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como marcador sérico de aterosclerosis
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Resumen

La aterosclerosis es una enfermedad inmunoinflamatoria crénica, en la que la inflamacioén y el estrés
oxidativo juegan un papel fundamental. La identificacion de marcadores circulantes para mejorar la
prediccion de eventos cardiovasculares ha sido uno de los esfuerzos en el area de la cardiologia; en este
sentido la fosfolipasa A, asociada a lipoproteina (Lp-PLA;) constituye una molécula que ha emergido como
un marcador especifico de inflamacion vascular. En el presente estudio se evaluaron los niveles séricos
de la Lp-PLA, como marcador de aterosclerosis y su evolucién en el tiempo, en conejos alimentados
con dieta hipercolesterolémica. Para ello, 28 conejos machos Nueva Zelanda fueron divididos en dos
grupos: Gruro 1 (control, n=14): Alimentados con conejarina; Gruro 2: Alimentados con conejarina
suplementada con 0,5% p/p de colesterol (n=14) durante 12 semanas. Se realizaron determinaciones
séricas de triglicéridos, colesterol y sus fracciones, productos que reaccionan con el acido tiobarbiturico
(TBARS), Lp-PLA, y fibrindgeno plasmatico al inicio, 6ta, y 12ma semana de experimentacién. La mitad
de los conejos fueron sacrificados a la 6ta y 12ma semana y se realizé estudio histolégico de su aorta.
Se encontré un aumento de la Lp-PLA, en el grupo 2 desde la 6ta semana de experimentaciéon (p<0,001);
por su parte el fibrindgeno y TBARS se elevo en la 12ma semana (p<0,001) en el grupo 2 con respecto al
grupo control. En conclusién, la Lp-PLA, es un marcador temprano de aterosclerosis, sugiriendo que tanto
la inflamacién como la oxidacion juegan un papel importante en la fisiopatologia de esta enfermedad.
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Abstract

Atherosclerosis is a chronic immune-inflammatory disease. Inflammation and oxidative stress play an
important role during atherosclerosis. The identification of circulating markers has been a greatest effort
in cardiology. The lipoprotein-associated phospholipase A, (Lp-PLA;) is a specific vascular inflammation
marker. The present study we assessed Lp-PLA, serum levels as a possible atherosclerosis marker in rabbits
fed with a high cholesterol diet. 28 New Zealand white male rabbits were randomly divided into two groups,
control group (CG, n=14): Receiving standard diet (commercial rabbit food) and group 2 (G2): Rabbits were
fed a cholesterol diet (0.5% cholesterol) for 12 weeks (n=14). Blood samples of overnight-fasted rabbits
were collected at the begining, sixth and twelfth weeks, and lipid profile, and serum levels of Lp-PLA,,
TBARS and fibrinogen were determined. Half of the animals were sacrificed on sixth or twelfth week, and
the aorta was dissected for histological studies. Our findings demonstrated that the Lp-PLA, levels were
significantly higher in G2 than CG, both on 6th and 12th week (p<0.001). TBARS and fibrinogen were
significantly higher in G2 than CG on 12th week (p<0.001). These results support that Lp-PLA, level is an
early marker of atherosclerosis, and inflammation and oxidative stress are related to this disease.
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Introduccion

La aterosclerosis es una enfermedad
inmuno-inflamatoriacrénica, caracterizada
por un engrosamiento secuencial y focal
en la intima arterial, donde existe una
interaccion dinamica entre las células
inflamatorias, interleucinasy quimioquinas
en la pared arterial, que resulta en la
formacion de placas ateroscleréticas,
proliferacion vascular y cambios en la
matriz extracelular (Ross, 1999; Honma,
2004).

La aterogénesis es un proceso
complejo e involucra componentes
metabdlicos, inmunolégicos y

vasculares. Este proceso inicia con la
adhesion, infiltracion y oxidacion de
las lipoproteinas, especialmente las
lipoproteinas de baja densidad (LDL) en el
espacio sub-endotelial, lo cual es seguido
por la infiltracion, activacion de células
inflamatorias y la formacion de células
espumosas (Ross, 1999). Por lo tanto, el
estrés oxidativo juega un papel importante
en lainiciacion del proceso aterosclerotico
a través de eventos como la produccion
de especies reactivas de oxigeno (ROS)
en las células endoteliales que inducen
la oxidacion de las LDL, la inactivacion
del 6xido nitrico (NO) y la expresion de
genes inflamatorios sensibles a ROS
como la molécula de adhesion vascular
tipo 1 (VCAM-1), proteina quimiotactica
de monocitos 1 (MCP-1), entre otros
eventos importantes (Kondo y col., 2009;
Rosenson y Staffotini, 2012).

