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RESUMO

Introducdo: A lipoprotein-associated phospholipase A2 (Lp-PLA2) é um marcador
inflamatdrio especifico para o endotélio vascular, envolvido no processo de formacdo e
destabilizacdo da placa aterosclerdtica que estd na origem de sindromes coronarios agudos
(SCA). O objetivo deste trabalho é estabelecer uma relacéo entre os niveis plasmaticos de Lp-
PLA2 e a existéncia de maior ou menor instabilidade de placa, atravées do modo de
apresentacdo clinica do SCA.

Populacdo e métodos: Estudo retrospectivo de 55 doentes diagnosticados com SCA. A
admissdo da unidade de cuidados intensivos coronarios foi colhido sangue venoso onde foi
doseado Lp-PLA2. Os doentes foram divididos em 2 grupos consoante o valor da Lp-PLAZ2 se
encontrava acima ou abaixo da mediana da populacdo e posteriormente comparados com
dados demograficos, fatores de risco cardiovasculares, parametros clinicos e laboratoriais e
mortalidade e correlacionada com scores de estratificacdo de risco.

Resultados: Os doentes com enfarte agudo do miocardio com supradesnivelamento ST
(STEMI) apresentavam valores de Lp-PLA2 mais elevados que doentes com SCA sem
elevacdo do segmento ST (NSTE-ACS) (184 £ 64 vs. 151 + 45 ng/mL, p = 0,017). Ndo foram
encontradas associacOes estatisticamente significativas com os scores de estratificacdo de
risco TIMI, GRACE e CHADS-VASc.

Conclus6es: Valores mais elevados de Lp-PLAZ2 estdo associados a uma maior proporgéo de
STEMI quando comparados com NSTE-ACS, refletindo a maior instabilidade de placa e

maior carga trombdtica deste tipo especifico de SCA.

Palavras-chave: Lp-PLAZ2; Aterosclerose; SCA; STEMI



ABSTRACT

Background: Lipoprotein-associated phospholipase A2 (Lp-PLA2) is a vascular-specific
inflammatory marker, involved in the formation and destabilization of atherosclerotic plaques,
which represent the main cause of acute coronary syndromes (ACS). This study aims to
establish an association between plasmatic levels of Lp-PLA2, plaque instability and
thrombus burden, namely to understand if there is an interaction with the type of ACS.
Methods: We conducted a retrospective study of 55 subjects diagnosed with ACS. On
coronary care unit admission, venous blood samples were obtained to assess the plasma
concentration of Lp-PLAZ2. Subjects were divided in 2 groups based on Lp-PLAZ2 levels above
or below the population median. Later on, those 2 groups were compared between them based
on demographics, cardiovascular risk factors, clinical and laboratorial parameters and
mortality. We also correlated Lp-PLA2 with risk stratification scores (GRACE, TIMI and
CHADS-Vasc).

Results: Subjects with ST-elevation myocardial infarction (STEMI) had higher levels of Lp-
PLAZ2 than subjects with non-ST-elevation acute coronary syndrome (NSTE-ACS) (184 £ 64
vs. 151 + 45 ng/mL, p = 0,017). No significant statistical association was found with risk
stratification scores.

Conclusion: Higher levels of Lp-PLA2 were associated with STEMI when compared to
NSTE-ACS, reflecting the increased plaque instability and higher thrombus burden of that

clinical situation.

