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Niveles de fosfolipasa A2 asociada a
lipoproteina en sujetos sin enfermedad
coronaria con riesgo cardiovascular
variable
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TERESA QUIROGA®, CAROLINA PRIETO*, JACQUELINE PARADA,
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Association of lipoprotein-associated
phospholipase activity A2 with cardiovascular
risk factors

Background: Lipoprotein-associated phospholipase A2 (Lp-PLA2) is an in-
flammatory biomarker involved in atherosclerosis and directly associated with
cardiovascular events. Aim: To determine Lp-PLA2 levels in asymptomatic subjects
with differing cardiovascular risk. Material and Methods: We studied 152 subjects
aged 46 £ 11 years (69 women). We recorded traditional cardiovascular risk factors,
creatinine, ultrasensitive C-reactive protein, fibrinogen, fasting lipids, blood sugar
and activity levels of Lp-PLA2. Cardiovascular risk was classified according to the
number of risk factors of each subject (0, 1-2 or > 3 risk factors). Besides, we calculated
global Framingham risk score. Results: The average Framingham score of participants
was 6%. Twenty percent of participants had no risk factors, 46% had 1 or 2 and
34% had > 3. Mean Lp-PLA2 levels were 185 + 48 nmol/ml/min (201 + 49 in men
and 166 * 38 in women). Lp-PLA2 correlated significantly (p < 0,05 for all) with
non-HDL cholesterol, LDL, HDL, creatinine, waist circumference, body mass index
and Framingham risk score. There was no correlation with blood sugar, C-reactive
protein, fibrinogen or smoking status. Lp-PLA2 levels were significantly higher ac-
cording to the number of risk factors: 0 factors: 163 + 43, 1-2 factors: 185 + 45 and
> 3 factors: 201 £ 47 nmol/ml/min, respectively. Linear regression analysis showed
that the best predictor of Lp-PLA2 was non-HDL cholesterol (8 = 0,74; p < 0,0001).
Conclusions: Lp-PLA2 activity increased along with the number of cardiovascular
risk factors and was correlated mainly with non —HDL cholesterol.

(Rev Med Chile 2013; 141: 1382-1388)
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pesar del progreso en el tratamiento de
Ala enfermedad cardiovascular (CV) ate-
roesclerdtica, esta sigue siendo la princi-
pal causa de morbi-mortalidad en Chile y en el

mundo’. Esto puede deberse, tanto a la importante
prevalencia de factores de riesgo CV tradicionales,
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como a otros factores involucrados en el proceso
aterogénico. Hoy se sabe que la ateroesclerosis es
una enfermedad inflamatoria®.

Existen numerosos factores inflamatorios que
intervienen en la aterogénesis®. Un ejemplo es la
proteina C-reactiva ultrasensible (PCRus), mar-
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cador de riesgo CV que predice eventos y que es
aceptada como biomarcador en la evaluacién del
riesgo en sujetos asintomaticos®.

Sin embargo, identificar la via de inflamacion
especifica para la ateroesclerosis sigue siendo
un desafio. La fosfolipasa-A2 asociada a lipo-
proteina (Lp-PLA2) ha sido identificada como
un biomarcador inflamatorio, probablemente
involucrado en la patogenia de la aterosclerosis’.
Estudios epidemioldgicos han demostrado una
asociacidn positiva entre enfermedad coronaria
y concentraciéon de Lp-PLA2%’. Se ha reportado
que la Lp-PLA2 puede contribuir a la aterogénesis
al promover el proceso inflamatorio y oxidativo
en la intima, y que se asocia, fundamentalmente,
a factores lipidicos. A diferencia de la PCRus, la
Lp-PLA2 es producida en los macréfagos en la
pared arterial, y por ello, algunos investigadores
creen que es mds especifica para lo vascular que
otros marcadores inflamatorios.

A pesar de esta informacién, son escasos los re-
portes sobre las asociaciones de este biomarcador
con los factores de riesgo tradicionales y PCRus
en poblaciones distintas a las norteamericanas, y
no existen estudios en sujetos sanos que describan
c6mo se comporta este marcador en sujetos con
distinto riesgo CV. En nuestra region, no existen
reportes al respecto.