Durante los ultimos anos, se ha
reconocido que la inflamacién vascular
juega un papel muy importante en la
iniciacion y desarrollo de la aterosclerosis,
pues la respuesta inflamatoria no soélo
promueve el inicio de un proceso
aterosclerético, sino que ademas
contribuye al posterior crecimiento del

ateroma y a la precipitacion de sucesos
tromboéticos agudos (Ross, 1999; Libby,
2002; Hansson, 2005); en este sentido, la
fosfolipasa A, asociada a lipoproteina (Lp-
PLA,) ha demostrado estar involucrada en
la patogénesis de la aterosclerosis (Steen
y O’Donoghue, 2013; Liy col., 2017).

La Lp-PLA, es wuna lipasa calcio
independiente que pertenece a la
superfamilia de la fosfolipasa A, (PLA,).
Es producida por diversas células
inflamatorias y no inflamatorias y circula en
el plasma unida principalmente a la LDL,
promoviendo inflamacion vascular (Li y
col.,2017). Estaenzimatiene propiedades
pro-inflamatorias, ya que hidroliza
fosfolipidos oxidados a lisofosfatidilcolina
y acidos grasos libres oxidados; por lo
que es la responsable del aumento de
estos compuestos en las particulas de
LDL oxidada (LDLox). Ambos productos
generados son biolégicamente activos y
poseen propiedades pro-inflamatorias en
la aterosclerosis, pues son quimiotacticos
para los monocitos y linfocitos T (Silva
y col., 2011; Li y col.,, 2017), inducen
disfuncion endotelial e incrementan la
produccion de moléculas de adhesion
celulary factores de crecimiento (Murohara
y col.,, 1994). Sin embargo, algunos
estudios han descrito que la Lp-PLA,
presenta propiedades antiinflamatorias,
pues interviene en la hidroélisis del
factor activador de las plaquetas (FAP)
y de otros fosfolipidos, actuando como
antioxidante, siendo capaz de proteger
a las lipoproteinas de la oxidacion,
produciendo menos lipoproteinas pro-
aterogénicas y preservando la funcion de
las lipoproteinas de alta densidad (HDL)
(Noto y col., 2003).

A pesar de ello, la evidencia indica que
la Lp-PLA, desempena un papel importante
en el desarrollo de la aterosclerosis y en
sus consecuencias clinicas (Jing y col.,
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2011); pues se ha descrito una elevada
expresion de esta enzima en macréofagos
de lesiones ateroscleroticas de humanos'y
conejos (Hakkineny col., 1999; Mannheim
y col., 2008), la cual se ha relacionado con
la vulnerabilidad de la placa (Hakkinen
y col., 1999; Kolodgie y col., 2006). De
igual manera, estudios epidemiologicos
han demostrado que el aumento en las
concentraciones séricas de la Lp-PLA, esta
asociada con un incrementado riesgo de
eventos cardiovasculares (Koenig y col.,
2004; Garza y col., 2007; Daniels y col.,
2008; Jing y col., 2011) y con disfuncion
endotelial (Yang y col., 2006; Lavi y col.,
2007), siendo un predictor independiente
de eventos cardiovasculares adversos
en pacientes con enfermedad coronaria
estable (Sabatine y col., 2007); sin
embargo, hasta los momentos no esta
clara la relacion de la Lp-PLA, con el estrés
oxidativo y la inflamaciéon; aiun mas, se
conoce todavia menos su evolucion a lo
largo del proceso aterogénico; es por ello
que en el presente estudio se evaluaron
los niveles séricos de la Lp-PLA, como
marcador de aterosclerosis y su evolucion
en el tiempo en conejos alimentados con
dieta hipercolesterolémica.

Materiales y métodos

ANIMALES DE EXPERIMENTACION Y DISENO
EXPERIMENTAL

Se emplearon 28 conejos macho de
la raza Nueva Zelanda de 12 semanas
de edad con un peso entre 1.200 a
1.300 gramos, provenientes del Bioterio
del Instituto de Higiene Rafael Rangel
(Caracas, Venezuela). Los animales fueron
mantenidos en jaulas a temperatura
ambiente (25 + 1 °C) con ciclos de 12
horas luz/oscuridad. Después de una
semana de ambientacion en el Bioterio
Experimental de Ila Universidad de
Carabobo (Valencia, Venezuela), los

conejos fueron divididos aleatoriamente
en 2 grupos de 14 conejos cada uno:
Gruro 1 (control): Los cuales fueron
alimentados diariamente con conejarina
comercial (Protinal, Venezuela). Gruro 2:
Alimentados diariamente con conejarina
comercial suplementada con 0,5% p/p de
colesterol.

Todos los conejos consumieron agua a
libre demanda. El periodo experimental
tuvo una duracion de doce semanas. Los
conejos fueron pesados antes, durante
y después de la experimentacion. Los
experimentos fueron realizados siguiendo
las buenas practicas para el manejo de
animales de laboratorio (NIH Guide, 1996)
y el Codigo de ética para la vida (2011).

