binding to fibrin, we are 

currently performing another study in a Maya population from Guatemala. 

In conclusion, Lp(a) distribution in Mexican Amerindians is highly skewed toward lower 

levels relative to the Mestizo population. Apo(a) size distribution in Amerindians also 

differs significantly from the apo(a) size distribution in Mestizos. Our data provide further 

support to a genetic hypothesis for the difference in Lp(a) parameters among Amerindians 

and Mestizos. 
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Figure Lcgcnds 

Fig. l. Distribution oflipoprotein Lp(a) concentrations in the populations studied. 

Difference between Mestizos and Amerindians is significant (p<0.001) 

Fig. 2. Distribution of apolipoprotein(a) isoforms by kringle number. The X axis indicates 

the total number of plasminogen-like kringles including the single copy of kringle V. 

Kolmogorow)Smirnov Z test: Mayas p=0.05, Masahuas p<0.001, vs Mestizos. 
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Table 1. Anthropometric characteristics of populations studied. 

Mayos 

n= 68 

Age (years) 55.8 ± 14.5 

Weight,Kg 65.6 ± 12.7. 

Height, cm 167 ± 12.2 

Waist,cm 95.5 ± 9.1 .. 

BMI, kg/m2 23.6 ±4s 
.·.·,;. 

n = number ofsllbje~~~'stu4i~d: 
·~··- '· ~,..', ;··~··· . ' ,- . 
·' - .: ·¡é¿: 

Values are r0ean :± SD>: ... 
-.:~·:':· ·<<::' ~·~~:. 

Mayas 

36 

39.3 ± 21.3 

NA 

NA 

NA 

NA 

BMI, bocÍy ~;~;; i~d~x. NA, not available. 

Mazahuas 

60 

19.35 ± 10.9 

43.2. ± 12.7 

147.3 ± 9.7 

NA 

19.0 ± 4.0 

Mestizos 

76 

34.0 ±9.9 

71.0 ± 13.4 

16Ú)± 26.0 

86.8± 14.5 

26.1 ± 3.8 
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Table 2. Lp{a) plasma concentrations and fibrin-binding by ethnic group. 

Lp{a) Concentration Fibrin-Binding Fibrin-binding 

n Mean± SD Median >30 mg/dJ'I Mean±SD Median 

Mayos 68 10.5 ± 1.3 6.55 7.4 0.153 ± 0.12 O.JO 

Mayas 36 .. 10.6 ± 8.5 8.25 5.6 0.257 ± 0.14** 0.28** 

Mazahuas 60 11.6±12 8.20 11.7 0.146 ± 0.14 0.09 

Mestizos 76 16.6± 18* 13.25** 7.5 0.155 ± 0.09 0.14 

n = number of subjects studied. 

Lp(a) concentration is expressed in mg/dl. Lp(a) binding is expressed in nanomol bound. 

,Proportion of subjects with Lp(a) concentration >30mg/dl, the conventional cut-off value 

for cardiovascular risk. Values in%. 

Mean*== p< 0,05 vs. Mestizos.** p<0,01 vs. Mayas 

ANOVA LSD post hoc Median: p <0,001 
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Table 3. Correlation between apo {a) size and Lp(a) fibrin-binding and concentration. 

.. . Ethnic Group 

Mayos 

Mayas 

Mazahuas 

Mestizo· 

• .·P <O.OS 
**p <0.005 

Apo (a) phenotype/Lp (a) leve! 

-0.361 * 

0.541 * 

-0.007 

-0.422** 

Apo(a) phenotype/fibrin-binding 

-0.07 

-0.261 

-0.248 

-0.003 
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High plasnm conccmrations of lipoprotcin (a) [Lp(all ure now considcrcd a majar risk fac­
tor for atherosclcrosis and cardiovascular disease. This effcct of Lp(a) may be relmed to its 
composite structure, a plasminogen-like inactive serine-protcinasc, apoprotcin (a) [apo(a)j, 
which is disullidc-linkcd to thc apoprotein B 100 of an athcrogcnic low-density lipoprotein 
(LDL) particle. Apo(a) contains. in addition to thc proteasc region anda copy of kringle 5 
of plasminogen. a variable number of copies of plasminogcn-like kringle 4. giving rise to a 
series of isoforms. This structural homology endows Lp(a) with thc capacity to bind to li­
brin and to mcmbranc protcins of cndothclial cclls and monocytcs, and thcrcby inhibits 
binding of plasminogen and plasmin formation. This 111cd1:mism favors librin and cholcs­
tcrol deposition at si tes of vascular injury und impairs ·activation of transforming growth 
titctor-bcta (TGF-J3) that rnay rcsult in migration and prolifcration of smooth muscle cells 
into thc vusculur intima. It is currcntly acccptcd that this cffcct of Lp(a) is linkcd to its con­
ccntrntion io plasma. and an invcrse relationship bctwccn upo(a) isoform size and Lp(a) 
conccntrations that is undcr gcnctic comrol has bccn documcntcd. Rccently. it has been 
shown that inhibition of plasminogcn binding to librin by upo(a) from homozygous sub­
jccts is also invcrscly associatcd with iscforrn size. Thcsc lindings suggest that thc struc­
tural polymorphism of apo(a) is not only invcrscly rclatcd to thc plasma conccntration of 
Lp(u). but also to a functional hctcrogcneity uf upo( a) isoforms. Bascd on thcsc puthophys­
inlogical lindings. it can be proposcd that the prcdicti ve value of Lp(u) as a rbk factor for 
vascular occlusivc discase in hctcrozygous subjccts would dcpcnd on the rclativc conccn­
tmtion of thc isoform with thc highest uflinity for librin. © 2000 IMSS. Publishcd by 
Elscvier Scicnce !ne. 

Key Word.<: Lipoprotcin(a). Athcrosclcrosis. Thrumbosis. Fibrinulysis. 

In 1963. Kurc Bo:rg idcntilied the prcscncc of lipoprotein(u) 
1Lp(a)1 in plasma ( 1 ); ncvcrthclcss. it was not until 1987 
\Vhcn Euwn et ul. (2) partiully idcntificd thc apoprotein(u) 
japo(all glycoprotdn ~cqucncc. Thc protein wus latcr 
cloncd {3) ami showcd a strong structural similarity be­
twccn une ef thc Lp(a) componcnts. apo(a) glycoprotcin, 
ancl thc plu"nin precursor. plasrninogcn. This tinding stirn­
ulmcd t::c intcrcst of cliffcrent rescarch gmups who found a 
cn111111011 poim bctwccn athcrosclcrosis and thrumbosis (4-
1 l l. Diffrr.:nt ·~pidemiological studics wcrc pcrfonncd from 

this pcrspcctivc und identilicd u po:;itive corrclation he­
twcen high Lp(a} plusma concentration and un incrcasc in 
ccrebrovuscular ( 12) and cardiovuscular diseascs. as wcll as 
coronury rcstcnosis. postungioplusty reocclusion. and pn:­
muturc developmcnt of athcrosclcrosis rclatcd to high low­
dcnsity lipoprotcin (LDL) conccntmtions and/or low hig11-
dcnsity lipoprotcin (HDLJ conccntrations ( 13.14). :-Olost 
prospccth·c studies hu ve contirmcd thcse rcsults ( 15-.:! 1 ). 

. Evcn whcn a normul valuc for plasmu concclllration has 1101 

bccn ugrccd upon. some invcstigators considi!red thb 1,, be 
'.!() rng/dL (.:!0) und othcrs suggcstcd 30 mg/dL ( 15)_. pointing 
out tlmt thc use or diffcrcnt antihodi.:s. monoclonal or roly­
clunal. gcncmtcs diffcrcnccs in rcsulls (5). 

,\~htr ......... fL'¡>rint rL'tfUL',l:i- h': EJu;mlo t\ngk::rro·C.11lll. l~SER:\1 l'. 1-n. 
1 iúpiwl d1: Bi1.:i!tr .. -. '>-l17l• l.."· Kr1,.'mli11 llict:m:. l'.1fi,. Fr:.1111.:I!. T..:-1.: 1 •· J.1-l 1 
!'.'=''' 5Ml I~ FAX: 1 •. J.1.11-'º-'''·51111: E-111:1il. :111t.:li: .. (11'J..h.i1hl.'IW.f1 

. 

-~~--.-~;'.:~~T;;::~;;:z,_ 

Ncvcrth.:lcss. •llhcr studics do 111Jt linda rclatinnship h.:­
'''·~cn Lp!a) and comnary ancrial dis.::1s<: (.:!'.! . .:!31. This dis­
i...'h.:p:uh.·~ 111ay hl! a rdlel."tin11 nf the brg.L.~ stnh:tural h\!l'1!'n-
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:111:ity or thc. apo(a \ 11ílilcc;11c:;·whié11 iS'~\:liiiil~ch·f ¡,¡·:ir:: .\:: } So1iié hunnoncs C;Ul mudify l~p(U) plasma Cl~llCClllr:11in11. 
:mctional hc1crogc11city as u plas'1í1ii1'[1gc¡i'''<:~'i"íiip'~Íith'~· i¡Í~'T )"'e ,(ii:has'i:,1mgc11s H 1-l-I >i anaholil· stcroids 111igh1 rcducc it 
!hitnr of librin bcc:ÍllSC j('.lmv~i's.Íhcfoi·lúiÍtl(;n o(pl:;s'ml11, ' (45) ami gnm•th h;>nll<lllC CUll im:n:asc il (.j(l), hut il ClllllHll 

',:!4). · · · · '.': •'T··· .. :".<'.::··-;::·: ,, .. ·. ·· ; ·~i ·he~ 111lidiliéd hy·: lipid-.luwl~l·ing - 111cdica1i1111 or hy dic.:1 
; Not ali organisms sy;Í1hct¡;,::-.~;;¡;i{~r~;;7~';~;~:1~t1~~Ís· . t.l3.47), Thl!pla~ma c111i.:c111ra1ion ur Lp(;Hincrcasc' in dis­
':cn idc111iticd in hunmns; i11 "sll1iic'.'Asi:lri:'.Eurlipciin::i111d · ... / c~Íi:cs sti~h. "' diuhctcs 111clli1tis. 111:phro1ié syndmmc. rhcu-
~111cricm1 primates (:!5 ¡; úmli1i hc,<ig~_IÍ.i1g~'úi'1); · ·· · :: nuuoid «u-1hri1is,'aml in a 1rnnsi1"'ry l'ashi1i11aflcr111yncardial 

",:·:'·.' '.: · · infarc1inn or surih:al inicrvcniinn (5;33.J4.48-:'i0l. 
· ·Th1.frC·urc varintio11s hlHh i11 i1s·av..:1-:t!!l!.Cluu.:cntn1tit1n and 

: 1lmction 

he· l'unclion of iipo(a) iii ihc 'Úrg~ni~n; is u'1ilinn\lli1; h pr~>­
'idcs cholcsti:rol from 1hc livcr'.to organs 1lmi syn1hcsi1.c 
tcroidal hormones (28) and 10 1issucs for .:cllrcpair (29). 
\1rlhcr111orc. lhc functinn or apn(a) found in tcsticlcs :mtl 
'rain is unknown :md is indcpcndcnt from Lp(a): th:u is. it 
'.unctions without bcing part o!' the Lp(a) molcculc (30). 