Keywords: Lp-PLA2; Atherosclerosis; ACS; STEMI



INTRODUCAO

As doencas cardiovasculares constituem a principal causa de mortalidade e morbilidade
em todo o mundo e uma das suas manifestaces mais graves, o enfarte agudo do miocardio,
continua a ter um valor significativo de mortalidade associada, apesar de nos Gltimos anos se
ter vindo a verificar uma melhoria no seu progndstico, gracas a avancos na conduta
diagndstica e terapéutica antes, durante e apds o diagndstico.*

De modo a reduzir a probabilidade de ocorréncia de eventos corondrios, a estratificacao
de risco é fundamental para identificar os doentes com risco mais elevado e que portanto
devem ser submetidos a vigilancia mais apertada e terapéuticas mais agressivas. Esta
estratificacdo é feita com base em scores derivados de dados clinicos e laboratoriais. E por
isso importante encontrar métodos de estratificacdo cada vez mais fidveis e assim melhorar
cada vez mais 0 prognostico associado. Muitos destes novos métodos incluem biomarcadores
séricos, como a troponina ou a proteina C reactiva. No entanto, e apesar de progressivamente
mais especificos e sensiveis, estes scores ainda tém limitacdes.?

A lipoprotein-associated phospholipase A2 (Lp-PLA2) é uma enzima produzida por
células inflamatorias na prépria placa de ateroma e portanto considerada especifica para o
endotélio vascular. Esta associada ao processo de aterosclerose e a sua progressdo para 0O
desenvolvimento de doencas cardiovasculares ao atuar na hidrolisacdo dos fosfolipidos com
consequente formacdo de substdncias pro-inflamatérias que contribuem para a disfuncéo
endotelial e instabilidade da placa.®

Vaérios estudos sugerem a utilidade do doseamento plasmatico da Lp-PLA2 na previsdo
de desenvolvimento, diagndstico precoce e avaliacdo da progressdo de doenca coronaria.” *®
No entanto, o papel exato da Lp-PLA2 na estratificacdo de risco e a associacdo entre 0s seus

valores plasméticos e carga trombética mantém-se pouco esclarecido.? ¥



Neste trabalho, dosedAmos os niveis plasmaticos de Lp-PLA2 em doentes com sindrome
coronario agudo (SCA), incluindo enfarte agudo do miocardio com supradesnivelamento do
segmento ST (STEMI) e sindrome coronario agudo sem supradesnivelamento do segmento
ST (NSTE-ACS), a procuramos determinar se existe uma associacao entre doentes com maior
instabilidade de placa e carga trombotica (STEMI) e doentes com menor instabilidade de
placa e carga trombotica (NSTE-ACS); adicionalmente, testdimos o seu potencial na

estratificacdo de risco a curto prazo.



POPULACAO E METODOS
Amostra

Trata-se de um estudo observacional, longitudinal, retrospetivo de 55 doentes admitidos
consecutivamente numa mesma unidade de cuidados intensivos cardiacos, com o diagnostico
de SCA. A colheita de dados foi realizada atraves da consulta de uma base de dados
completamente anonimizada, tendo-se obtido informacdo relativa a dados demograficos,
fatores de risco cardiovasculares, parametros clinicos, laboratoriais e mortalidade, colhidos
aquando do internamento dos doentes.

Os critérios de diagndstico utilizados para EAM foram os estabelecidos pela Sociedade
Europeia de Cardiologia. Desta forma, foi considerado STEMI quando existia elevacdo dos
valores séricos de marcadores de necrose miocardica (troponinas de alta sensibilidade), com
pelo menos um dos valores superior ao percentil 99 do limite superior de referéncia, associada
a sintomas de isquémia e/ou elevacdo do segmento ST persistente no eletrocardiograma
(ECG) em pelo menos duas derivaces contiguas;* e NSTE-ACS com a presenca de sintomas
de isquémia persistentes associada a ECG normal ou com alteracdes que ndo a auséncia de
elevacdo persistente do segmento ST (infradesnivelamento ST, supradesnivelamento ST
transitdrio ou alteracbes da onda T), com ou sem elevacdo dos valores séricos de marcadores

de necrose miocardica.*

Doseamento de Lp-PLA2

Por protocolo, todos os doentes colhem sangue na unidade a admissao a partir do servico
de urgéncia. A Lp-PLAZ2 faz parte deste protocolo de rotina e foi doseada na primeira amostra
de sangue venoso colhida através do método de imunoensaio por quimioluminescéncia
automatizado (CLIA), da Shenzhen New Industries Biomedical Engeneering, Co Ltd, de