DIETA ESTANDAR. LOs animales del arupro
conTroL fueron alimentados con Conejarina
comercial (Protinal, Venezuela), cuya
composicion es la siguiente: Maiz, sorgo,
afrechillodetrigo, harinasde maiz, ajonjoli,
algodon, girasol y soya, concha de arroz,
bagacillo de cana, pasto deshidratado,
melaza, grasa estabilizada, carbonato y
fosfato de calcio, sal, minerales “trazas”
(cobalto, cobre, hierro, manganeso, yodo
y zinc) suplementos de las vitaminas A,
B2, B12, C, D3, E, acido pantoténico
y niacina, antioxidante, suplemento
antibiotico y anticoccidial. Proteina cruda
12%, grasa cruda 1%, fibra cruda 20%,
extracto libre de nitrogeno 42%.

DIETA HIPERCOLESTEROLEMICA. De acuerdo con
Rasmusen y col. (2007), la administracion
de colesterol se realizO mediante el
enriquecimiento de la dieta estandar con
colesterol disuelto en etil éter y etanol
absoluto. Los granos de la conejarina
fueron cubiertos con Ila solucion de
colesterol en una relacion de 0,5 g de
colesterol por cada 100 g de alimento y
se elimind el solvente por evaporacion
durante 24 horas.
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PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL
DETERMINACIONES BIOQUIMICAS

Las muestras de sangre fueron extraidas
por puncion intracardiaca a todos los
conejos previo ayuno de 14 horas, al inicio,
6ta y 12ma semana, utilizando tubos con
citrato de sodio y sin anticoagulante. Las
muestras previamente mantenidas en
frio, se centrifugaron a 3.000 rpm durante
15 minutos y el plasma y suero obtenido
fueron conservados en congelaciéona-70°C
hasta el momento del procesamiento.
Se realizaron determinaciones séricas
de colesterol total (CT) y triglicéridos
(TG) por métodos enzimaticos (Wiener
Lab, Argentina). Las determinaciones del
colesterol asociado a las lipoproteinas
de alta densidad (c-HDL) y asociado a las
lipoproteinas de baja densidad (c-LDL) se
realizaron por precipitacion y posterior
determinaciéon enzimatica (Wiener Lab,
Ardgentina). La determinacién cuantitativa
del fibrinbgeno en plasma, se realizé por
método inmunoturbidimétrico (Wiener
Lab, Argentina). Las concentraciones
séricas de Lp-PLA, fueron determinadas
por ensayo inmunoenzimatico (NeoBiolab,
Cambridge, Massachusetts, USA). Los
productos de peroxidacion lipidica que
reaccionan con el acido tiobarbiturico
(TBARS) fueron evaluados por un método
colorimétrico descrito por Ohkawa vy
col., (1979), el cual consiste en evaluar
el efecto de las ROS sobre los lipidos,
que resulta en la producciéon de varios
compuestos que reaccionan con el acido
tiobarbiturico y que pueden ser medida
por espectrofotometria.

SACRIFICIO DE LOS ANIMALES
PREPARACION DE TEJIDOS Y TIPIFICACION
HISTOLOGICA DE LAS LESIONES ATEROSCLEROTICAS

A la 6ta semana y al final del estudio,
la mitad de los animales de cada
grupo fue sacrificado por dislocacion

cervical. Tras la realizacion de la
autopsia, se extrajo la arteria aorta
para estudio histoldégico. Las muestras
de tejido extraidas, fueron fijadas en
formaldehido al 10% en PBS durante
24 horas y procesadas segun la técnica
de rutina y posteriormente tenidas con
hematoxilina-eosina (Luna, 1968), para
luego ser observados por microscopia
oOptica. Las lesiones fueron tipificadas de
acuerdo a la clasificacion de la American
Heart Association, la cual considera
como lesiones tipo I, aquellas iniciales
constituidas por células espumosas
sub-endoteliales aisladas; las lesiones
tipo Il constituidas principalmente por
un cumulo de lipidos intracelulares; las
lesiones tipo Il son intermedias o pre-
ateromas, caracterizadas por cumulos
de lipidos intracelulares y dispersos
lipidos extracelulares; las lesiones
tipo IV son los ateromas, representan
lesiones avanzadas, y estan constituidas
por lipidos intracelulares y por una
gran cantidad de lipidos extracelulares;
las lesiones tipo V contienen tejido
conectivo fibroso y en ocasiones se
encuentran calcificaciones y las lesiones
tipo VI son las placas complicadas
(fisura, trombos, hematomas) (Stary y
col., 1995).