El objetivo de este estudio fue determinar los
niveles de actividad de Lp-PLA2 en un grupo de
sujetos sin enfermedad ateroesclerdtica, pero con
riesgo CV variable.

Material y Métodos

Sujetos y muestreo
Estudio descriptivo de corte transversal en 152
individuos (69 mujeres), sin antecedente de en-
fermedad aterosclerdtica, con riesgo CV variable,
reclutados en dos centros de cardiologia de Santia-
go urbano, entre octubre de 2011 y junio de 2012.
El reclutamiento fue realizado por invitacién
verbal y muestreo de “bola de nieve”, considerando
los siguientes criterios de inclusién y exclusiéon:
- Criterios de inclusiéon: Adultos de 18 a 70 anos
sin antecedente de enfermedad aterosclerética.
- Criterios de exclusiéon: Tratamiento hipolipe-
miante (estatinas, ezetimibe, fibratos, acido
nicotinico, Omega 3), anticonceptivos orales
o terapia de reemplazo hormonal, ingesta

Rev Med Chile 2013; 141: 1382-1388

crénica de antiinflamatorios (esteroidal o no
esteroidal), enfermedades inflamatorias croni-
cas y embarazo.

Recoleccién de datos

Todos los sujetos asistieron a una evaluacion,
en la que se realiz6 una entrevista sobre antece-
dentes demogrificos, educacionales y médicos.
Ademads se midi6: peso, talla e indice de masa
corporal (IMC), perimetro de cintura y cadera y
presion arterial sistdlica y diastélica segin reco-
mendaciones internacionales'.

Se calculé puntaje global de Framingham!!,
como riesgo de infarto o muerte a 10 afnos.

Mediciones de laboratorio

Se tom6 una muestra de sangre venosa, con
ayuno de 12 h para los siguientes exdmenes: Lp-
PLA2, perfil lipidico, glicemia, creatinina plasmd-
tica, PCRus y fibrindgeno.

Medicién de Lp-PLA2

Las muestras para actividad de Lp-PLA2 fue-
ron almacenadas y congeladas bajo 70°C. Previo al
andlisis de estas muestras, se realizé determinacidon
de la precisién y veracidad y comparabilidad del
examen a nivel local por test enzimatico, y se rea-
liz6 curva de calibracién, la cual fue enviada a la
central internacional para aprobacién. Posterior
a esto se realizé el andlisis de las muestras de los
sujetos en estudio, por método enzimdtico (Dia-
dexus®, USA).

Definiciones

Se considerd hipertenso a todo sujeto con diag-
noéstico médico, con tratamiento farmacolégicoy,
aaquellos con promedio de tres mediciones en re-
poso > 140/90 mmHg. Se considerd dislipidémico
atodo sujeto con LDL > 130 mg/dlo HDL <40 en
hombres o < 50 mg/dl en mujeres o colesterol no-
HDL > 160 mg/dl en el examen de laboratorio. Se
considerd diabético a aquel sujeto con diagndstico
médico de diabetes, con o sin tratamiento farma-
coldgico o a aquel sujeto diagnosticado durante
la evaluacién por presentar glicemia > 126 mg/
dl, segtin el criterio de la Asociacién Americana
de Diabetes (ADA). Se consideré tabaquismo po-
sitivo el fumar mds de 1 cigarrillo al dia durante
el dltimo mes.

El riesgo CV se determiné de acuerdo al nd-
mero de factores de riesgo, considerando los si-
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guientes: a) dislipidemia; b) diabetes; ¢) obesidad;
d) hipertensién arterial; e) tabaquismo e f) historia
familiar de cardiopatia coronaria. Asi, se clasificé
a los sujetos en 3 grupos, de acuerdo al nimero
de factores de riesgo (FR) que presentaran: 0 FR,
162 FRy3o0masFR.