·:onccntration 

• p(a) plasma concentralion. which depenils on its hepatic 
.ynthcsis (31.32). varíes fmm one individual to aliother 
vi1hin an approximlllc rnnge o!' < 10 mg/tlL to > 100 mg/ 
IL: it is indcpendent on olflcr factors such as iliet, choles­
<!rol. obesity. and smoking. and is maintained within small 
1ari:11ions throughout the lit'espan (33,34). In general,an in­
livitlual inhcrils, in a coilominunt .uutosomic fushion, two 
ipo(a) isoforms that may be iilcntified by sodium dotlecyl­
;ull"ate polyacrylamidc gel electrophoresis (SDS-PAGEJ 
mil. subsequently. by imnamotmnsference, making use of 
111onoclonal or polyclonal m11ibodies against apo(a). By 
rn<.'ans uf this method. almost 37 isoforms ha ve been iilenti­
ncd. whid1. according to thc Utermann classitication are: F 
(fas1crl: B (i.c .. upoB-100): S 1 (slow), rn1d S2. S3, or S4. de­
pcnding on thcir migrntion vclm:ity. in comp.1rison wilh that 
,,r apoB-100 (35). Thc mc1hod <.loes not allow forilis1i11ction 
or differenccs hetw.:en isoforms of dose molecular weight. 
Ncvertheless. it has rcccnlly bccome possible to visualize 
thc isoforms with the hclp or a refcrcncc, accounting for 
apo(a) rccombin:ml isoforms with diffcrent molecular 

·wcights. correlming (r = 0.97) with thc tcchnique of 
pulscd-tield clcctrophorcsis (36). With thc use of this refer­
cncc it has bccn possiblc to ob1ain a linear relmionship bc­
twccn the log r-apo(a) kringle numbcr ami the rclativc mi­
~r:nion using SDS-PAGE. successl'ully iilcntifying. apo(a) 
isoforms ovcr a wide rnngc or molecular sizes. Pulscil-ficlil 
clcc1mphorcsis has bcen employcd to idcntify diffcrcnt gcno­
typ<.'s coililicil fur apo(a) (37). Wi1h thc aforcmcmioneil 
1cd111iquc. 19 diffcrcnt allclcs huve hccn tlcscribcd in a U.S. 
s111tly of a ¡mpulmion of whitcs (38). 

Apo1:1) isoform sizc accounls for an invcrsc corrclmion 
"' ith Lpta) plasma c1111cc1llratio11 (39). probably hccausc. as 
apu(al ,i1.c incrc:iscs. lcss pro1cin is sccrc1cd from 1hc ccll. 
as l'CClll"' in lhc CllSC <>f lhl! hUlllllll h.:palllcarcinorna ccll linc 
lkp02 •-10). 
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. in thc ;ihu1ulum:c nf isnf1;rnís in gc11c1i~ally diffcrcnl popu­
latinnS'(5 l ::-!i4):· Lp(a!plasma· c1111ccn1rntinn in hlm:ks is al 

. !casi 1hrcc _limes grcatcr than in whi1cs ( 55-58 l. 

Chcmical Structurc 

Lp(u) cumposition is similar lo tlml of LDLs. Bo1h of thcsc 
lipoprotcins conlain cholcs1crol. triglyccritlcs. anti phosphn­
lipiils 1hat rnay be ilissolveil :111tl lranspuncd by plus111:1. iluc 
to the presence or u protein. :1poB-IOO. which surrountls 1hc 
lipid group and choleslerol (Figure 1 ) . 

The iliffercnce between 'thcm is that Lp(al contains an­
óthcr glycoprotcin, upo( a). \vhich is bound In apoB-100 by a 
ilisullide bridge bctwcen Cys in 1he 69 position for KIV-9 
of apo(aJ anti Cys 3734 for apoB-100: ·1he union is st:1bi­
lizeil by hytlrogen bonils ami van ilcr Wm1ls i111crac1ions in 
other arcas or bo1h proleins (59-61 ). ApoB-100 (62) has thc 
sume structure and conformation in Lp(a) ;mil thc LDL mol­
ecule. The rutio apo(a):apoB-100 is 1: 1 (63). ami in consiil­
ering 1heir physicochemical variables there may be cntilies 
in a :!:I ratio (64). 

As usually occurs with some 'plasma proteins. Lp(a) muy 
have different sizes wilh weights. rnnging b.:twcen 800 and 
1300'kDa. and thus diffcrennlcnsi1ics. Thesc iliffcrences are 
a retlec1ion. ulthough to a lcsser cx1c111. oflipiil corc composi­
tion. anil cspeciully ofapo(a) s1ruc1uml polymorpl\ism (65). 

There are technical ilifliculties involvcd in obtuining 
. upo(uJ in its nativc form. anti prcdictions of i1s seconilary 
structure suggest un absem:c of an a-helix (661. Neverthe­
less. after rcducing sullhydryl binding. anti by mcuns of 1hc 
circular ilichroism tcchnique. S'k a-hclix. 21 <',f ¡3-shect. und 
71 <¡¡- rnnilom arrungcments have be.:n observcd (67). Apo(ul 
belongs to the scrine protease family. togclher wi1h plasrnin­
og.en. prothrombin. tissue plasminogcn uclivaior. urokinase­
type plasminogcn activaior. and foc1or XII. Thcsc protcins 
derive from un ances1rul gene common 10 ali of them. 
Apo(a) is very similar to plasminog.:n. Genes cotlifying bo1h 
proteins are very clase. in chromosome 6. bantl q26-27 (35¡. 
The genes urc u 50-kb dislan.:c upan in a hcad-to-hcad posi-
1ion (68.6q¡ in 1hc tcrminul reginn 5'. In thc case of upo( a). 
the gene prcscllls a polymorphism. which can be cxprcssctl 
hy 111nilifyi11g 1h.: cflidcncy nf 1hc tmnscrip1io11. This. in 
lllrn. origin:11cs diff.:rcnccs in Lp(;i l plasma conc<'ntrntion. 
11n1 <'nly h.:1wcc11 indi\'itluals hui hc1wccn tliffcrcnl cthnic 
gn'llf'' fí"IXL Thc apofal gt:n~ 111ay havc diff\.·rcnt sii'.cs. cm.·h 

1 
1 

:,tb 



/J,~ /a /'1•1i11·l>io:/1\rdm·1•\ o/ ,\fr,/;n1I N1•.H'tll'l'l1 .ll t ~11001 3:i.l-.l.i1J 

/Kringle 4~i, 

Kringle 5 '\. 

4 

/ 

2 
COOH 

" Plasminogen 
Catalytic region 

Lipoprotein (a) 
Fi~urc l. Chi.:micotl Mructurc uf lipoprotcin(a) anJ phtsminogcn. 

corresponding tl) thc number of times in which a 5.5-kb sc­
quence is present, with its numbcr varying betwecn 12 and 
:; 1 (3). Thc genc-promoting region of apo(a) posscsscs, in a 
disrnl position. a 1-kb fragment with a sequcnce showing 
,itcs with u difl'erent intcraction potential. For interleukin-6 
(lL-6). it shows sevcn sites; this conformation could explain 
the incrcasc in Lp(a) plasma concentration during ucute in­
tlammation stntes and the threc sites with specific elements 
(HNF-1. CEBP. and LF-A 1) for hcpatic transcription (69). 

Apo(al and plasminogen contain a protett~e region with a 
94c¡¡. simila1ity. but in the cuse oí apo(al il lacks the ability to 
bccomc active and pcrforn1 its enzymatic function due to the 
presence of arginine instead of scrinc m the activmion sitc (3). 

Plasminogcn and apo(al also include a diffcrcnt number 
of modules. called kringlcs. Through kringles they bind and 
recognize other macromoleculcs and/or specitic sitcs in the 
ccll membrane (73.74). 

Kringles conncct with each other by intcrkringlc regions 
that are segments of 26-36 serine-. proline-. and/or threo­
ninc-rich i1mino acids (3): each interkringle region contains 
six potcntial 0-glycosylation sites. 