Analisis estadistico

Se calculé promedio y desviacion
estandar para las variables estudiadas.
Se realizaron las pruebas de normalidad
de Shapiro-Wilk, Kolmogorov-Smirnoy,
Jarque-Bera. Se emple6 la U de Mann-
Whitney para comparar los valores
de las variables sujetas a estudio. Se
empleo la correlacion de Spearman para
relacionar la Lp-PLA, con las variables
del estudio. Se considerd significativo
P<0,05. Se utilizo el programa GraphPad
Prism version 5.
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Resultados
PERFIL LIPIDICO DE LOS CONEJOS

Las concentraciones de los lipidos
séricos de los conejos se resume en la
Tabla I. No se observaron diferencias
estadisticamente significativas en las
concentraciones séricas basales de
CT, c-HDL, c-LDL y TG entre los grupos
de conejos. El CT, c-HDL, c-LDL y TG
en el grupo 1 permanecié sin cambios
significativos a lo largo del estudio. Por
Su parte, en la 6ta y 12ma semana de
experimentacion se aprecié un aumento
significativo en la concentracion de
CT, c-HDL, c¢-LDL y TG en el aruro 2
con respecto al arupo 1 (p<0,0001).
Para el arupo 2 las concentraciones de
los lipidos séricos variaron desde el
inicio hasta el final del experimento
(p<0,0001) (Tabla I).

CONCENTRACIONES SERICAS DE LOS MARCADORES
DE INFLAMACION Y OXIDACION

Como se puede apreciar en la
figura 1, no se observaron diferencias
estadisticamente significativas en las
concentraciones séricas basales de Lp-
PLA, entre los grupos sujetos a estudio.
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Figura 1. Concentracion sérica de la Lp-PLA,
en los conejos sujetos a experimentacion
en la semana O, 6ta y 12ma. Los resultados
fueron expresados como la media * desviacion
estandar de la media. (N=14 basal y 6ta
semana; N=7 12ma semana). *p<0,001 vs.
control (Grupo 1). #p<0,0001 vs. su valor basal.

permanecio sin cambios a lo largo del
experimento. Por otra parte, en la sexta
semana y al final del experimento las
concentraciones séricas de Lp-PLA,
aumentaron en el Grupo 2 con respecto
al agrupo 1 y con respecto a sus valores
basales (p<0,001).

En cuanto a las concentraciones

Asimismo, la Lp-PLA, en el aruro 1 basales plasmaticas de fibrinégeno
Tabla I
Perfil lipidico de los conejos sujetos a estudio
Variables Semana cero Sexta semana Duodécima semana
mg/dL Grupol Grupo?2 p Grupol Grupo?2 p Grupol Grupo2 p
CT 61 +5 59+5 0.2751 59 + 14 670 * 0,0001 60 + 8 1042 + 0,0006
269* 171*
c-LDL 35+ 4 34 +3 0.1736 33+9 527 + 0,0001 34 +5 851 = 0,0005
222* 155*
c-HDL 23+3 24 +3 0.3762 23+5 57 + 9* 0,0001 24 +3 64 + 6* 0,0005
TG 66+ 15 | 62 + 12 0.6132 63 + 25 757 0,0001 64 + 14 1137 + 0,0006
298* 332*

Los resultados fueron expresados como

media. p= Comparacion del

la media + desviaciobn estandar de Ila
grupo 1 con el

grupo 2. Significativo p<0,05. *=

Comparacion del grupo 2 con respecto a los valores basales. Significativo p<0,05.
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Tabla Il
Concentraciones plasmaticas de fibrinégeno y TBARS séricos de los conejos sujetos a estudio

Variables Semana cero Sexta semana Duodécima semana
Grupol Grupo?2 P Grupol Grupo?2 P Grupol Grupo2 P
Fibrinégeno |2,9+0,2|2,9+0,3| 0,7858 |3,0+0,4|3,5+0,6| 03574 |3,1 +04 4,2 + 0,0012
(g/L) 0,3
TBARS 1,55 + 1,55 + 0,9326 1,39 + 1,58 + 0,6728 1,51, = 4,37 0,0007
(nmol/mL) 0,52 0,66 0,46 0,69 0,50 1,82*

Los resultados fueron expresados como
media. p= Comparacion del

grupo 1 con el

la

* =

la media + desviacién estandar de
grupo 2. Significativo p<0,05.

Comparacion del grupo 2 con respecto a los valores basales. Significativo p<0,05

y TBARS sérico, no se observaron
diferencias estadisticamente significativas
entre los grupos sujetos a estudio. Dichos
marcadores en el arupo 1 permanecieron
sin cambios a lo largo del experimento.
Por otra parte en la duodécima semana las
concentraciones de TBARS y fibrinbgeno
aumentaron en el Grupo 2 con respecto
al grupo 1 y con respecto a sus valores
basales (p<0,05) (Tabla II).