Andlisis estadistico

El tamafio muestral fue calculado para obtener
una potencia de 80% con un nivel de significancia
de 0,05 y detectar una diferencia entre los valores
de Lp-PLA2 de sujetos sin factores de riesgo y
sujetos con 3 o mads factores, igual o mayor a 60
nmol/ml/min, asumiendo una desviacién estindar
de 64 nmol/ml/min y una tasa de abandono de
10%. Los resultados se expresan como promedio
+ desviacion estdndar. Las comparaciones se
basan en andlisis de varianza (ANOVA), modelos
de regresion lineal y prueba exacta de Fisher para
tablas de contingencia. Los valores de correlacién
corresponden a correlaciones parciales (ajustada
por edad y sexo). La PCRus se considerd en escala
logaritmica para las comparaciones en ANOVA y
modelos de regresion, debido a su distribucién
fuertemente asimétrica, aunque los valores se

expresan en escala lineal. La seleccién de mode-
los de regresion lineal se hizo con la ayuda de un
procedimiento escalonado, basado en el criterio
de informacion de Akaike.

Para todo el analisis estadistico se ocup soft-
ware R 2.14.

Aspectos éticos

El protocolo de investigacion fue aprobado
por los comités de ética de ambas instituciones y
todos los participantes firmaron el consentimiento
informado del estudio.

Resultados

La Tabla 1 muestra datos demograficos, pre-
valencia de FR tradicionales y valores promedios
de Lp-PLA2, PCRus, creatinina y puntaje de Fra-
mingham en la muestra total y dividida por sexo.

En general, la muestra era joven, con elevada
prevalencia de dislipidemia, hipertensioén y so-
brepeso/obesidad. No se encontraron diferencias
significativas en los factores de riesgo tradicionales
estudiados entre hombres y mujeres.

Tabla 1. Prevalencia de factores de riesgo cardiovascular, niveles de fosfolipasa-A2 asociada a
lipoproteina, proteina C-reactiva ultrasensible, creatinina y puntaje global de Framingham de los
sujetos, separados por sexo. Valores expresados como promedio + desviacion estandar o porcentaje

Total
(n = 152)
Edad (afos) 45 + 11
Anos de estudio (anos) 133
Dislipidemia (%) 62
Hipertension (%) 30
Tabaquismo (%) 31
Diabetes (%) 5
Sedentarismo (%) 78
Sobrepeso (%) 37
Obesidad (%) 33
Historia familiar (%) 13
Lp-PLA2 (nmol/ml/min) 185 + 48
PCRus (mg/L) 2,1 +2.2
Creatinina (mg/dl) 0,8+0,2
Puntaje de Framingham (%) 6+6

Hombres Mujeres p
(n = 83) (n = 69)
45 = 11 47 £ 11 NS
14«2 13+£4 NS
68 55 NS
31 29 NS
31 30 NS
7 3 NS
76 80 NS
41 33 NS
34 32 NS
10 16 NS
201 = 49 166 + 38 < 0,0001
2,2 +272 2+2.2 NS
0,9 =0,1 0,7 =0,1 < 0,0001
9+7 4+3 < 0,0001

Lp-PLA2: fosfolipasa A2 asociada a lipoproteina; PCRus: Proteina C-Reactiva ultrasensible.
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Tabla 2. Coeficientes de correlacion parcial
(ajustado por edad y sexo) de fosfolipasa-A2
asociada a lipoproteina con variables
demograficas, lipidicas, proteina C-reactiva
ultrasensible y fibrinbgeno

Variable Coeficiente P
de correlacion
Edad -0,13 NS
Afos de educacion -0,08 NS
IMC 0,23 < 0,01
Cintura 0,23 < 0,01
Glicemia* 0,21 < 0.04
Presion arterial sistélica 0,00 NS
Presion arterial diastolica 0,06 NS
LDL 0,67 < 0,001
HDL -0,35 < 0,001
No-HDL 0,68 < 0,001
PCRus -0,04 NS
Fibrinégeno 0,12 NS
Creatinina 0,15 NS

IMC: indice de masa corporal; PCRus: proteina C-reactiva
ultrasensible. *Se excluyeron los pacientes diabéticos (n = 7).
NS = p > 0,05.