Shenzhen, China. Os resultados foram expressos em ng/mL. Criaram-se dois grupos de



doentes, relativamente aos niveis de Lp-PLA2, acima e abaixo da mediana do valor na
populacdo (161 ng/mL), e compararam-se as varias variaveis relativamente aos grupos acima
descritos. Adicionalmente, correlacionaram-se o0s niveis de Lp-PLA2 de forma continua com
o0s scores de estratificacdo de risco utilizando regressao linear. Os scores estudados foram os
scores GRACE, TIMI e CHADS-Vasc. Este ultimo, ndo sendo um score desenvolvido para 0s

SCA, tem demonstrado também valor preditivo nesta situacéo clinica.

Analise estatistica

As variaveis continuas foram apresentadas em valores médios + desvio-padréo e utilizado
0 teste t de Student para analise comparativa dos dois grupos. As variaveis categéricas foram
expressas em frequéncia absoluta e percentagem, tendo sido analisadas através do teste do y2
ou do teste exacto de Fisher, quando apropriado. Utilizou-se regressdo linear para
correlacionar os valores de Lp-PLA2 com os scores de risco. Quando necessario, procedeu-se
a normalizacdo das variaveis com recurso a transformacdo. Para todos os testes estatisticos

um valor p <0,05 foi considerado estatisticamente significativo.



RESULTADOS

Foram incluidos 55 doentes com sindrome coronaria aguda (29% mulheres). Os doentes
com niveis de Lp-PLA2 acima da mediana eram mais jovens, tinham melhor funcéo renal
(figura 2), niveis mais baixos de creatinina, colesterol mais alto, menor prevaléncia de
diabetes mellitus tipo 2, hipertensdo arterial e dislipidémia mas maior prevaléncia de
tabagismo. No tocante ao diagnostico, a propor¢cdo de doentes com STEMI foi maior nos
doentes com niveis mais elevados de Lp-PLA2 (tabela 1). Nos doentes com STEMI, o nivel

de Lp-PLAZ2 foi superior (184 + 64 vs. 151 + 45 ng/mL, p = 0,017) (figura 1).



Tabela 1 — Caracterizacdo da populacdo em estudo, estratificada por niveis de PLA2, acima e
abaixo da mediana.

TOTAL <P50 > P50 Valor de p
DADOS DEMOGRAFICOS
Idade média (anos) 65,0 + 14,1 715+23 59,7+25 0,0006
Sexo feminino (%) 29% 33% 24% 0,458

FATORES DE RISCO CARDIOVASCULARES (%)

DM 32,7 42,3 24,4 0,152
HTA 76,4 84,6 68,9 0,173
Dislipidémia 65,5 73,1 58,6 0,268
Tabagismo 41,0 30,8 51,8 0,116

PARAMETROS LABORATORIAIS

Lp-PLA2 168 + 58 1220+53  210,8+83 < 0,001
Cr (mg/dL) 13+13 1,70+£0,36 0,98+ 0,07 0,022
Hb (mg/dL) 132+1,9 122+04  141+021 < 0,001
LDL (mg/dL) 118 + 39 104+59 130 +8 0,007
HDL (mg/dL) 39+1,0 40,9 £ 2,2 375+1,7 0,109
TG (mg/dL) 151 + 92 1547+23  144+114 0,027
CT (mg/dL) 173 + 49 158 + 7,6 186 + 41 0,016
PCRhs (mg/dL) 4,664 54+15 39+0,9 0,200