El analisis de Spearman de Ilas
correlaciones entre la concentracion de
Lp-PLA, y el perfil lipidico y marcadores de
inflamacioén y oxidacion se muestran en la
Tabla III, evidenciando una correlacion
positiva significativa entre la Lp-PLA, con
el perfil lipidico y fibrindbgeno (p<0,001);
por su parte, no se evidencid asociacion
significativa entre la Lp-PLA, con los
TBARS.

ANALISIS HISTOLOGICO DE LA AORTA

Tabla III

Analisis de la correlacion de Spearman entre las
concentraciones de Lp-PLA2 y el perfil lipidico
y marcadores de inflamacién y oxidaciéon

r p
Lp-PLA, & CT 0,4985 0,0001
Lp-PLA, & c-LDL 0,4344 0,0001
Lp-PLA, & c-HDL 0,4446 0,0001
Lp-PLA, & TG 0,4526 0,0001
Lp-PLA, & Fibrinbgeno 0,4843 0,0001
Lp-PLA, & TBARS 0,1713 0,1126

EnlaTablalV se presentaladistribucion
de los conejos segun el maximo grado
de ateroma encontrado en los cortes de
aorta, evidenciando que ningun conejo del
arupo 1 presento lesiones ateroscleréticas
a lo largo del estudio. Por su parte, los
conejos del grupo 2 presentaron lesiones
de grado variable a lo largo del estudio
(Figura 2).

Figura 2. Corte histologico de las aortas de
los conejos al final del estudio. A. Se observa
la intima arterial sin lesiones. B. Lesion Tipo
IV. Se observa en la intima arterial cumulos
de lipidos intracelulares (flechas negras) y
extracelulares (flecha blanca) en mayor extension
(Panel B). Tincion hematoxilina - eosina. 50 X.

Discusion

La Lp-PLA, es una proteina de 45 KDa
producida y secretada por monocitos,
macrofagos, linfocitos T y otras células
inflamatorias. Su sintesis y liberacion hacia
la circulacion ocurre con la maduracion de
los monocitos a macréfagos y mediante
la activacion de mediadores inflamatorios
(Maiolino y col., 2015). Se han descrito
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Tabla IV

Distribucién de los conejos segiin el maximo grado de ateroma encontrado en los cortes de
aorta. Datos presentados como n (%)

Grupo | Sin ateroma | Tipo I | Tipo II | Tipo III | Tipo IV | Tipo V
Sexta semana
1 7 (100%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
2 0 (0%) 2 (29%) 5 (71%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
Duodécima semana
1 7 (100%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
2 0 (0%) 0 (0%) 1 (14%) 1 (14%) 5 (72%) 0 (0%)

dos tipos de Lp-PLA,, la encontrada
en la placa aterosclerética, producida
principalmente por los macrofagos, y la
secretada a posteriori hacia el sistema
circulatorio (Laviy col., 2007); siendo esta
ultima un reflejo del grado de inflamacion
dentro de la placa aterosclerética (Cai
y col., 2013). La mayor parte de la Lp-
PLA, circula unida a las LDL (80%), y en
menor proporcion a las HDL (15-20%), a
las lipoproteinas de muy baja densidad
(VLDL) y a la lipoproteina a (Jing y col.,
2011).

La Lp-PLA, fue reconocida inicialmente
como una enzima antiaterogénica debido
a su capacidad de hidrolizar al FAP, el
cual posee efectos daninos para los
vasos sanguineos (Cai y col., 2013). Sin
embargo, la evidencia ha demostrado
que la actividad o la concentracion
de esta enzima se correlaciona de
manera positiva con la severidad de la
aterosclerosis y el riesgo cardiovascular
(May y col., 2006; Cai y col., 2013). De
hecho, estudios inmunohistoquimicos
han demostrado la presencia de la Lp-PLA,
en lesiones ateroscleréticas en humanos
y conejos (Khakpour y Frishman, 2009),
encontrando mayor expresion en lesiones
ateroscleréticas en comparacion a las
aortasnoafectadas (Hakkinenycol., 1999),
demostrandose predominantemente en
areas de agregacion de macrofagos y
acumulacion de LDLox (Hakkinen y col.,
1999; Mannheim y col., 2008), lo cual

sugiere que la concentracion de Lp-PLA,
esta relacionada con la estabilidad de
la placa y puede ser util para identificar
su vulnerabilidad y evaluar riesgo
cardiovascular (Hakkinen y col., 1999;
Kolodgie y col., 2006; Cai y col., 2013).
De hecho, estudios epidemioldgicos han
propuesto a la Lp-PLA, sérica como un
marcador de enfermedad cardiovascular
(Garza y col., 2007; White, 2010; Jing
y col., 2011), pues se ha demostrado
que niveles elevados de la Lp-PLA, estan
asociados con un incremento en el riesgo
de enfermedad coronaria isquémica de
maneraindependiente de la concentracion
de c-LDL (Ballantyne y col., 2004; Tsimikas
y col., 2009; Ridker y col., 2012).