The (.;ringle rccognizam:c function includcs the participa­
tion nf a structurc gencratcd in the inner loop surrounding a 
hydrophobic rcgion íormcd by differcnt aronmtic amino ac­
ids that are stabilizcd by mcans of hydmgcn hondr. and sepa­
ratc a cationic fron• an anionic group (73). This region is 
knm,·n as thc lysinc-binding site (LBSl. lts structurul charuc­
terbtics gl!ner;1te a rclativcly rigid gt!o111t:try thht ailO\\'S sc­
lccti\'c acc::ss anti binding of 6.8-A aliphmic or umnmtic 
ligand' (lf <u-:11nino-carlwxylic acid lypc. slll:h as w-mni110-
hcxa11oic acid or similar compounds (74 l. Plasminogcn com­
prbc:; ti\'.! vcry similar kringlc lypcs. but with small diffcr­
~:ti:c"" a~ thl! lysinc-hinding sitc. \vhi1..~h :nndify tl:c d~gr1..~.: t,f 

aftinity for different ligunds. Plasminogen K 1 has a high­
aftinity LBS; the cationic pole has Arg-35 and Arg-71. and 
the anionic polc has Asp-55 and Asp-57 (74,75). The LBS in 
plasminogen K IV hus an intermediate aftinity: its V-shuped 
hydrophobic rcgion generales a topography .in which thc aro­
matic rings of Phe-64. Trp-62, and Trp-72 separate the an­
ionic · group. which is formed by. Asp-55 and Asp-57. and 
from the cationic group by Lys-35 and Arg-71 (76). 

Apolipoprotcin (a) Polymorphism 

Apo(a) shares kringle V and a variable numbcr of kringle 
IVs with plasminogen (35). Not ali kringles IV. of apo(al an' 
alike; they are classitied into 10 different subtypes (77). In 
the upo(a) molecule. each is present only once; except for 
kringle IV-2. which appeurs on multiple copies, originating 
structural heterogeneity and different size isoforms that ac­
count for molecular weights of between 280 and 800 kDa. 

Kringle IV-10 is most similar to the kringle IV of plasmin­
ogcn, with the high-aflinity, lysine-binding site being 
:formed by Asp-55 und Asp-57 in thc anionic polc. and 
by Arg-71 and Arg-35 in the cmionic polc. Betwecn thc 
two pales there is a hydrophobic microenvironment tlmt is 
formed by three uromatic amino acids: Trp-62. Phe-64. and 
Trp-72. KIV-10 of apo(a) diffcrs from K-IV of plasminogcn 
duc ·to the prcsence of Arg instcad of Lys in position 3.5. 
This kringlc has u vcry importan! role in the Lp(u) unio11 
with lysinc (78). prcvcnting plasminogen acccss to thc fi­
brin clot. thus blocking thc action of thc tissuc plasminogen 
:u.:tiv:itor (79-821. This ·gc11cra1cs fibrinolytic insunicicncy 
that. in 1urn. promntcs mhcrosclcrnsis and thrombusis. 

Anmhcr apofal poly111nrphis111 snurcc is glycn,yl:nion: 
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1 ap111 al KI V has a p111en1ii1l si1e t'uí· N.;glyi:.ií~yliuii11i.' l(/c.1•c:;:viiS.~c(;i::)1~IÍas •. h~cniih.~erved th:u. in cultures of emlothelial 

·::·t.. ringle glyc11sylati1111.is ~llnsil'i!r~ll'.)Íl';f,(i(c(u':l1)11iíl<f;··:;:¡.\tJcil~·rr¡ln1·11i.! c1Íni1ÍtÍry. artery.Lpla) stin1ulates thc cxprcs-
1p111a1 rnrre~p1111ds "' c:1rh11liy¿h:ií1c~.•;(s'r;,11¡;·\vs:(ilí:ín~'••.~}•;!~iiln' (í(v:ísdular :1llh'csiun molcculc-t (VCAM-1 l :1ml sclcc­

~ ;-!: cHlai.:tt 1sc; 1!:ihu.:1u:-ú.1_1n in~·~. ~h~C~~~·~,i'1\ii1~·:·'.~1_il~d..,~iil(i~--~:IC(ll~j~~~-~~~\?1il'1~._~;"_,~;·0·(;.rl~~~S~~-~lúlt· lrig~crs-. aur~1Ction · 10 111acroplmgcs (93 ). 
:11i~1s ur ..:lusc~111 J:7:5:4:7. rc~pectivéiy'(8J i':'::':' ;:.· ·: ~;·: · :·.' Y 1\~í~i111J'r. prui1lÍsed mcch:misin is rela1ed to a dccrease in 
, · . · · . .... :·:· · · : " · ., ··<' :'.' '·, · '·,;1:1~~min gcncratiun that :1ccoun1s fnr: (al prolungcd penna-. '.'.~,:•,·\< 

e e · •··.·. ·•· ·. ·.·.·. · .... , '~,:·::.¡e,·; '. .. ):fn~'1lcí{(1f. lihi-in dcposits(74). wiÍh the cunscquen1 increasc 
)al l'laslilinogcn Compctiti,:~ lr;IÜl;it;;~ ., • {71\1f;\:li~;lcsÍci·íl1 'déposits and fonmítinn uf atherosclerutie 
l ·· · · · · ·· · · .· •. · .. ·· · · • •, '','• plt;i1uc; iil1d (b)'uccrease uf activmion, by partial hydrolysis 

:·:·.¡· . :·• ribrinulytic system dcstruys ti brin depusils in :hlnod: · ;, ·\v\lh plúsínin. iif.TGí'-J3; which prcvcnls the growth of vas-
.. ;. :~:;elsi•ei1hcr thnsc remaining from hcmostmic activityyr ~·c{íiarsii1(;¡11 ¡1 iiius'clccclls. 

' [ai r~iriú.!d a1Íd accumul:llcd during thc devclúpmeÍll o'r . "' 
,, " ;¡:; :11l1crusclcru1ic plaque. Bccause thcre is a balance be- ·, . ·,. 
·:,.:;~;en plusminogcn uctirnlors und dilTercnl Lypes uf inhibi- 'l.¡1(11) IÍJ/iiblts' Fi/Jri1111/ysis D<•pe11di11g 1111 A¡111(11} l.wfomts 

(!• of thcsc :u.:tivators. ils response varics eithcr loward a t\ high plasmu conccnlrntion of Lp(a) does not always inter-
Hc cundition ora tibrinolytic activity. fore with Ímrmal librinolysis. Apo(a} isoforms show diflcr-
. enl antilibrinolytie activity (84,85). hence the importance of ·'.As a result uf librinnlytic activaiion. plasmin is gener-
·. t. a protcolytic cnzyme Lhm may havc effects un differ- taking into account thc :mtilihrinolytic activity oí the isu-

plasm:1 suhstrales. In thc present case. howevcr. this fl1rms in the prediction of cardiovascular diseascs (95) . 
. :s not m:cur. because ti brin itsclf locmes and signals the Many different strntcgies have been applied in in ~·ifro 
'inolytic :ictiv:uion sitcs. Within the tibrin mesh. plasmin- studies. While making use of a solid-phase librin model (96-
:n is bound precisely at the tysii1e-binding site :md pcr- 100). it has been possible to idemify. with high spccilicity 
s and propcrly directs the binding of its tissuc activmor and sensitivity. librinolysis inhibition by :1po(a) isoforms . 

. .. lissue plasminugen activator). Thcrcforc, phismin is These studics have permitted identilication of the mccha-
,1Crated in thc inncr sCclÍOn of the fibrin deposit, breaking nisms·and lJifferent variables involved in pla.~minógcn COlll-
aml exposing uthcr aflinily siles such as terminal curboxy- petitivc inhibition. due eithcr to the different Lp(a) native 
inc rcsiducs. lo :unplify its response. Once tibrin is disin- isoforms (84) or through apo(a) rccombinunt forms (24). 
ratcd. thc mcchunism stops, and thc vascular endothe- These studies demonstratc the following: ( 1) Lp(a) aftin-
m unes nol rcleasc additional uctivator: thc renmining ity for fibrin shows an inverse relationship with thc sizc of 

· ~ulating plasmin and lissuc activutor find their corre· the npo(a) isoform within a Kd mngc of 50-500 nM (84): (2) 
.mding inhibitors. a'.!-antiplasmin and typc 1 tissuc plus- both plasminogen and Lp{a) compete for the samc binding 
nogcn activ:itur inhibilor (PAl-1 ).· si tes. which corresponds to a saturable competitive inhibi-
The simi1m·i1y bctween plasminogcn :md :ipolipoprotcin(a) tion mechanism. and (3) Lp(a) antitibrinolytic potcmial de-
·'"'' di1Tcn::n1 apo(al isofonns to compele with pl:L~minogen pends on the aflinity und conccntration of each of. thc. lwo 
. lihrin artinity siles. The aftinity of cuch isofonn depcnds on upo( a) isoforms found in plasma ( 101 ). 
sizc and i1s plasma com:enlrntion (7 .84,85): in uddilion. the 

1smin fonned m thc surfacc of tibrin may vary with mudili­
ciuns uf thc com:cntratinn of Lp{a) in 1·fro (9-0. 
Plasminugcn :md the different Lp(a) isoforms (86) also 

mpclc for lysinc residues on the surfacc receptors of en­
•lhclial cclls (81.87). U937 monocytes (87.88). platele1s 
lJl. mononuclc:1r cclls (86). and 011 1m11rices far i11 1·i1ro 
,ideh simulaiing the e.\trncellulur mcmbranc (90). 
r\nother m..:chanism tlmt ulters the tibrinolytic system bal-

1c·c h ei1hcr lhe decrc:1sc or incrcase in symhcsis ar the tis­
c pla,minogcn activator (1-PA) or of thc tissuc plusminogen 
·1iva1ur inhibiwr (PAl-1 ). rcspectively (33.91 ). which is ob­
rvcd in .:ulturcs uf cndothcliul eclls cxposcd to Lp(a). 

ip(al ancl :\therogcncsis 

p1 a J !'anM·, athemgencsis through diffcrent mcclmnisms: 
1a.:n1phagcs phagocytizc Lp(a) (92). 111igrme. und scnle in 
1e -uhcndu1hdium. he.:oming 1n111sformcd into foam cclls. 
c•n.:racing detúr111i1ics that dccrease the lumen of thc bloml 

Lp{a) and Homocystcincmia 

Hypcrhomocysteincmia is relatcd to an increasc in thc inci­
dence of thrombotic und utherosclcrotic diseascs ( 102). 
Thrombosis is favored because uf alterutions in ditforent an-
tithrombosis-regulation mcchanisms: in addition. it increases 
tissuc factor activity. lowcrs the exprcssion and activity of 
thrombomodulin ncccssary for protein C activmion, and 
10\vers thc :mticoagulant uctivity of :111ti1h;·ombin 111 us well 
as th..: binding cupacity of the tissuc plasminogcn activutor to 
its receptor on ~cll surfaces (ancxin 11) ( 103). In addition. an 
increused plasma homocystcinc concentration nmnifcsts it­
sclf usan increase in Lp(u) bir.ding to librin (104.105). 