-
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Niamero de Factores de Riesgo

Figura 1. Niveles de actividad de fosfolipasa-A2 asociada
a lipoproteina, de acuerdo al numero de factores de riesgo
tradicionales (Boxplots).
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La PCRus promedio de la muestra fuede 2,1 £
2,2 mg/L, sin diferencias significativas por sexo. La
creatinina promedio fue de 0,8 = 0,2 mg/dl, con di-
ferencia significativa entre hombres y mujeres (0,9
versus 0,7 mg/dL, respectivamente). El puntaje de
Framingham promedio de la muestra fue de 6
6% (riesgo bajo a intermedio a 10 afios), y como
era esperable, mostré diferencias significativas
entre hombres (9%) y mujeres (4%) (Tabla 1).

La actividad promedio de Lp-PLA2 en la
muestra total fue de 185 *+ 48 nmol/ml/min,
encontrandose una diferencia significativa entre
hombres y mujeres: 201 versus 166 nmol/ml/min,
respectivamente (Tabla 1).

La Lp-PLA2 se correlacion6 en forma directa 'y
significativa con IMC, cintura, glicemia (excluidos
los diabéticos) y colesterol LDL y colesterol No-
HDL (ajustado por sexo y edad). El colesterol HDL
se correlacioné en forma inversa con Lp-PLA2. No
se demostro correlacién significativa de Lp-PLA2
con glicemia, presion arterial sistolica, diast6lica,
tabaquismo, PCRus ni fibrinégeno (Tabla 2).

Para analizar los niveles de Lp-PLA2 de acuer-
do al riesgo CV, se dividi6 a los sujetos segtn el
numero de FR presentes. La prevalencia de los FR
incluidos en este andlisis fue: 62% dislipidemia,
33% obesidad, 31% tabaquismo, 30% hiperten-
sién, 139% historia familiar de cardiopatia corona-
riay 5% diabetes. Asi, 20% de la muestra total tenia
0 FR,46% tenia 1 6 2 FRy 34% > 3 FR. Los niveles
de Lp-PLA2 aumentaron en forma significativa
(p <0,001) segun el numero de FR (Figura 1). Al
separar la muestra segun sexo, 23% de las mujeres
tenia 0 FR, 47% tenia 1 6 2 y 30% tenia 3 o mas
FR. En hombres, 17% tenia 0 FR, 45% tenia 1 6 2
y 38% tenia 3 o mas FR. Tanto en mujeres como
hombres, los niveles de Lp-PLA2 aumentaron en
forma significativa (p < 0,001) segin el numero
de FR presentes (Tabla 3).

En el andlisis de regresion lineal (R2 = 0,47;
p <0,0001), el mejor predictor de Lp-PLA2 fue el
colesterol no-HDL (P = 0,74; p < 0,0001).

Discusiéon

En este estudio, en poblacién sin enfermedad
ateroesclerdtica, con riesgo CV variable, se de-
mostrd que los niveles de Lp-PLA2 aumentaron
en forma significativa con el namero de FR. Los
niveles de Lp-PLA2 se correlacionaron con factores
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Tabla 3. Niveles de actividad promedio de fosfolipasa-A2 asociada a lipoproteina segiin nimero de
factores de riesgo tradicionales en la muestra total y segun género (factores de riesgo considerados:
a) dislipidemia; b) diabetes con o sin tratamiento; c) obesidad; d) hipertension arterial con o sin
tratamiento; e) tabaquismo actual positivo y f) historia familiar de cardiopatia coronaria precoz)

Niveles de Lp-PLA2 0
(nmol/ml/min) Factor de Riesgo
Total (n = 152) 163 + 43
Hombres (n = 53) 184 + 42
Mujeres (n = 69) 145 = 36

Lp-PLA2: Fosfolipasa asociada a lipoproteina A2.

lipidicos, pero no con glicemia, tabaquismo ni
PCRus. Estos hallazgos confirman lo reportado
en la literatura y sugieren que la Lp-PLA2 podria
usarse como un marcador de riesgo CV indepen-
diente de otros factores, y ser un marcador de
agregacion de FR.