En el presente estudio se aprecio
un aumento en las concentraciones
séricas de Lp-PLA, en el agrupo 2 a partir
de la sexta semana de experimentacion,
lo cual sugiere que la Lp-PLA, podria
constituir un marcador sérico de la
aterosclerosis. De hecho, se ha descrito
que los niveles elevados de Lp-PLA, son
un predictor de eventos cardiovasculares
adversos, de manera independiente de
los factores de riesgo tradicionales en
pacientes con enfermedad coronaria
estable (Sabatine y col., 2007), y se ha
descrito que la concentracion de esta
enzima se correlaciona positivamente
con la fraccion lipidica y el grado de
aterosclerosis carotidea (Persson y col.,
2007), demostrando su participacion en

Revista Facultad de Farmacia - Vol. 80 - W1y 2 - 2017

51



Fiaueira, GonzALEz & Di BasiLico

el proceso aterosclerético; pues la Lp-
PLA, se asocia con el riesgo de eventos
cardiacos y predice la progresion de
la aterosclerosis subclinica coronaria
en pacientes con enfermedad arteria
coronaria, evidenciandose que |la
actividad sérica de esta enzima se asocia
con mecanismos que conducen a la
vulnerabilidad de la placa aterosclerdtica a
través de la muerte celular de macréfagos
y la atraccién de los monocitos (Kinney
y col.,, 2011). Asimismo, se ha descrito
que sujetos con falla cardiaca presentan
elevados niveles de Lp-PLA, asociados con
un incrementado riesgo de mortalidad
(Jenny y col., 2010); y la administracion
oral de darapladib, un inhibidor de la Lp-
PLA,, en pacientes coronarios ocasiono
una reduccion del 59% de la actividad
de la enzima después de 12 meses
de tratamiento (Serruys y col., 2008)
y disminuyé el numero de macréfagos
y células espumosas en comparacion
al grupo control (Cai y col., 2013),
sugiriendo la importancia de la Lp-PLA, en
la patogénesis de la aterosclerosis.

Adicionalmente, la evidencia indica que
la Lp-PLA, podria predecir la ocurrencia
de eventos cardiovasculares en pacientes
con elevado riesgo. En efecto, pacientes
con diabetes mellitus o enfermedad
cardiovascular con  concentraciones
elevadas de Lp-PLA, presentan cerca
del doble del riesgo de mortalidad
cardiovascular que aquellos con niveles
de Lp-PLA, mas bajos (Robins y col.,
2008; Hatoum y col., 2010; White y
col., 2013), sugiriendo que esta enzima
podria constituir un indice de inflamacion
sistémica. En vista de ello, las directrices
de las cuatro principales Sociedades
Internaciones, entre las que se incluyen
la Sociedad Europea de Cardiologia, el
Colegio Americano de Cardiologia, la
Asociacion Americana del Corazéon y la
Sociedad Americana de Endocrinologia,

han incluido la medicion de la actividad Lp-
PLA, entre los biomarcadores utiles para
la estratificacion de riesgo de pacientes
adultos asintomaticos, siendo ventajoso
en pacientes con riesgo cardiovascular
moderado y alto (Maiolino y col., 2015).

En el presente estudio, el incremento
en las concentraciones de Lp-PLA,
observado, sugiere la existencia de un
estado inflamatorio inducido por la dieta
hipercolesterolémica, la cual ocasiono
lesiones  ateroscleréticas de grado
intermedio y avanzado. El aumento en
la expresion de moléculas de adhesion
celular y citoquinas promovidos por
la hiperlipidemia, con la consecuente
acumulacion de monocitos en la intima
podria estar implicado en la aparicion de
las lesiones ateroescleréticas observadas
(Liy col., 2014).

Es relevante senalar que la elevacion
de las concentraciones séricas de este
marcadorseobservodesdelasextasemana
de experimentacion, lo cual sugiere que
la Lp-PLA, es un marcador temprano
de aterosclerosis que interviene en la
iniciaciony progresionde estaenfermedad,
ya que esta enzima posee propiedades
proinflamatorias y prooxidantes bien
descritas (Maiolino y col., 2015), como
hidrolizar la fosfatidilcolina oxidada en las
LDL y producir lisofosfatidilcolina y acidos
grasos libres oxidados, ambas moléculas
pro-inflamatorias que intervienen en la
patogénesis de la aterosclerosis, pues
incrementan la expresion de citoquinas
pro-inflamatorias y moléculas de adhesion
celular, son quimiotacticas para los
monocitos y linfocitos T y promueven
su entrada al espacio subendotelial,
incrementan la expresion de
metaloproteinasas de matriz extracelular,
promueven la produccién y liberacion
de acido araquiddnico y la disfunciéon
endotelial (Muroharay col., 1994; Colley y
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col., 2011; Jingy col., 2011), ademas de
contribuir en la calcificacion de las células
vasculares en la placa aterosclerotica,
a través de la regulacion de genes y
proteinas osteogénicas (Vickers y col.,
2010), e inducir la producciéon de ROS,
tales como anioén superdxido, mediante
la activacion de la nicotinamida adenina
dinucleétido fosfato oxidasa (NAD(P)
H oxidasa) endotelial y mediante el
desacoplamiento de la sintasa de oxido
nitrico (NOS) endotelial (Kugiyama y col.,
1999; Fleming y col., 2005), eventos
importantes y relevantes en las primeras
fases de la aterosclerosis. Asimismo,
nuestros hallazgos indican la existencia
de asociacion positiva entre la Lp-PLA,
con el perfil lipidico y fibrindégeno, tal y
como ha sido reportado en otros estudios
(Persson y col., 2007; Fratta y col., 2013;
Kimak y col., 2015), sugiriendo que el
incremento de la concentracion de lipidos
séricos puede contribuir a la instauracion
del proceso inflamatorio, lo cual se ve
acompanado del aumento de la Lp-PLA,,
favoreciendo el proceso aterosclerotico.