Conclusions 

Most cpidemiologicul studics point out the rclmiunship bc­
twcen lipopmtcin (u) plasma concen1ra1iun ami the risk nf 
sulTering cardim•a,cul:1r ami cerchrovascular discascN. cspe-
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cially whcn nthcr rbi.; fudors are. prcscnt: such as high levcls 
or low-dcnsily lipnpiútcins' anil smokiÍÍg.· ll is also in1portant 
10 ¡mini out 1hat thcrc are diffcrcnccs in .thc conccntration 
and in lhc prescncc/nonpn:sencc i>r'some isoforms within ge­
m:tically diffcrcnl pnpulútinns. Then:fore. identilication Í>f 
lihrinnlysis inhihitinn hchavinr of dilTercnt Lp(a) isol"nrms 
m:cessilales applying a stnúegy to 1h.: study th:1t will allow 
i'nr lhe idcntilicuti1'n or individuals und c1hnic grnups suffcr­
ing rrum lihrinolytÍl" dclicicncy due to the prcsencc or high 
cnnccnlrations of LpU1). This linc of invcstigation rcprescnts 
a challcnge to thc \'lll"ious disciplines in sludying thÍ! role of 
Lp( al in the pathng.:nesis and prugrcssion of atheros,clemsis. 
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Lipoproteína (a), ¿es un factor de riesgo en 
la enfermedad aterotrombótica coronaria? 
Aurora de la Peña,• Raúl lzaguirre, • Eduardo Anglés-Cano" 

Palabras clave: Llpoproleína (a). Alerotrornbosis. Enfermedad arterial coronaria. Fibrinólisls. 
Key words: Lipoprotein (a). Atherolhrombosis. Coronary artery disease. Fibrinolysis. 
(Arch Cardiol Mex 2001; 71:188-192). 

A pesar de que numerosos estudios in l'i· 
tro e in vivo confirman la participación 
de la Lp(a) en los procesos fisiopatoló­

gicos de la aterosclerosis y de que los estudios 
retrospectivos consistentemente confirman la aso­
ciación entre Lp(a) y la enfermedad isquémica 

·coronaria y cerebral, algunos estudios prospecti-
vos han reportado resultados inconsistentes. 
Varios motivos contribuyen en esta controver­
sia, enlre·ellos destacan la falta de un estándar 
universal de referencia, el método analítico de 
estudio, las condiciones en el manejo de la mues­
tra y sobre lodo las"características estructurales 
distintivas de la partícula de la lipoproteína (a) 
o Lp(a). La Lp(a) está formada por una lipopro­
leína de baja densidad.o LDL' que contiene un 
núcleo de colesterol, lriglicéridos y fosfolípidos, 
rodeado de una proteína apoD-100 a Ja cual se 
une la glicoproteína apo(a). Como es frecuente 
en las lipoproleínas plasmáticas. la Lp(a) puede 
tener diferentes !amaños; esras diferencias se 
deben, en menor medida, a la composición del 
núcleo de lípidos y. principalmente, al polimor­
fismo estructural de apo(a).: La apo(a) pertene­
ce a la familia de serino proleasas, al igual que 
el plasminógeno, la protrombina, el activaclor 
tisular del plasminógeno, el activador del plas­
minúgeno tipo urocinasa y el factor XII. Estas 

proteínas derivan de un gene ancestral común a 
todas ellas. 
La apo(a) es muy parecida al plasminógeno 
( Fig. I ). Los genes que codifican para ambas pro­
teínas se encuentran muy cercanos, pero el gene 
ele la apo(a) tiene la peculiaridad ele tener dife­
rentes tamaños que dependen del número de ve­
ces que se repite una secuencia ele 5.5 kb. El ta­
maño de las isoformas de la apo(a) tienen una 
relación inversa con la concentración plasmática 
de la Lp(a)·' y a medida que se incrementa el la· 

maño de apo(a), se incrementa la dificultad para 
secretarse ele las células hepáticas, lo que da lu­
gar a diferencias en la concentración plasmática 
de Lp(a), no sólo entre individuos, sino entre di­
ferentes grupos étnicos. Algunas hormonas pue­
den modificar su concentración plasmática: la 
hom1ona tiroidea! los estrógenos.'"' y los esle­
roides anabólicos la reducen• en tanto la hormo­
na de crecimiento la incrementa,'º pero no puede 
modificarse por medicamentos hipolipernianies 
o por la dieta.11 

La apo(a) y el plasrninógeno, el precursor ele la 
plasmina. tienen una región proteasa muy simi­
lar. La presencia de arginina en lugar de serina en 
el sitio de activación impide que la apo(a) pueda 
ser activada y por ende que esta región exprese 
una actividad enzimática. 

lnsliluto Nacíonal de Cardiología "Ignacio C.hávez•. (INCICH. Juan Badiana No. 1. 14080. México. D.F). 
INSERM U460, Remodélage CardioVasculairé, UFR de Médicine Xavier-Bichat. 16 rue Henri Huchard·BP 416, F-75870·Cdx, Paris, Franca. 

Correspondencia: 
Dr. Eduardo Anglés-Cano. INSERM U460,· Rcmodelage CardioVasculaire. UFR de Medicine Xavier-Bichal. 16 rue Henri Huchard·BP 
416, F-75870-Cdx, Parls; Franco; Tel 33 1 44 85 61 SO Fax 33 1 44 85 61 56 E-mail: angles@infobiogen.fr 

Recepción: 16 de abril do 2001. 
Aceptado: 3 de mayo de 2001. 

Vol. 71 Número 3/Jullo·Sepliembre 2001:188-192 



Lfpoproteína (a) 
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Esta similitud estructural y diferencia enzimática 
despertó el interés de numerosos grupos de in­
vestigación que encontrarc¡n en la Lp(a) el punto 

. común entre la aterosclerosis y la trombosis. 12'" 

Bajo esta perspectiva, se realizaron numerosos es­
tuqios epidemiológicos. que describen una aso­
ciación positiva entre la elevada concentración 
plasmática de Lp(a) y un incremento en las en­
fermedades cerebrovasculares, 1• cardiovasculares, 
la reestenosis de puentes coronarios, la reoclu­
sión de angioplastías y el desarrollo prematuro 
de aterosclerosis asociada a altas concentracio­
nes de LDL y/o a bajas concentraciones de 
HDL.:o·21 La mayoría de estudios prospectivos 
confirman estos rcsultados. 22"' Aun cuando no 
existe un acuerdo en el límite de cone para consi­
derar una concentración plasmática nom1al, .al­
gunos autores consideran que es de 20 mg/dL, 
otros hasta 30 mg/dL y que el empico de anti· 
cuerpos diferentes, monoclonales o policlonales, 
generan divergencias en los resultados. 
Sin embargo, otros estudios no cncue.ntran asocia­
ción entre la Lp(a) y la enfermedad arterial coro­
naria.'°·3" Esta discrepancia en los resultados po­
dría ser el reflejo de la gran heterogeneidad es­
tructural de la molécula de apo(a), que se traduce 
en una heterogeneidad funcional como inhibidor 
competitivo del plasminógeno por la fibrina, dis­
minuyendo así la fonnación de plasmina.'l .. ' 1 

FJg. 1. 

Plasminógeno 

krlngle 

Dominio 
Sorino-proteasa 
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Craig y col." hacen un meta-análisis de diferen­
tes estudios prospectivos en población caucási­
ca, evahian a la Lp(a) como factor de riesgo en la 
enfermedad arterial coronaria, ponen especial 
atención en los criterios de selección de los tra­
bajos a fin de que los resultados fueran compara­
bles. Concluyen que en los individuos que desa­
rrollaron enfermedad :inerial coronaria la concen­
tración de Lp(a) es mayor que en el grupo con­
trol (excepto en los pacientes masculinos de un 
estudio)3·1 y sugieren que la variabilidad puede ser 
efecto del manejo pre-analítico de la muestra, 
especialmente de la temperatura en que ésta haya 
sido almacenada. 
Recientemente¡' un meta-amilisis de 27 estudios 
prospectivos de Lp(a) y enfermedad isquémica 
coronaria, concluye que independientemente del 
lugar geográlico del estudio. edad promedio de 
los individuos, tiempo de duración del estudio, 
métodos de ensayo y grado de ajuste de las varia­
.bles de confusión, el riesgo relativo es de l. 7 (in­
tervalo de confianza 95% de 1.4-1.9, 2P < 
0.00001) para 18 estudios en población general 
que incluyeron un total de 4,044 casos, y un ries­
go relativo de 1.3 (intervalo de confianza 95 de 
1.1-1.6, 2P < 0.001) para 9 estudios que incluye­
ron un total de 1.392 individuos con anteceden­
tes de enfermedad coronaria. Este meta-análisis 
incluyó ;ilgunos de los trabajos analizados por 

Lipoproteina (a) 