Es ampliamente aceptado que la aterosclerosis
es una enfermedad inflamatoria®. Estudios basicos
y clinicos han demostrado que la inflamacién se
asocia causalmente a la enfermedad aterosclerética
y predice eventos CV. Actualmente, la Asociacién
Americana del Corazén y el Colegio Americano de
Cardiologia aceptan la determinacién de PCRus
en la evaluacién del riesgo CV en individuos
asintomaticos®. Pero, existen también otros bio-
marcadores inflamatorios que podrian ser incluso
mds importantes en la fisiopatologia de ésta, como
la Lp-PLA2.

La Lp-PLA2 es una enzima producida por
macro6fagos, que se une a LDL. Se localiza en el
centro necrético de la placa aterosclerdtica y actua
hidrolizando los fosfolipidos de la LDL oxidada,
dando origen a dcidos grasos oxidados y lisofosfa-
tidilcolina, agentes proinflamatorios y oxidativos
potentes a nivel intimal.

Numerosos estudios han relacionado los nive-
les de Lp-PLA2 con enfermedad coronaria isqué-
mica y cerebrovascular®'>". Asi, en la actualidad
la Lp-PLA2 es considerada un biomarcador que
puede ser usado en la estratificacién del riesgo
CV, al igual que otros marcadores inflamatorios®.

En este estudio demostramos que los niveles
de Lp-PLA2 fueron mayores en hombres que en
mujeres, coincidiendo con la literatura'. Esto ha
sido atribuido a una regulacion hacia abajo (down-
regulation) de la actividad de Lp-PLA2 mediada
por estrégenos’. Sin embargo, también se ha
planteado que puede ser secundario a los niveles
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1-2 3 o mas P
Factores de Riesgo  Factores de Riesgo
185 £ 45 201 =47 < 0,01
197 £ 46 219 = 49 0,04
171 £ 40 176 + 31 0,02

mds bajos de LDL en mujeres, dado que el LDL es
el principal transportador de Lp-PLA2 y donde
esta actiia. Asi, menores niveles de LDL, podrian
traducir una circulacién mds baja de Lp-PLA2 y
niveles mds bajos de sustrato para esta enzima.

La principal asociaciéon de Lp-PLA2 fue con
los factores de riesgo lipidicos, colesterol no-HDL
y LDL. Las correlaciones para ambos marcadores
fueron potentes y semejantes a lo reportado en
la literatura'*'. Cabe destacar que al momento
de reportar nuestros resultados, no encontramos
datos publicados sobre niveles de Lp-PLA2 en po-
blaciones latinoamericanas. Por otra parte, en los
trabajos publicados, muchos sujetos se encontra-
ban tomando estatinas, por lo que las asociaciones
con factores lipidicos, tuvieron que ser ajustadas
por el uso de estos fairmacos. En nuestro estudio
no incluimos sujetos con medicamentos para
bajar el colesterol, por lo que las correlaciones no
debieron ser ajustadas.

Laasociacién de Lp-PLA2 con HDL fue inversa
y de moderada potencia. Esto podria deberse a que
la Lp-PLA2 se encuentra principalmente unida a
LDL (80%),y en menor proporcién a HDL (20%).
La relacién inversa entre HDL y Lp-PLA2 podria
ser de importancia en la fisiopatologia de la ate-
roesclerosis, ya que la enzima podria preservar la
funcionalidad del HDL (ser protectora) y dismi-
nuir el estrés oxidativo, lo que ha sido demostrado
en ratones deficientes en ApoE".

La correlacién positiva encontrada entre Lp-
PLA2 e IMCy cintura, también ha sido confirmada
en algunos trabajos, pero no en la totalidad'®'®.
Fisiopatolégicamente, la relacién entre adiposidad
abdominal y Lp-PLA2 seria esperable, ya que la
enzima es secretada por macréfagos, abundantes
en la grasa visceral. Con respecto a glicemia y
diabetes, los reportes también han estado dividi-

Rev Med Chile 2013; 141: 1382-1388
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dos, con la mayoria de los estudios que muestran
una muy leve relacion de la enzima con diabetes
y resistencia a la insulina. En nuestro estudio, no
medimos resistencia a la insulina. Asimismo, el
bajo ndmero de sujetos diabéticos no nos permitié
un andlisis mds detallado.