Lainflamaciénjuegaunpapelimportante
en la fisiopatologia de la aterosclerosis,
ya que mediadores inflamatorios como
las citoquinas, quimioquinas, factores de
crecimiento, proteinas de fase aguda, entre
otros, participan en el inicio, progresion y
evolucion de la placa (Li y col., 1993) y
sus concentraciones se han demostrado
elevadas desde las primeras fases de la
aterosclerosis (Gonzalez y col., 2007;
Figueira y Gonzalez, 2008a; Gonzalez y
col., 2008; Figueira y col., 2014). En este
sentido, el fibrindgeno es una proteina de
fase aguda sintetizada principalmente por
el higado que tiene funciones biologicas
fundamentales como la hemostasia y la
reaccion inflamatoria. Es reconocido como
componente fundamental en el estadio
final de la cascada de la coagulacion
en respuesta a una injuria vascular o

tisular, sirviendo como sustrato cuando
por la accién de la trombina produce los
fragmentos solubles de fibrina, principales
componentes del trombo hemostatico
(Song y col., 2015; Wolberg, 2016). Se
ha descrito que niveles elevados de
esta proteina estan asociados con un
incrementado riesgo de enfermedad
cardiovascular (Wilhelmsen y col., 1984;
Danesh y col., 2005) y ademas sus niveles
se correlacionan con la severidad de la
aterosclerosis carotidea y coronaria (Perl y
col., 2016), lo cual indica que esta proteina
podria ser un posible factor causal, un
blanco terapéutico y/o un predictor de
riesgqo en personas saludables y con
enfermedad cardiovascular (Song y col.,
2015). En tal sentido, nuestros hallazgos
de un aumento en las concentraciones
plasmaticas de fibrindbgeno desde Ila
duodécima semana de experimentacion
en el Grupo 2 con respecto al GRuPO CONTROL,
tal y como se ha encontrado en otros
estudios (Gonzalez y col., 2008); sugiere
que el mismo es un marcador sistémico
de la inflamacion de fase aguda que se
eleva de manera tardia, aumentando su
sintesis hepatica mas de cuatro veces en
presencia de inflamacion (Song y col.,
2015). De hecho, Campos y col. en el
ano 2008, realizaron un estudio que tuvo
por objetivo determinar la relacion entre
las concentraciones de fibrindgeno y los
factoresderiesgocardiovascularisquémico
en hombres aparentemente sanos, donde
establecen que las altas concentraciones
de fibrinégeno constituyen un factor
independiente de riesgo cardiovascular.
Asimismo, se ha descrito que el
incremento de 1g/L en la concentracion
plasmatica de fibrinbgeno esta asociado
con un incremento de dos veces el riesgo
de enfermedad cardiovascular, y dichos
niveles podrian predecir el desarrollo y
curso de la enfermedad coronaria (Smith
y col., 2005), por lo tanto, el aumento de
las concentraciones de esta proteina es el
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resultado de la inflamacion presente en
la placa aterosclerética; y puede cumplir
un papel importante en la patogénesis
de la enfermedad, al participar en la
trombosis y en la génesis y progresion de
la enfermedad vascular, en la quimiotaxis
y adhesion celular, en la vasoconstriccion
en los sitios de injuria de la pared vascular
y al estimular la agregacion plaquetaria
(Song y col., 2015).

