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DESCRIPCION

La fosfolipasa A2 (sPLA2) secretora como marcador pronéstico y diagnéstico para enfermedades cardiovasculares

La presente invencién se refiere a un nuevo marcador que se pueda usar para el pronostico y el diagndstico de
trastornos cardiovasculares.

Las enfermedades cardiovasculares son las principales causas de morbilidad y mortalidad en los paises desarrollados,
lo que hace la prevencion de esas aflicciones una preocupacion importante de la salud publica. Una de los pasos hacia
la prevencion de estos trastornos es la deteccion de individuos con riesgo. Asi, varios marcadores de riesgo
bioquimicos, tales como los niveles de colesterol HDL, estan actualmente en uso para la deteccion de pacientes con
riesgo para las enfermedades cardiovasculares. Sin embargo, hasta hoy, numerosos trastornos cardiovasculares
pueden ocurrir en individuos que no se consideran con riesgo en relacion a los marcadores. Por lo tanto, existe una
necesidad de nuevos marcadores bioquimicos para obtener una prediccion mas exacta de los eventos cardiovasculares.
El nivel plasmatico de sPLA2 es uno de los marcadores de riesgo potencial que se investigan actualmente.

Las enzimas fosfolipasas A2 (PLA2) hidrolizan los fosfolipidos en la posicidon sn-2 para generar lisofosfolipidos y acidos
grasos (Dennis J Biol Chem. (1994) 269:13057-13060).. Una de las PLA2 mas ampliamente estudiadas es una PLA2
(sPLA2) secretora del grupo lla de bajo peso molecular (14 kDa), que se ha demostrado que se expresa en las arterias
normales y las placas ateroscleroticas (Elinder y otros, Arterioscler Thromb Vasc Biol.(1997) 17:2257-63). Diversos
datos sugieren un papel potencialmente importante para las sPLA2 tanto en el desarrollo y las complicaciones de la
aterosclerosis. La liberacién de acido araquidénico por las sPLA2 es un evento de velocidad limitante en la generacion
de derivados de la oxidacion, que incluyen prostaglandinas, tromboxanos y leucotrienos. La sPLA2 esta implicada en la
modificaciéon oxidativa de la lipoproteina de baja densidad (LDL) por la lipoxigenasa (Mangin y otros, Circ Res. (1993)
72:161-6) y en la liberacién de fosfolipidos oxidados biolégicamente activos a partir de particulas tanto de LDL y HDL
(Leitinger y otros, Arterioscler Thromb Vasc Biol. (1999) 19:1291-8), lo que sugiere un papel directo en la aterogénesis.

Asi, varios estudios clinicos han tenido como objetivo determinar el valor predictivo del nivel plasmatico de la sPLA2 en
relacion a varios trastornos cardiovasculares. Por consiguiente, se considera que el nivel plasmatico de sPLA2 es
elevado en pacientes con enfermedad arterio coronaria y predice los eventos coronarios en pacientes estables
(Kugiyama y otros, Circulation. (1999) 100:1280-4). Ademas, el aumento del nivel plasmatico de sPLA2 en pacientes
estables sometidos a angioplastia coronaria percutanea ademas proporciona informaciéon de prondstico independiente
sobre otras variables bioldgicas y clinicas clasicas (Liu y otros, Eur Heart J. (2003) 24:1824-32). Ademas, los estudios
de evaluacién del valor pronédstico de sPLA2 en pacientes con ACS (sindrome coronario agudo), limitado a un pequefio
estudio de pacientes con angina inestable, mostraron que el aumento de los niveles plasmaticos de sPLA2 predice la
recurrencia de los eventos coronarios, principalmente los procedimientos de revascularizacion, independientemente de
otros factores de riesgo (Kugiyama y otros, Am J Cardiol. (2000) 86:718-22).