DIAGNOSTICO A ADMISSAQO (%)
STEMI 53 38 66 0,045

Lp-PLAZ2: lipoprotein-associated phospholipase A2; Cr: Creatinina; Hb: Hemoglobina; LDL: lipoproteinas de
baixa densidade; HDL.: lipoproteinas de alta densidade; TG: triglicerideos; CT: colesterol total; PCRhs: proteina
C reativa de alta sensibilidade; STEMI: enfarte agudo do miocardio com supradesnivelamento do segmento ST;
NSTE-ACS: sindrome coronario agudo sem supradesnivelamente do segmento ST; DM: Diabetes Mellitus;
HTA: Hipertensdo arterial
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Relativamente a relacéo entre os niveis de Lp-PLA2 e os scores de estratificacdo de risco,
ndo foram encontradas associacOes estatisticamente significativas com o score GRACE (r2 =
0,0588), TIMI (r? = 0,0208) ou CHADS-Vasc (r? = 0,0411). Paradoxalmente, a estimativa da
taxa de filtracdo glomerular pela formula MDRD associou-se de forma significativa ao niveis

de Lp-PLA2 (r? = 0,2247, p < 0,001).
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Figura 1 - Valores de Lp-PLA2 e diagndstico a admissdo. 1 - EAM com supradesnivelamento
do segmento ST; 2 - Sindrome coronario agudo sem supradesnivelamento do segmento ST (P

=0.017).

Estratificamos ainda a populacdo quanto aos limiares anunciados pelo fabricante (abaixo
de 200 ng/mL (n =41, 74,5%); 200-250 ng/mL (n = 12, 21,8%); acima de 250 ng/mL (n = 2,
3,6%). No estrato acima de 250 ng/mL, 100% dos doentes tinham sido internados por
STEMI; no estrato entre 200 e 250 ng/mL, 63% dos doentes tinham esse diagnostico; no

estrato abaixo de 200 ng/mL, apenas 45% tinham o diagndéstico de STEMI.
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Quando avaliamos a relacdo dos niveis séricos a admissdo de Lp-PLA2 e mortalidade, o
reduzido numero de eventos ndo permitiu fazer essa analise (2 mortes em 55 doentes - 3,7%)

(1 abaixo da mediana de Lp-PLAZ2 e outra acima da mediana de Lp-PLAZ2).

300
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Figura 2 - Correlagéo entre a Lp-PLA2 (no eixo do y) e a estimativa da taxa de filtracdo

glomerular pela equacdo MDRD, em mL™.min™.1,73" (no eixo do x) (r* = 0,2247, p < 0,001).
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DISCUSSAO

Neste estudo observamos que valores mais elevados de Lp-PLA2 se encontravam
associados a uma apresentacdo clinica na forma de STEMI. No entanto, ndo se estabeleceu
uma associacao significativa com os scores de estratificacdo de risco. Quanto a mortalidade,
ndo houve um numero suficiente de eventos para estabelecer relacdo com os valores de Lp-
PLA2.

A principal causa de doenca cardiovascular é a aterosclerose - um processo inflamatério
lento e gradual, que decorre ao longo de anos e que leva a perda de elasticidade da parede
arterial devido a formacdo de placas de ateroma no endotélio. Em termos coronarios, pode
manter-se assintomatica ou manifestar-se desde doenca coronaria estavel a eventos agudos
como STEMI ou até morte stbita.*®

O processo de aterogenese inicia-se quando ha lesdo endotelial, favorecida por um nivel
elevado de lipoproteinas ricas em colesterol, como as lipoproteinas de baixa densidade (LDL),
tabagismo e hipertensdo (HTA), que leva a um aumento da permeabilidade da parede arterial,
permitindo a entrada e deposicdo de LDL na tunica intima, onde ird sofrer mecanismos de
oxidacdo. Os mondcitos sdo recrutados por moléculas de adesdo expressas pelas células
endoteliais, migrando para a tGnica intima onde se diferenciam em macrofagos de forma a
fagocitar o LDL oxidado.'* Os macréfagos, ficando saturados de LDL devido ao excesso
acumulado na intima, vdo formar as foam cells. Estas, por sua vez, quando agregadas formam
uma estria lipidica, que ao ser revestida por uma cépsula fibrosa, constitui entdo a placa de
ateroma.™