Apo(a) 
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Craig y col. pero con un criterio diferente de eva­
luación; comparó la concentración plasmática de 
Lp(a) en el tcrcil superior contra el tcrcil más bajo 
de distribución. 
En ambos meta-análisis resalta sin lugar a dudas, 
la asociación que existe entre la Lp(a) y la enfer­
medad isquémica coronaria, frecuentemente con 
isóformas de bajo peso molecular de apo(a);-'' sin 
embargo hasta la fecha no es posible afirmar si 
este hecho es un factor directo de riesgo atero­
trombóiico o si el riesgo se favorece a través de 
permitir una mayor concentración plasmática de 
Lp(a). 
El hecho de que la Lp(a) inhibe la fibrinólisis, 
ofrece un mecanismo fisiopatológico congruente 
con ambas situaciones;-'• explica porqué una alta 
concentración de Lp(a) se reíleja en diferentes 
grados de riesgo aterotrombótico que dependen 
de las isoformas de apo(a)l7 y pone de manifiesto 
la importancia cualitativa y cuantitativa de las in­
teracciones entre la apo(a), el plasminógeno y la 
tibrina. 
Empleando un modelo de fibrina en fase sóli­
da/•·" ha sido posible identificar de manera sen­
sible y específica la inhibición de la fibrinólisis · 
por las isoformas de apo(a). Los estudios conclu­
yen que el potencial anti-fibrinolítico de Lp(a) 

depende de la concentración y afinidad de cada 
una de las dos isoformas de apo(a)'·' y muestran 
una relación inversa con el ta1m1ño de la isofor­
ma en un rango de 50 a 500 nM. Este dato se 
comprueba al observar que las isoformas de 
apo(a) de bajo peso molecular son indicadores 
importantes en la aterosclerosis obstructiva.-'' 
El estudio de la Lp(a) en la enfermedad atero­
trombótica sigue representando un reto multidis­
ciplinario, en donde una estrategia objetiva de 
estudio subraye la importancia de considerar la 
actividad antifibrinolítica de las isoformas en la 
predicción de la enfermedad cardiovascular.'' 
Deberán corregirse también, para determinar la 
concentración plasmática de Lp(a), la falta de 
acuerdo que existe para el manejo pre-analítico 
de la muestra, el empleo de un estándar y técnica 
de referencia y el empico de anticuerpos mono­
clonales o policlonales. 
Es también importante llevar a cabo estudios en 
poblaciones sanas, con la finalidad de identificar 
a las poblaciones en las que la Lp(a) represente 
un factor de morbilidad y mortalidad importante 
y conocer su impacto en la salud pública. Resalta 
la ausencia de estudios en la población latinoa­
mericana a pesar del gran interés que el tema ha 
cobrado en los últimos años. 
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Inhibition of Fibrinolysis by Lipoprotein(a) 
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ADSTRACT: A high plasma concentratlon of lipoprotein Lp(a) is now consid· 
ered to he a major and independent risk fador for cerebro- and cardiovascular 
atherothrombosis. The mechanism by which Lp(a) may favour Ibis pathologi· 
cal stale may be refaled to its particular structure, a plasminogen-like glyco­
protein, apo(a), thal is disulfide linked to the apo 8100 of an atherogenic LDL· 
like particle. Apo(a) exists in severa! lsoforms defined by a variable number of 
copies of plasminogen-like kringle 4 and single copies of kringle 5 and lhe cal· 
nlytic region. Al (casi one or lhe plasminogen-Iike kringle 4 copies presenl in 
apo(a) (kringlc IV lype 10) conlains a lysine binding sile (LBS) lltal is similar 
to that or plasminogen. Tltis structure allows binding oflltese proleins to fibrin 
and cell membrancs. Plasminogen thus bound is cleaved al Args6rVals62 by 
plas1ninogen aclivators and transformed into plasmin. Tbis mechanism ensurcs 
librinolysis and periccllular proleolysis. In a¡1o(a) a Ser-lle suhslilulion al tite 
Arg-Val plasminogen adivaUon cleavage site prevcnts il-, transrormation into 
a pfaSlllÍll·like Cll'L)'llle. llecause Uf Ibis struclural/funcliona( homology and 
enzymatic diITerence, Lp(a) may compele wilh plasminogen for binding to 
lysine residues and impair, lhcrcby, fibrinolysis and periceliular proteolysis. 
lliglt conccnlralions of Lp(a) in plasma may, therefore, re¡ircscnl a polcnlial 
sourcc of antilibrinolytic aclivity. lndecd, we ltave recenlly shown lhal during 
lite coursc uf the nephrolic syndrome lite amount of plasminogcn bound and 
plasmin formed al lhe surface of fibrin are direclly relaled lo in ••il'O variations 
in tite circulating concenlralion of Lp(a) (Arterioscler. Thromb. Vasc. Bio/., 
2000, 20: 575-584; Tltromb. /lremost., 1999, 82: 121-127). This antilibrinolytic 
eITect is primarily delined by tite size of tite apo(a) polymorplts, which show 
heterogencily in lhcir Iibrin-binding activilY-<mly small size isoforms display 
high affinily binding lo fibrin (lliocltemistry, 1995, 34: 13353-13358), Thus, in 
heterozygous suhjects the amount of Lp(a) or plasminogen bound to fibrin is a 
funclion of thc affinity of cach of lhe apo(a) isoforms and of llteir concentralion 
rclati\'e lo cach olhcr and to ¡>lasminogcn. The real risk ractor is, thcreíore, thc 
Lp(a) sub¡mpuhtlion wilh high affinily for fibrin. According lo lltis concepl, 
some Lp(a) phenolypes may not he related to attierothrombosis and, lherefore, 
hlgh Lp(al in somc indh•iduals might not represen! a risk factor for cardiovas· 
cular discasc. In agnoemenl wilh lhese dala, il has been receittly rcported lltal 
Lp(a) parlicles containing low molecular mass apo(a) emerged as one of tite 
Icading risk condilions in advanced slenolic atherosclerosis (Circula/ion, 1999, 
100: 1154-1160). Tite prediclive value uf hlgh Lp(a) as a risk factor, lherefore, 
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dcpcnds on thc rclatlvc conccntralion of Lp(a) particlcs containing small apo(a) 
lsoforms wlth thc hlghcst nffinily for librin. Within this conlcxt, thc dcvelo¡>­
mcnt of agcnts nhlc to sclcctivcly ncutralisc thc antilihrinolytic nctivity of 
L¡>(a), olTcrs ne\\' pcrspeclivcs in thc 1•revcntion and trealntcnt of the cardio­
vnscular rlsk nssoclatcd with high conccntrations of thrombogcnic Lp(a). 

KE\'\\'ORDS: Fibrin surfacc; _..ibrinogcn; PhLc;ntinogcn; 1•1asmin; Kringle 
don1ains; Lyslne binding sitc; Tissnc-plasnJinogcn acti,·ator; Urokinasc; Ath· 
erosclcrosls; Thrombosls; Athcrothron1bosis; Monocytcs; l\tacrophages; 
Fibrinolysis; Plasminogcn activation; Plasminogcn acti,·ator inhibitor. 

INTRODUCTION 

The presence of the lipoprolcin Lp(a) in plasma was first identified by Berg in 
1963 as an LDL-like particle. 1 Lp(a) composition is indecd similar to that of LDL in 
terms of cholesterol, triglyceridcs, phospholipids, and apo B 1 OO. It was nol until 
1987 when Eaton et al. 2 and Me Lean et al. 3 identified apo(a), the unique and dis­
tinctive component of Lp(a), as a member of tite plasminogen gene family,4 both by 
amino acid sequence analysis and cDNA clonning. Tite apo(a) glycoprotein indeed 
showed a strong structural homology with plasminogen, the plnsmin precursor. 
Apo(a) is disulfide linked to the apo BlOO of the LDL-like pnrticle. These findings 
stimulated the interest of differenl research groups lhat found in Lp(a) a common 
point between atherosclcrosis and thrombosis.5•6 Diffcrenl cpidemiological studies 
were performed from this perspcctivc and idcntilied high Lp(a) plasma concentra­
tion as a major and indepcndenl cardiovascular risk factor. 7 Allhough some studies 
did not find a relationship between Lp(a) and coronary heart disease,8•9 most pro­
spective studics (reviewed in Rcf. 10) confirmed thc initial results and extended its 
application to coronary rcslcnosis, post-angioplastic occlusion, as well as cere­
brovascular accidents, and prcmaturc devclop1nent of atherosclerosis. The mecha­
nism by which Lp(a) favors the atherogcnic and/or thrombogenic processes is nol 
clearly understood. However, Lp(a) has bcen found associated with fibrin deposits 
in atherosclerotic plaques. 11 Moreover, rccent data indicate that the large structural 
heterogeneity of the apo(a) moleculc is conducive to a functional heterogeneity as a 
plasminogen competitive inhibitor for fibrin binding that lowers the farmation of 
plasmin and thereby dccrcascs fihrinolysis. 12•13 In order to understand the molecular 
basis of this mcchanism we analyzc thc structural aspccls of plasminogcn and apo(a) 
interactions with fibrin and considcr recen! cvidencc indicating thal Lp(a) behaves 
asan inhibitor of fibrinolysis. 

STRUCTURAL BASIS 
FOR THE ANTIFIBIUNOLYTIC ACTIVITY OF LP(A). 

l'las111i11oge11 a11d Apolipoproteit1(a): Ge11eral Str11ct11re 

Apo(a) and plasminogen are constitutcd by structural domains callee! kringles and 
a serine-proteinase region (see FIGURE 1 ). Thc kringle structure was first described 
in prothrombin and is found in seveml copies in protcins that cvolved from a com­
mon ancestral gene: plasminogen, apo(a) and hepatocytc growth factors.4 Kringles 
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Protease -~;;.:=:::..L7c;v KV 
Ú7_.:s2___,_ 

Plasminogen-llke domains 

FIGURE 1. Structural homologies between apolipoprotein(a) and plasminogen 
(adapted from Petersen et al .. J. Bio/. Clrem .. 1990, 265: 6104-6111). Plasminogen consist 
oí íive kringle domains anda serine-protease region. Apo(a) is constituted by single copies 
oí plasminogcn kringle 5 (KV) and ar tite protease region and by multiple copies oí plas­
minogen kringle 4 (KIV). Thesc KIV copies are not identical and hávc becn classiíied 18 in 
ten differcnt typcs (KIV-1 to KIV-IO). A variable number oí KIV-2 determines tite exist­
ence oí severa! apo(a) isoíorms. Ali other KIV types are present in single copies. R-V indi­
cates tite Arg561-Val562 plasminogen cleavage site, whiclt in apo(a) Itas been substituted 
by Ser-lle, S-1 (see F10. 2). 