Por otra parte, estudios recientes
ponen de manifiesto como la
peroxidacion lipidica y sobre todo, las
modificaciones oxidativas de las LDL son
un factor importante en el desarrollo de
la aterosclerosis (Bayes, 2011), ya que es
responsable de la oxidacion de las LDL y
de su conversion en formas aterogénicas
y pro-inflamatorias bien establecidas,
asi como de la produccién de una serie
de derivados con efectos citotoxicos,
mutagénicos y carcinogénicos. Las ROS
median muchos efectos en la pared de
los vasos sanguineos, entre los que se
incluyen la disfuncion endotelial asi como
la migracion, crecimiento y apoptosis
de las células de musculo liso. Se ha
observado que el anién superoxido y otras
ROS estan incrementados en arterias
en varias condiciones cardiovasculares,
lo cual sugiere que el estrés oxidativo
juega un papel muy importante en
la fisiopatologia de la aterosclerosis,
hipertension y otras enfermedades
cardiovasculares (Heistad y col., 2009).
Existen diversas razones para sospechar
sobre la participacion de la NAD(P)H
oxidasa en la aterosclerosis, pues esta
enzima se encuentra presente en las
células endoteliales, células de musculo
liso, fibroblastos y células fagociticas
mononuclearesy son la principal fuente de
anion superoxido en los vasos sanguineos
humanos y provee un mecanismo para la
liberacion localizada de ROS, que pueden
influir en la senalizacion redox-sensible

(Griendling y col., 2000; Sorescu Yy
col., 2002; Pendyala y Natarajan, 2010).
Asimismo, estudios in vitro, demuestran
que estimulos inflamatorios activan
proteinas que generan ROS en células
vasculares (Griendling y col., 2000;
Sorescu y col., 2002). Por otra parte,
diversos estudios han encontrado un
incremento en la expresion de diversas
subunidades de la NAD(P)H oxidasa y un
incremento en la expresion de enzimas
antioxidantes durante la aterosclerosis
(Wassmann y col., 2004). De hecho,
Azumi y col. (1999) encontraron mayor
expresion de la subunidad p22phox de la
NAD(P)H oxidasa en la pared de arterias
coronarias afectadas con aterosclerosis
con respecto a las no afectadas. De
igual modo, Sorescu y col. (2002)
encontraron que la producciéon de anién
superoxido y la expresion de ARNm de
ap91lphox y p22phox son mayores en la
placa aterosclerética en comparacion a
las arterias no afectadas, evidenciando
ademas que la expresion de estas
subunidades de la NAD(P)H oxidasa se
correlacionaconelgradodeaterosclerosis.
En el presente estudio encontramos
un aumento en la produccion de los
TBARS séricos en el aruro 2 a partir de la
duodécima semana con respecto al aruro
1 y con respecto a sus valores basales, 1o
cual sugiere un aumento en la produccion
de ROS durante la aterosclerosis, el cual
es capaz de conducir a un dano tisular,
causando alteraciones en la estructura
celular, pérdida de la funcion celular y
peroxidacion lipidica. En este sentido
Céspedes y Castillo (2008) encontraron
mayor concentracion de TBARS séricos en
pacientes hipertensos con respecto a sus
controles normotensos, evidenciando que
los niveles de TBARS fueron mayores en
pacientes con diagnostico de cardiopatia
isquémica, lo que evidencia que el dano
por peroxidacion a las membranas se
incrementa en la medida en que se
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asocian complicaciones cardiovasculares
en el hipertenso; por lo que un aumento
de TBARS indica un incremento en la
peroxidacion lipidica y en consecuencia
mayor dano celular en la funcién vascular
de estos pacientes (Céspedes y Castillo,
2008). Asimismo, Figueira y col. (2010),
demostraron que la administracion de
una dieta hiperlipidémica durante 12
semanas en conejos macho NuevaZelanda
ocasiond un aumento en la actividad de
la glutation peroxidasa (GPx) plasmatica
con respecto al grupo control desde la
6ta semana de experimentacion, lo cual
se acompano de lesiones ateroscleroticas
en la aorta de los conejos; asimismo,
evidenciaron que la administracion de
una dieta hiperlipidémica suplementada
con antioxidantes inhibi6é la formacion
de las lesiones, sugiriendo que en
condiciones de hiperlipidemia con o sin
suplementacion de antioxidantes existe
un incremento en la actividad de GPx
debido a un estado de estrés oxidativo.
Este resultado sugiere que la elevacion
en la actividad de la enzima antioxidante
representa un mecanismo compensatorio
al incremento del estrés oxidativo
inducido por la dieta hiperlipidémica
(Figueira y Gonzalez, 2008Db).

En conclusion, la Lp-PLA, sérica
constituye un marcador temprano de
inflamacion y aterosclerosis ya que se
encuentra elevado desde la sexta semana
de estudio; mientras que el fibrindgeno
constituye un marcador tardio. Estos
dos marcadores no invasivos y de bajo
riesgo podrian proporcionar informacion
diagnostica de la aterosclerosis. Por
otra parte, se observO un aumento
en la peroxidacion lipidica durante la
aterosclerosis, lo cual sugiere que tanto
la inflamaciéon como la oxidacion juegan
un papel importante en la fisiopatologia
de esta enfermedad.
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