La ausencia de correlaciéon de Lp-PLA2 con
PCRus coincide con lo reportado por otros gru-
pos'®. Estos hallazgos sugieren que la enzima actia
en el proceso ateroesclerético por mecanismos
diferentes a la PCRus. De hecho, la Lp-PLA2 es
un marcador mas especifico de inflamacién local,
lo que es avalado por las altas concentraciones de
la enzima en la placa ateroesclerética. Esta hip6-
tesis se apoya en hallazgos reportados por otros
investigadores®'*** que muestran que la Lp-PLA2
predice eventos CV incluso en modelos ajustados
por PCRus y FR tradicionales.

Discusion aparte merece la relacion de la edad
y Lp-PLA2. Nuestros hallazgos no coinciden con
la mayoria de los estudios, que han reportado
una correlacién directa, aunque discreta. En la
correlacidén cruda, encontramos una correlacién
inversa, débil y marginalmente significativa, entre
Lp-PLA2 yedad (r =-0,16, p = 0,04). Esto podria
estar influido por los niveles de LDL en sujetos
mayores: en nuestra poblacidn, el nivel de LDL es
menor en los sujetos mayores de 45 afos (datos
no mostrados). Como Lp-PLA2 actia sobre LDL,
al haber menos LDL disponible, habria menos Lp-
PLA2 circulante. La correlacién entre Lp-PLA2 y
edad desaparece al ajustar por sexo y LDL. Estos
hallazgos enfatizan el mensaje que Lp-PLA2 estd
estrechamente relacionada al LDL.

El riesgo CV aumenta segtin el nimero de
FR"2%, Por ello, quisimos determinar si los niveles
de Lp-PLA2 se relacionaban a la agregacion de
FR. Este concepto es muy importante, ya que el
riesgo CV en algunos grupos poblacionales, como
mujeresy jovenes, es subestimado por los puntajes
tradicionales. Los FR no tradicionales han sido
valiosos para mejorar la prediccion de riesgo CV
en estos grupos. Como se ve en la Tabla 3 y Figura
1,los niveles de actividad de Lp-PLA2 aumentaron
en forma significativa segin la agregacion de FR.
Esto se demostr6 en ambos, hombres y mujeres.
Desde el punto de vista clinico, este comporta-
miento es interesante, ya que pese a que Lp-PLA2
no se asocia a todos los FR, como se ve en este
estudio, su actividad se eleva en aquellos sujetos
con mayor agregacion de FR. Esto sugeriria que
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existen vias fisiopatoldgicas en las cuales actua
Lp-PLA2 que atn no conocemos, que podrian
relacionar este marcador con los FR no lipidicos.
Sin embargo, la real utilidad de estos hallazgos,
deberd demostrarse en estudios prospectivos, en
que se evalue la utilidad de este biomarcador por
sobre los FR tradicionales.

Este estudio tiene limitaciones: 1) Es un estu-
dio de corte transversal, por lo que no se puede
hacer inferencias de causalidad; 2) La muestra es
pequefia y no aleatoria; 3) No incluimos mode-
lo de determinacién de la homeostasis (test de
HOMA), que podria haber afinado la relacién
entre glicemia, resistencia insulinica, diabetes y
Lp-PLA2; 4) Sélo determinamos actividad de
Lp-PLA2 y no masa. Esta decisién estuvo sujeta a
la disponibilidad de la determinacién de labora-
torio en nuestro pais, no obstante la medicién de
actividad de LP-PLA2 es la técnica mas utilizada
en la actualidad a nivel internacional”.

Entre las fortalezas de este estudio, estdn el
diseno, en una poblacién nativa en cuanto a
tratamientos farmacoldgicos y la validacion de la
técnica de laboratorio de Lp-PLA2 en Chile. Otras
han sido nombradas en la discusion.

Agradecimientos: A la empresa Microbac
Ltda., (http://www.microbac.cl)/ representante
en Chile de Diadexus, Inc., por haber provisto los
kits necesarios para la determinacién de actividad
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