are sequences of 80 to 90 amino aeid rcsidues organized in a triple-loop structure, 
stabilized by tluce disulfide bridge. 14 The kringle domains of plasminogen, desig­
nated 1 to 5, diffcr from cach other. Kringles 1 and 4 contains lysine binding subsites 
tita! show ltigh affinity Cor lysine residues in fibrin. tS,tG Tite specifie interactions 
betwcen lysine residues in fibrin or cell membranc proteins and tite lysine binding 
suhsitcs of plasininogen allow plasminogen binding and activation. 17 

Apo(a) contains a variable number of kringlc domains that sharc 61-75% homol­
ogy with kringle 4 of plasminogen.2·3 The kringle 4-like repcats of apo(a) are fol­
lowed by a single copy of plasminogen kringle 5 anda protease domain that shares 
94% ltomology with tite corresponding domain of plasminogcn. Kringles are inter­
connected by regions of 26-36 serinc-, proline-, and/or threonine-rich amino aeids 
wilh six potential 0-glycosilation si tes. Not ali plasminogen-like kringle 4 of apo(a) 
are alike; tltey are classified in 10 different types, 18 ltereafter refcrred as KIV-1 to 
KIV-1 O (see Fm. 1 ). Eaclt of tltcse kringles is present only once, cxcept KIV-2, which 
appears in a variable number, originating strnctural lteterogeneity and different size 
isoforms, tltat account Cor molecular wei~llls betwcen about 280 and 800 kDa 
including 30% wcight duc to glycosilation.1 KIV-9 posscsscs an additional cysteine 
residue that cnsurcs tite covalcnt binding betwcen apo(a) and Cys3734 of apo B-100 
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and, thereby, the formation of the Lp(a) particle.20. By sequencc comparison and 
molecular modeling21 it has been shown that KJV-10 conlains a lysine binding sile 
(LBS) similar to thal of plasminogcn kringle 4, and lhat slightly modified LBS are 
presenl in KIV-5 lo KIV-8. These lcringle copies may conforto apo(a) binding capa­
bilities similar 10 lhose of plasminogen. 

Stmcture ofthe Lysi11e Binding Site 

The structure of lhe lysine binding site, an elongated hydrophobic depression 
lined with aromatic residues that separa te hy 6.8 Á a cationic group from an anionic 
group positioned al opposite ends of the trough, has been wcll defincd. 22 lis struc­
tural characteristics gcnerate a relatively rigid gcometry that allows sclective access 
and binding of C-lerminal lysine residues in fibrin, as well as aliphatic or aromatic 
ligands of ro-amino carbo:(yJic acid type. Based on information derived from bio­
chemical, 23 mutagenesis,24 crystallographic,25·26 and spcctroscopic27 studies, an 
appropriate set of amino acids lltal are key componcnls for lysine binding has been 
identified (sce TADLll 1). Thus, the LBS ofplasminogen KI consists ofthree aromat­
ic residues, Tyr64frrp62fl'yr72, lining the hydrophobic trough of the LBS and thc 
double charged anionic, Asp55/Asp57, and cationic, Arg35/Arg71 centres Jocated at 
opposite ends of the hydrophobic lrough. In apo(a) only KIV-10 contains an LBS 
with similar characteristics that is identical to that of plasminogen kringle 4 cxcept 
for a conservative Arg-)Lys35 substitution also prescnl in plasminogen kringlc 1. 2B 

TABLE l. Kcy cornponcnts of the lysine-binding sitc 

Kringlc Anionic polc Hydrophobic nromatic rcsiducs Cationic polc 

Pg Kl 

Pg K4 

PgKS 

KV 

KIV-10 

KIV-9 

--KIV-8 

KIV-7 

KIV-6 

KIV-5 

KIV-4 

KIV-3 

KIV-2 

KIV-1 

Asp.55 

Asp55 

Asp55 

Asp55 

Asp55 

Asp55 

Asp_55 

Asp55 

Asp55 

Asp55 

Asp55 

Asp55 

Asp 55 

Asp55 

Asp57 

Asp57 

Asp57 

Tyr64 

Phc64 

Tyr64 

Trp 62 

Trp62 

Trp62 

Asp 57 Tyr 64__ Trp 62 

· Asp 57 Phc 64 Trp 62 

Tyr 72 Arg 35 Arg 71 

Trp 72 Lys 35 Arg 71 

Trp 72 lle 35 Lcu 71 

Trp72 -scr35. Lcu71 

Trp 72 Arg 35 Arg 71 

ply 5( : T.Yr 64 :· . Tríi 62 cTrp 72 Arg 35, Arg 71 

2:~--K;;~-··-1_,_",; __ ~----~-;_:.~_.:_-_.:_._-_: __ ~·:c ·--·-~-_ •. _:_:_-_·.:~. ·:.•.-_ ~:~ ;~ Arg 35 _A~g 71 
' -- - ,- - - - -- '-~~:~~: ~::;: 

~~;~· 1~t~i~~r) ;~;1. !~!i11· 
Val 57 Tyr64 Tyr62 Trp72 Arg35 

Arg 71 

:Arg 71 

Arg71 

Aig71 

Arg 71 

Norn: Pg. Plas111inogcn kringles are dcsignated Kl, K4, and K5. KV and KIV-1 to KIV-IC 
corn:spond 10 apo(a) kringlcs. 

i~'.-}lS CON 
FALL1·\ DE ORIGEN 

~GLÉS-CANO et aL: LIPOl'ROt 

• • 
Both plasminogen K4 and apo(¡ 
¡ by 1wo importan! substitutio• 
are, thercfore, specific structui'P 
apo(a) KIV-10. Tite crit~c:'.I rollll 
umented; its hydrophobtc tndo,. 
and serves as an obvious mar' 

Tlic Seri11e-Protei. 

Serine-proteinascs are synth• 
activated by proteolytic pre 
cnzymes.29 These incl!'de ~in1!' 
cnzyme (S1-Sn and S 1 -S,, ~ 
cleavage si le on thc substrate 
Arg561-Va1562, ri'ptide scissil'li 
active plasmin. 1 This clcava¡l!' 
musl restricl lite confonnatio11ii 
disulfide bond is of importan• 
sequence corrcsponding to th~ 
of plasminogcn thal is strictl~ 
bond in apo(a) consist of Scr-1 
recognition by activators (FI. 
plasminogen preven! its clcuva_ 

Wc have rccently considct 
residues al, respectively, P-P 
of spccilic fibrinolytic tests rC 
age si te by activators and gene 
sis, r-apo(a) mutant plasmidC 
HepG2 cclls; culture superna 
and tite corresponding r-Llif 
wcrc treatcd with u-PA or ~ 

Enzymo 

Substrato 

PlasmlnogenSFDCGKP. 

Apo(a) SFDCGKP't 

FIGURE 2. Schcntc oft. 
rcgion in apo(a). Amino acid s'. 
585, according to Pctcrscn et a 
rcsponding scquencc in apo(9 
activators ctcavc plasminn_g~~ 
thc arrow). In apo(a), anun._ 
plasminogcn. hov.:cvcr thc ele~ 

e 
e 

---= 
f; 

e 
$ 

ii 



t 

'ACADEMY OF SCIENCES 

·quence comparison and 
1ins a lysine binding site 
'ightly modified LBS are 
r to apo(a) binding capa-

e 

hydrophobic depression 
c group from an anionic 
.vcll dcfined.22 Its struc­
.l allows selective access 
as aliphatic or aromatic 
ation dcrived from bio­
:troscopic27 studies, an 
lysinc binding has bccn 
:onsists of thrce aromat­
ugh of the LBS and the 
<\rg7 I centres locatcd at 
IV-10 contains an LBS 
inogcn kringlc 4 cxccpt 
lasminogen kringlc J .28 

!S Cationic pole 

i.? Arg 35 Arg71 

Lys 35 Arg 7.1 

~! lle 35 Leu 71 

1! Ser35 Leu 71 
! 

Arg 7i · Arg 35 

<? Arg 35 Árg 11 ¡ 
~ 1 Arg 35 Arg 71. 

Arg35 Arg 71 

Arg 35 Arg 71 

Arg 35 Arg 71 

Arg 35 Arg 71 

Arg 35 Arg 71 

Arg 35 Arg 71 

Arg 35 Arg 71 

KV and KIV-1 lo KIV-IC 

ANGl.F..S-CANO •tal.: UPOPROTEIN(A) IN FIBRINOl,YSIS 265 

Both plasminogcn K4 and apo(a) KIV-10 howcvcr, diffcr, from plasminogen kringlc 
1 by two importan! substiiutions, Phc64 and Trp72, instead ofl)'r64and1)'r72, that 
are, thcrcforc, spccific s1ructure rcquircments for thc LBS of plasminogen K4 and 
apo(a) KIV-IO. Thc critica! role ofthis rcsiduc in lysinc binding has been well doc­
umented; its hydrophobic indole is unusually exposed in thc LBS of K4 and KIV-1 O 
and serves asan obvious marker of the binding sitc.25 

Tlle Serine-Proteinase Domain in Plasm;,,ogen at1d Apo(a) 

Serine-proteinases are synthcsized and secrcted as single-chain zymogens thal are 
activated by proteolytic processing through spccific intcraclions wilh ac1ive 
enzymes.29 These include binding forces bctween subsites of the active site of the 
enzyme (S 1-Sn and s; -s:) and amino acid residues (P1-Pn and P; -P:) of ~e 
cleavage si te on the substrate30 (sce FIGURE 2). For instance, cleavage of the P 1 -P 1 , 
Arg561 -Va1562, feptide scissile bond in plasminogen by its activators yields two-chain 
active plasmin. 1 This cleavage site is located in a small disulfide-bounded loop that 
must restrict the conformation around this bond. lt has been shown, indeed, that this 
disulfide bond is of importance far the specificity of plasminogen activation.32 The 
sequence corrcsponding to this loop is compriscd in the P2-P17 / r;-r;3 .sequence 
of plasminogen that is strictly prescrved in apo(a); in conlrast, the P 1 -P1 peptide 
bond in apo(a) consist of Ser-lle instead of Arg-Val, 2 a substitution lhal may impair 
rccognition by activators (FtG. 2). Indced, the inlroduction of these substitutions in 
plasminogen prevcnt its clcavagc by activators. 33 