Otro estudio mide la actividad de la PLA2 y la lisolecitina de suero en pacientes después de un infarto de miocardio en
comparacién con los pacientes que sufren de angina inestable (Langton y Jarnicki (1992) Clin. Chim. Acta 205: 223-
231). Finalmente, Schaefer y otros, (J. Clin. Chem. Clin. Biochem (1990) 28: 253-254) investiga si la elevada actividad
de sPLA en pacientes de cuidados intensivos, independientemente del diagnéstico o la gravedad de la enfermedad, se
puede usar para predecir la letalidad

Sin embargo, estos estudios son muy debatidos, ya que se han llevado a cabo en un ndmero demasiado pequefio de
pacientes para que se considere estadisticamente significativo. Claramente, estudios recientes realizados en un mayor
numero de pacientes indican que no existe una correlacion significativa entre los niveles plasmaticos de sPLA2 y la
prediccion de la mortalidad o los eventos cardiovasculares.

Por consiguiente, uno de los objetivos de la presente invencidén es proporcionar un nuevo método de prondstico y/o
diagnéstico de enfermedades cardiovasculares, mas fiable que los de la materia anterior.

Otro objetivo de la invencion es proporcionar un nuevo método de prondstico y/o diagndstico de enfermedades
cardiovasculares que pueda ser relevante para las personas aparentemente sanas.

Asi, la presente invencion se refiere a un método para determinar un aumento del riesgo de mortalidad o de infarto de
miocardio en un paciente de acuerdo con la reivindicacién 1, que comprende:

. determinar la actividad de la sPLA2 de dicho paciente,
. comparar dicha actividad con un valor predeterminado,

una mayor actividad de la sPLA2 de dicho paciente, en comparacion con dicho valor predeterminado es indicativo de un
aumento del riesgo de mortalidad o de infarto de miocardio.
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Por "aumento del riesgo" se entiende que un paciente para quien la actividad de la sPLA2 es mayor que el valor
predeterminado es mas probable que fallezca o que esté afectado con un evento cardiaco y/o evento vascular que un
individuo para el cual la actividad de la sPLA2 esta por debajo de dicho valor predeterminado.

De acuerdo con la solicitud, los siguientes eventos se consideran particularmente como que son eventos cardiacos y/o
vasculares: infarto de miocardio (Ml), accidente cerebro vascular, hospitalizacion debido a enfermedades cardiacas y/o
vasculares, y procedimientos de revascularizacion.

La medida de la actividad de la sPLA2 se puede realizar por un ensayo fluorimétrico de acuerdo con Radvanyi y otros,
(1989) Anal Biochem. 177:103-9 modificado por Pernas y otros, (Pernas y otros, Biochem. Biophys. Res. Commun.
(1991) 178:1298-1305). En particular, se usa el siguiente ensayo. La sal sddica 1-hexadecanoilo-2-(1-pirenodecanoilo)-
sn-glicero-3-fosfometanol (Interchim, Montlugon, Francia) se usa como un sustrato para la sPLA2. La hidrdlisis de este
sustrato por la sPLA2 produce el acido 1-pirenodecanoico, que emite fluorescencia a 397 nm. Un volumen (E) de 0.03
ml de los plasmas alicuotados se mezcla con 5 nmoles del sustrato en presencia de 10 mM tris-HCI pH 8.7, 0.1 % de
albdmina, 10 mM de CaClz en un volumen total de 2.5 ml, y la fluorescencia (F) se mide a 397 nm después de un
minuto. El 100% de la hidrdlisis del sustrato se obtiene con 0.1 U de la PLA2 del veneno de abeja (Sigma Chemical Co.,
Francia) durante un minuto, el valor de la fluorescencia al final del minuto de reaccion (Fmax) asi corresponde a una
actividad, de 2 nmoles/min (Vmax). La actividad (A) de la muestra (expresada en nmoles/ml/min) estd dada por la
siguiente formula:

A=VmuF
E.Fmax

Las muestras se diluyen cuando la hidrolisis del sustrato esta por encima de 50%. La hidrdlisis del sustrato en ausencia
de plasma se usa como control negativo y se deduce a partir de la actividad de la PLA2. Todas las muestras se prueban
por duplicado. La minima actividad detectable y el limite de deteccién es 0.10 nmoles/min/ml y el coeficiente de
variacion intra e inter ensayo es menor que 10%.

Todos los valores numéricos dados en la presente descripcion para la actividad de la sPLA2 en el plasma se miden de
acuerdo con el ensayo definido anteriormente.