O processo inflamatorio continuo enfraquece a capsula fibrosa, tornando-a mais
suscetivel a rotura, levando a exposicdo do conteudo da estria lipidica, com propriedades
altamente trombogénicas, ao sangue circulante, ativando os fenomenos de coagulacdo que

levam a formacdo de um trombo, potencialmente obstruindo ainda mais o limen previamente
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estenosado. Se um fragmento do trombo se soltar podera obliterar uma artéria mais pequena
ou outra artéria significativamente estenosada por aterosclerose - levando a oclusdo de uma
artéria corondria, impedindo a correta oxigenacdo das células miocardicas. Dependendo da
duracdo e local desta oclusdo, podera provocar um NSTE-ACS (como angina instavel ou
NSTEMI, caso a ocluséo seja parcial) ou STEMI (caso a oclusdo seja total).*

A Lp-PLA2 é uma enzima produzida por células da prépria placa de ateroma,
nomeadamente macrofagos, linfécitos T e mondcitos, e cerca de 70 a 80% circula ligada ao
LDL. A oxidacdo das moléculas de LDL leva a ativacdo da Lp-PLA2, que ao hidrolisar a
componente fosfolipidica do LDL, gera mediadores inflamatorios como a lisofosfatidilcolina
e acidos gordos livres, que por sua vez vao favorecer uma maior resposta inflamatoria ao
estimular a producdo de citocinas e moléculas de adesdo de leucdcitos. A lisofosfatidilcolina
também tem um efeito de feedback positivo sobre os niveis de Lp-PLA2, gerando assim um
ciclo vicioso de inflamacdo e consequente aterogénese.>

Por ser produzida por células inflamatorias envolvidas no processo de aterosclerose e
estar intimamente relacionada com os fendmenos de formacao, destabilizacdo e rotura da
placa de ateroma, a Lp-PLA2 pode ser considerada um marcador inflamatério especifico do
endotélio vascular.™

No nosso estudo, os doentes com STEMI apresentavam valores mais elevados de Lp-
PLA2 em comparagdo com os doentes com NSTE-ACS, associando-se portanto a uma maior
carga trombotica e instabilidade de placa, tal como ja demonstrado por Dullaart et al em
2013, Chung et al en 2014° e Wu et al em 2016™. A rotura da placa de ateroma poder4 estar
na origem desta elevacdo dos valores plasmaticos ao libertar Lp-PLA2 para a circulacéo
coronéria,** que ocorre de forma mais evidente e extensa nos doentes com STEMI.

Os niveis superiores de Lp-PLA2 neste estudo associavam-se a niveis inferiores de

creatinina. No entanto, uma vez que os valores superiores de Lp-PLA2 correspondiam
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também a doentes mais jovens, 0 mais provavel é tratar-se de uma associacdo por covariancia,

uma vez que € expectavel doentes mais jovens tenham melhor funcdo renal.

Aplicac0es futuras da Lp-PLA2

A Lp-PLA2 ndo sofre alteragcdes com outros processos inflamatorios que nao a
aterosclerose®!*, tornando-a numa anélise laboratorial mais especifica para a doenca
cardiovascular, e portanto com poucos falsos positivos, comparativamente a outros
marcadores de inflamacdo aterosclerdtica, como o doseamento de alta sensibilidade da
proteina C reactiva. Assim, uma vez que valores superiores de Lp-PLA2 poderdo indicar
maior instabilidade da placa, o seu doseamento podera ter potencial na prevencao primaria e
secundaria do SCA de forma a melhorar a identificacdo de doentes com maior risco de
eventos coronarios. Ongen et al em 2016 sugerem ainda o potencial da Lp-PLA2 na
monitorizacao de criancas com hipercolesterolémia para uma identificacdo precoce de lesdes
aterosclerdticas,™ tal como Celik et al em 2015 refere a utilidade do uso da Lp-PLA2 em
jovens adultos que apresentassem fatores de risco CV comuns, mas que se poderdo encontrar
ainda numa fase ainda subclinica da aterosclerose™.