Wc ha ve recently considercd the possibility that introduction of both Arg ami Val 
rcsidues at, respectivcly, P-P; by site directcd mutagcncsis togethcr with the use 
ofspccific fibrinolytic tests may ensure potcntial rccognition ofthis activation clca\'­
agc silc by activators and generation of plasmin-like activity.34 To test this hypothe­
sis, r-apo(a) mutan! plasmids cncoding this sequence werc cxpressed in 293 cells and 
HcpG2 cells; culture supcrnatants containing wildtype r-apo(a), Arg-Val r-apo(a), 
and thc corrcsponding r-Lp(a)-likc particles wcre thus obtaincd. These products 
werc treated with u-PA or t-PA in thc prescnce of cofactors known to stimulate 

Enzyme 

Substrate 

-. ,-

PlasminogenSFDCGKPQVEPK KdPG R V VGGC VAHPHSWPWQVSLRTRFG 

Apo(a) SFDCGKPQVEPK KCPG U VGGC VAHPHSWPWQVSLRTRFG 

FIGURE 2. Schcmc of thc plasminogcn activalion clcavagc sitc and !he corrcsponding 
rcgion in apo(a). Amino acid scqucnccs of thc clcavagc silc in plasminogcn (rcsiducs 544- · 
585, according to Pctcrscn et al. J. Bio/. C/iem. 1990, 265, 6104-61 11) comparcd lo thc cor­
rcsponding scqucncc in apo(a) (rcsiducs 4291-4332, according to Rcf. 3). Plasminogcn 
activalors clcavc plasminogcn al thc P 1 -r; (Arg-Val) scissilc pcptide bond (indica1cd by 
thc armll'). In apo(a). amino acid rcsiducs P2-P 17 and r; -P;.l are idcnlical to thosc of 
plasminogcn. howcvcr th\! clca\';i~c sitc is suhstilutcd by Ser-lle. 
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plasminogcn activation by t-PA (fibrin and CNBr-fragmcnts of fibrinogcn) or u-PA 
(6-Ahx, a lysinc analoguc). Howcvcr, ncither cleavage of apo(a) nor plasmin-like 
activity could be demonstratcd on treatmcnt of Arg-Val r-apo(a)/r-Lp(a) rnutants 
with plasminogen activators, either in the presence or in the nbsence of cofactors 
known to induce changes in plasrninogen conformation orto stirnulatc plasminogen 
activation. 

Thcse results strongly suggest tita! to promote effieient el ea va ge of plasrninogen, 
t-PA rceognises complex structural elements 011 tite surfacc of nativc plasminogen 
that are distan! from those at P4-P2'.35 The exact nature of these secondary intcrac­
tions remains unknown. Bccause r-apo(a) contains multiple copies of kringle 4 and 
lacks copies of kringles J to 3 of plasminogen, it may not possess tite potential for 
such enzyme-substrate interaetions, that are independent of the binding cleft around 
P 1; r-apo(a) Arg-Val may _fail, thereby, to induce a better lit of the cycle peptide loop 
containing the Arg-Val bond with the activators. The presence of multiple kringle 
repcats in apo(a) does not substitute the specific confomrntion present in plasmino­
gen that is required for the selective and specific recognition by activators. lt is, 
therefore, apparcnt that besidcs tite absence of the Arg-Val site, apo(a) has under­
gone further evolutionary changes which prevent its activation towards a plasmin­
like protease. Beca use of this importan! cnzymatic difference, the ability of selected 
kcingle-4 copies ofapo(a) to compete with plasminogen for binding to fibrin and cell 
surfaces results in dccrcased fibrinolysis and impaircd periccllular protcolysis.36.37 

INHlllITION OF l'LASMINOGEN HINDING TO FIHIUN, 
THE MAJOR MECllANISM OF ACTION OF Ll'(A) 

Physiological fibrinolysis involves hclerogcneously cutalyzcd rcactions tha1 pro­
cced at the fibrin/plasma interface, where fibrin provides a surface to which tissuc 
plasminogen activator (t-PA) and plasminogcn bind specilically.15.17 Molecular 
assernbly of thcse proteins results in a ternary complex that cfficiently generates 
plasmin on the surface of fibrin and thereby triggers tite dissolution of a clot.38 

Initial limited dcgradation of the surface of fibrin by plasmin unveils carboxy­
tem1inal lysine residues and incrcases thc local concenlration of ~lasminogen, a pro­
cess that amplifics and accclcratcs the degradation of fibrin.· 9 This mechanism 
is mcdiated by spccific intcrac1ions of lysine rcsidues in fibrin with the kringlc 
domains of plasminogen.40 In a plasma milicu, the progression of this process is 
markcdly inllucnccd by a~-anliplasmin. the spccific plasmin inhibitor, and by active 
curboxy-.rcplidasc 13, an cxopcptidasc thal clcavcs Arg and Lys residues at C-tcrminal 
position. 1 Tite number of carbo.xy-lcrrninal lysinc res id u es is thus limitcd and, there­
by, tite amount of bound plasminogcn. 17 On thc other hand, thc blockadc of such res­
idues by isolated plasminogcn kringlc 4 has becn shown to intcrfcrc compctilively 
with clot lysis by a mechanism involving binding to lysine-fihrin residues.4~ Thc 
presencc in apo(a) of kringlc modules strncturally rclatcd to thosc of plasminogen 
endows Lp(a) with tite ability lo compete with plasminogen for binding to fibrin. Thc 
effect of Lp(a) on Blasminogcn binding to fibrin and cell surfaccs has been studied by 
severa! groups.37· 3-45 A number of experimental;,, virro studies resulted in convinc­
ing evidcnce that Lp(a) binds lo thc fibrin surface and cell membranes and, thereby, 
competes with plasrninogen so as to inhibit its activation.46•47 We havc shown that, 
indccd. hoth free rccombinant apo(a) (scc FIGURE 3) and apo(a) in Lp(a) particles (sec 
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FIGURE J, De1crmina1ion of lhe inhibition constan! of apo(a) for the binding of plas­
minogcn to fibrin (as indicalcd in Rcf. 48). Plasminogcn binding cxperimcnts werc pcr­
formcd in thc nbscnce and in thc prcscnce of various conccnlrations of recombinan! apo(a) 
(18 kringlcs). For each conccntration of apo(a) thc binding parametcrs (Bma" thc maximum 
bound, and Kd, the dissociation constan!) were determined according to thc Langrnuir cqua­
tion. The graph dcpicls the reciproca) of Bmu as a function of !he concentration of apo(a). 
Thc inhibilion constan! (K¡ = 44 mnol/L) was calculatcd from the intercept of 1hc straighl 
linc wilh !he abcissa. 
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FIGURE 4. lnhibilion ofthe binding ofplasminogen to fibrin by purified 18 kringlcs 
Lp(a) (as indicaicd in Rcf. 12). lncrcasing conccntrations of plasminogen (O to 8 µmol/L) 
containing a trace amount of radiolabeled plasminogcn (5 nmol/L) wcre incubated with 
ti brin in tite prcscnce of O (4), 50 (b.), 100 <•> and 200 (0) nmol/L Lp(a). Data filled to 
thc Langmuir cquation allowcd calculation of Bmax (maximum amount of plasminogcn 
bound) and K,¡ (the dissoci:11ion constan! of !he interaction) for each Lp(a) conccntration. 
By ploning !he rcciproc:il of lhe B 111" \'ersus thc conccntration of addcd Lp(a) an inhibition 
constanl K; = 32 nmo1/L was dctcrmincd al lhc i111erccpt of thc linear rcgrcssion curve with 
thc abcissa (not shown). 
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FIGURE 5. Compctitivc inhibition of thc hinding and activation of plasminugcn by Lp(a) 
on fibrin and ccll surfaccs. TI1is compctilivc mcclmnism rcsults in inhibition of rihrinolysis, 
pcriccllular protcolysis and TGF-ll aclivation. Thc diffcrcnl componcnts of thc plasminogcn 
activation systcm an<.I Lp(a) are rcprcscntcd in thc intravascular spacc of a vcsscl scction. 

FtGURE 4) efficiently inhibil (K;=44 nmol/L and 30 nmol/L, rcspectivcly) the binding 
of plasminogen to fibrin I2.48 (see FIGURE 5). Such unique behaviour was allributed to 
the fibrin-binding propertics confcrrcd by the kringle 4 repeats of apo(a).48 Plasmi­
nogen and the different Lp(a} isoforms al so compete for lysine residues on tite surface 
rcceptors of endothelial cells,37 platelets,49 and mononuclear cells.45 Thus, Lp(a) 
inteñeres with the evolution of fibrinolysis al the surface of fibrin, endothelial cells, 
monoeytes, and platelets tltrouglt binding of apo(a), an eternal zymogen that decreas­
es the local concentration of plasminogen and cannot be transformed into an active 
en7.yme. Most of thc cffccts of Lp(a)-pcrsistence of fibrin deposits, accumulation of 
cholestcrol and prolifcration of smootlt musclc cells in tite intima, are rclated to a 
decrease in plasmin activity (FtG. 5). Hypofibrinolysis and cholcsterol accumulation 
are a direct consequence of tite presence of Lp(a) at the surface of fibrin and ccll mcm­
branes: apo(a) inhibits plasmin formation and tite LDL componcnts favors cltolcslerol 
accumulation. 

OTHER ANTIFJBRINOL YTIC AND 
ANTIPROTEOL YTIC EFFECTS OF LP(A) 

Lp(a) may stimulate the expression of PAl-1 and inhibil the synthesis of t-PA by 
endolhelial cells in culture. 50.5I Thus, inhibition of t-PA by PAI-1 and low t-PA antigen 
levels may enltance Lp(a)-dcpendenc ltypofibrinolysis by decreasing the amount of 
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t-PA availablc for the activation of p!asminogen. It has also becn shown that Lp(a) 
inhibits the activation of TGF-p52 and that, in transgenic mice cxpressing human 
apo(a), the generation of plasmin and thereby the acti vation ofTFG-P are decreased.S3 

lnsufficient activation of TGF-P may result in migration and proliferation of smoolh 
muscle cells into !he intima, an importan! mechanism in atheroma plaque formation. 

ANTfflBRINOLYTIC ACTIVITY OF APOLIPOl'ROTEIN(A) IN VIVO 

To date lhere is no definitive evidence that Lp(a) interfercs with plasminogen 
binding and activation in vivo. Sorne evidence has been obtained from a few exper­
imental studies. Occ[usive arterial thrombosis with incorporation of Lp(a) in to dam­
age arterial segments was observed in cynomolgous monkeys with high Lp(a) 
plasma levels.54 Biemond et al. SS studied the effect of a recombinan! form of apo(a) 
on endogenous and 1-PA mediated lysis in an in i•ivo model of experimental throm­
bosis; endogenous thrombolysis bu! no! t-PA induced lysis was significan!ly reduced 
in the presence of apo(a). In contras!, lransgcnic mice !ha! express human apo(a) 
have been shown to exhibit reduced 1-PA induced lysis of pulmonary emboli pro­
duced by injection of human platelet-rich plasma clots.56 Howevcr, !he mosl conclu­
sive report to this respect concems the elimination of the pathogenic activity of 
apo(a) by disruption of the KIV-10 lysine binding sitc using gcnetic cngincering in 
transgcnic mice.57 

In humans Lp(a) plasma concentration, which dcpcnds on its hcpatic synthesis,58 

varíes from one individual to another within an approximate range of less than 
10 mg/dl to more than 100 mg/dl; it is indcpendent froril other factors, such as diet, 
cholcstcrol, obcsity, and smoking and is maintained within small variations during 
the life span. However, during the course of the ncphrotic syndrome, large individual 
variations in Lp(a) plasma concentration have bccn observed.59 Dala have bcen 
obtained in this human model systcm.6º·61 indicating thal Lp(a) interferes with 
plasminogen binding and activation under conditions fashioned in vivo. \Ve have 
mcasured the effect of individual variations in the conccntration of Lp(a) on plasmi­
nogen activation at the surface of fibrin and havc detcrmined the existence of an 

,inverse relationship betwcen plasmin formation and quanlity of Lp(a) that is bound 
(sec FIGURI! 6). A dircct relationship between binding of Lp(a) lo fibrin and !he 
decreasc in plasmin formation duc to modilications in vivo of thc Lp(a) plasma con­
ccntration has thus bccn cstablished.60,6 l Thesc studics strongly suggest that apo(a) 
may decreasc librinolysis in 1•il•o. 

LP(A) INllllllTS FIBRINOL YSIS DEPENDING ON APO(A) ISOFORMS 

In general, an individual inhcrits, in a codominant autosomie fashion, two apo(a) 
isofom1s; only a rcduced number of individuals are homozygous for the apo(a) trait.62 

The sizc of lhe Apo(a) isoforms accounts for an invcrsc corrclation with Lp(a) plasma 
concentration.63 In general, the smaller !he hypervariablc region of the apo(a) allcle 
and, therefore, the size of !he apo(a) isoform, lhc higher is the plasma conccntration 
of Lp(a). A differcncc in thc distribution of apo{a) isofor~ns betwcen palients with 
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FIGURE 6. lnhibition of plasmin gcncration by Lp(a). Varying conccntrations of 
Lp(a) (18 kringlcs) wcre incubatcd with 200 nmol/L of Glu-plasminogcn (final conccntra­
tion) on fibrin bound-t-PA. Plasminogcn activation was followcd at 37ºC by mcasuring tite 
amidolytic activity of plasmin with a synthctic substralc (CBS 00-65. Slago). Al tite cnd of 
the aclivation. tite plate was washcd and bound Lp(a) was dctcctcd with a radiolabclcd anti­
body dircclcd against apo(a); bound radioactivity was transformcd in fmol of Lp(a). Plas­
minogcn aclivation cxprcssed as a pcrccntagc rclativc to the maximurn of plasmin gcncratcd 
in tite abscnce of Lp(a), is ploltcd against tite amount of Lp(a) bound. Data represen! tite 
mean of three detcrminations. A linear corrclation (r = 0.985) was found betwcen tite inhi­
bition of plasmin generation and tite incrcase in the amount of Lp(a) bound. 

atherosclcrosis anda control population has becn re.:cntly rcportcd.64-66 Low molec­
ular mass isoforms wcrc found more frequcntly in subjccts with high Lp(a) conccn­
tration anda history of myocardial infarction or intcnnitent claudication. Thus, short 
apo(a) allclcs may favor athcrogcncsis by incrcasing thc concentration of Lp(a). 
Howcvcr, thc differencc in allelc distribution bctwccn paticnts at risk and controls is 
not always obscrved, and thc inverse relationship bctween apo(a) size and Lp(a) con­
ccntration is not linear, thus suggcsting thc existing of a functional diversity among 
apo(a) isofonns. lndccd, sorne plasmas with a high Lp(a) conccntration may fail to 
induce a decrease in fibrinolysis.4~.The qucstion remains as to whcther short apo(a) 
isoforms are per sean atherothrombotic risk factor, especially when associated with 
high Lp(a) plasma conccntration. Recen! experimental and clinical cvidcnce provide 
argumcnts that favor this hypolhcsis. 
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Since the atherogenic potential of Lp(a) is relatcd to the lysine binding propertics 
conferred by the kringle 4 repcats of apo(a), we have explored the possibility that 
Lp(a) phenotypcs may ha ve different functional properties with regard to their aflin­
ity for fibrin. We demonstrated that Lp(a) particles purified from homozygous sub­
jects containing a single, distinct isoform of apo(a) display different antilibrinolytic 
effect and that lhis heterogeneily is related lo apo(a) size polymorphism. lsoforms of 
low molecular mass showcd the highesl aflinity far librin (sce FIGURE 7). This find­
ing suggests lhat thc variable number of kringles in apo(a) influence its ability to 
bind to librin.67 In heterozygous subjects, representing more than 94% of lhe popu­
lation,62 differcnces in aflinity far librin of each of the Lp(a) particles have beeen 
demonstrated. 13 Under these conditions, the net antilibrinolytic effect of Lp(a) is a 
function of the aflinity of each of the Lp(a) isofarms and of their concentra1ion rel­
ative lo each other and to plasminogcn. 12 This mcchanism is in agrcement with lhe 
emergencc of low molecular wcight apo(a) phcnotypes as a leading risk condition of 
advanccd stcnotic atherosclerosis.68 

Our lindings of an inverse rclationship bctween isoform size and aflinity far librin 
support thc hypothesis that the real risk factor is the Lp(a) pop11/ation with high 
affinity for jibrin. According to this concept sorne Lp(a) phenotypes might foil to be 
related to atherogenesis and, therefore, some individuals with high Lp(a) would not 

2500 

~ • 
2000 • • •• e • • •• e: o • "' • o 1500 ~ • • • cu o • u 

e: • • • "' -e 1000 • o • o • • en 
..o • • o Control et .. • • 500 • • Apo(a) 26K 

iii • • • Apo(a) 20K 
lit a• • Apo(a) 

•-LLI 1 • • 14K 
o 

' o 10 20 30 40 50 

Temps (min) 

FIGURE 7. Inhibition of the formation of plasmin on fibrin by different Lp(a) iso­
forms. Plasminogen was aelivated by fibrin-bound t-PA in the prcsence of O or 300 nmol/L 
of disctinct Lp(a) particles containing cithcr 26, 20, or 14 kringlcs. Chromogenic substralc 
detection of thc amidolylic activity of plasmin is expresscd by thc changc in absorbancc al 
405 nm as a function of time. The nmount of plnsmin formed was lowcr in the prcsencc of 
apo(a) isoforms contnining 14 nnd 20 kringles as indicated by lower initial velocities 
(l>A~05tmin). 
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he at risk of coronary hearl discase. Taken altogcthcr, thcsc results suggest that, 
besides the quanlitative factor, an important qualitalive effect must be considered in 
lhe atherothrombogenic role of Lp(a). This new concept about thc functional hcter­
ogeneity of Lp(a) adds a new dimension to the evaluation of tite predictive value of 
Lp(a) as a risk factor far cardiovascular diseasc. 

CONCLUSION 

The similarity between plasminogen and apolipoprotein (a) allows different 
apo(a) isofarms to compete witlt plasminogen far fibrin affinity siles. The affinity of 
cach isofarm depends on its size and its plasma concentration.19,47•67 lndeed, we 
have clearly shown tita! thc influence of Lp(a) on fibrinolysis depends on the ltigh 
affinity of small apo(a) isofarms far fibrin and on their concentration relative to plas­
minogen. Lp(a) particles conlaining low molecular weight apo(a) isofarms ltave the 
most profaund influence on fibrinolysis by acting as a prominent competitive antag­
onist of plasminogen. As a result, tite plasmin farmcd at the surface of fibrin may 
also vary with modifications of tite conccntration of Lp(a) in vil'0.60 An antifibrin­
olytic mccltanism may therefore explain tite patltophysiological cffccts of Lp(a) by 
relating both high concentrations of Lp(a) and small apo(a) isofonns. Tltis mcclta­
nism is in agreemcnt with tite emergence of low molecular weigltt apo(a) pltenotypes 
as a leading risk condition of advanccd stcnotic athcrosclcrosis.68 Tltcse data indi­
cate that, to evaluate thc potcntial risk associatcd witlt Lp(a) lcvels in hctcrozygous 
subjects, it is tite relative concentration of the Lp(a) subpopulation ltaving an apo(a) 
isofarm with the highest affinity far fibrin and not the absolute Lp(a) concentration 
tita! sltould be considcrcd 
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