Os dados do nosso estudo sugerem uma relacdo entre a instabilidade de placa (e a sua
consequente rotura) em doentes com STEMI e os niveis de Lp-PLA2. Tal achado podera ter
interesse no diagndstico diferencial de situagdes clinicas estaveis (como angina estavel) e
situacbes em que hd uma maior instabilidade de placa, como nas sindromes coronérios
agudos. Adicionalmente, poderemos especular que as lesdes instaveis poderdo libertar em
maior quantidade Lp-PLA2, pelo que através do recurso a aspiracdo de sangue por
microcatéteres, poderemos averiguar se uma lesdo tem um perfil bioquimico instavel (com
maior concentracdo local de Lp-PLAZ2), comparativamente a outra lesdo com um perfil

bioquimico mais estavel (com uma menor concentracéo local de Lp-PLA2). A correlagdo com
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imagens obtidas por técnicas endovasculares poderd completar esta correlagdo histologica-
bioquimica. Deste modo, uma estratificacdo mais fidedigna permitird uma abordagem
terapéutica mais personalizada, sendo mais agressivos nos doentes com maior instabilidade de
placa, como intensificacdo da terapéutica com estatinas, cuja eficacia ja tinha sido sugerida
por O’Donoghue et al em 2006°. De forma interessante, a utilizagdo de fenofibrato também ja
demonstrou eficacia na diminuigo dos valores de Lp-PLA2.*

Apesar de ndo termos dados que possam sugerir utilidade dos valores de Lp-PLA2 no
prognostico a curto prazo, podera ser utilizado como marcador de progressiva estabilizacdo de
placa apds intervengdes terapéuticas. Woudstra et al num estudo de 2014 refere que valores
de Lp-PLA2 medidos na fase aguda do STEMI ndo tém valor prognostico a curto prazo, no
entanto mais estudos sobre este tema serdo necessarios para clarificar o seu uso neste ambito.’
Por outro lado podera ser Util no seguimento a longo prazo como marcador de progressiva
estabilizacdo de placa apds intervencgdes terapéuticas, como sugerido por T. Dohi et al em
2011 ao demonstrar relacdo entre a diminui¢do do volume da placa e o valor de Lp-PLA2 nos

6 meses que sucediam uma angioplastia apés uma SCA.2

LimitacOes

Uma das principais limitacbes neste estudo é o tamanho reduzido da amostra
populacional. O facto de haver uma s6 medicao de Lp-PLA2 aquando da admissdo na unidade
de cuidados intensivos cardiacos ndo permite avaliar possiveis alteraces significativas que
tenham ocorrido imediatamente antes dos eventos agudos nem avaliar as variagdes decorridas
apos intervencdo por angioplastia. O facto de néo se ter tido em conta a eventual terapéutica
habitual dos doentes previamente ao evento tambem ndo permite saber se existiu interferéncia
nos valores de Lp-PLA2 por influéncia de agentes farmacologicos, como por exemplo,

estatinas.
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Concluséo

O nosso estudo demonstra que Lp-PLA2 estd associada a situacfes clinicas onde a
instabilidade da placa aterosclerética € maior, nomeadamente no paradigma da rotura de
placa, o enfarte agudo do miocardio com supradesnivelamento do segmento ST,
comparativamente com outras situacdes onde essa instabilidade € menor, como a sindrome
coronaria aguda sem supradesnivelamento do segmento ST. Tal particularidade sugere que
valores mais elevados de Lp-PLA2 se associam a uma maior carga tromboética e uma maior
instabilidade de placa, prevendo-se utilidade na discriminagéo de situacdes onde nao é dbvio
que exista instabilidade aguda da placa aterosclerdtica, como por exemplo, no diagnéstico

diferencial entre doenca coronaria aguda e ndo-aguda em doentes com fatores de risco CV.
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