La expresién "valor predeterminado” designa un valor umbral por encima del cual la actividad de la sPLA2 en el plasma
se considera que es importante para una afliccion actual o futura de un paciente con un evento cardiaco y/o vascular o
patologia relacionada.

La expresion "mayor actividad de la sPLA2" significa que para ser indicativo de un aumento del riesgo, el valor de la
actividad de la sPLA2 del paciente debe ser mayor que el valor predeterminado.

De acuerdo con una modalidad particular del método definido anteriormente, el paciente se ha diagnosticado como
sustancialmente sano, particularmente con respecto a enfermedades relacionadas con la aterosclerosis, cardiacas y/o
vasculares.

Por "sustancialmente sano" se entiende que el paciente no presenta sintomas de afliccion por una enfermedad,
particularmente por una enfermedad relacionada con la aterosclerosis, cardiaca y/o vascular. Tales enfermedades
comprenden particularmente: las enfermedades arterio coronarias (CAD), aterosclerosis de la carétida, aterosclerosis
aortica, aterosclerosis iliaca o femoral, aneurisma vascular, calcificacion vascular, hipertension, insuficiencia cardiaca y
diabetes.

De acuerdo con otra modalidad particular del método definido anteriormente, el paciente se ha diagnosticado como que
presenta uno de los siguientes trastornos coronarios:

° los trastornos isquémicos crénicos sin necrosis miocardica, tal como la angina de pecho estable o de esfuerzo,
° trastornos isquémicos agudos sin necrosis miocéardica, tal como la angina de pecho inestable,
o trastornos isquémicos con necrosis miocardica, tal como el infarto de miocardio con elevacion del segmento ST

o el infarto de miocardio sin elevacion del segmento ST.

La isquemia tisular se define a menudo en términos relativos y se produce cuando las necesidades de oxigeno exceden
la entrega de oxigeno a los tejidos. Hay un desequilibrio entre la demanda y el suministro de oxigeno del tejido
(miocardico por ejemplo). Esta afeccion de falta de oxigeno puede estar acompafada por la eliminacion inadecuada de
los metabolitos como consecuencia de la perfusiéon reducida. La isquemia miocardica se puede diagnosticar
clinicamente (dolor en el pecho, por ejemplo), biolégicamente (aumento de la actividad de la mieloperoxidasa por
ejemplo), metabodlicamente, por medio del uso de la escintigrafia, por el analisis de los trastornos de movimiento de la
pared regional o por el uso de un electrocardiograma (las modificaciones tipicas del segmento ST, la desviacién superior
o inferior del segmento ST, los cambios tipicos de la onda T tal como la inversion de la onda T o las ondas T positivas
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simétricas pronunciada o de amplitud alta). La isquemia silente tipicamente se diagnostica por medio del uso de la
escintigrafia o un registro de electrocardiograma de 24h.

La angina estable y de esfuerzo tipicamente se manifiestan por un dolor en el pecho durante el ejercicio y se recupera
lentamente en reposo. Por lo general, refleja la isquemia tisular durante el ejercicio.

La angina inestable es o bien un reciente aumento en la frecuencia y/o la gravedad de la angina estable, un primer
episodio de angina, o0 una angina en reposo.

La necrosis del miocardio tipicamente se diagnostica por un aumento en las enzimas miocardicas (por ejemplo
troponina I, troponina T, CPK) en la sangre circulante.

La isquemia miocardica se pude diagnosticar clinicamente (dolor en el pecho por ejemplo), biolégicamente (aumento en
la actividad de la mieloperoxidasa por ejemplo), metabdlicamente, por medio del uso de la escintigrafia, por el analisis
de los trastornos de movimiento de la pared regional o por el uso de un electrocardiograma (las modificaciones tipicas
del segmento ST, la desviacién superior o inferior del segmento ST, los cambios tipicos de la onda T tal como la
inversion de la onda T o las ondas T positivas simétricas pronunciada o de amplitud alta).

De acuerdo con el método definido anteriormente, la paricion de los sintomas isquémicos se ha diagnosticado en el
paciente.

En el método definido anteriormente, el valor predeterminado se corresponde con una actividad de la sPLA2
comprendida en el intervalo de actividad de la sPLA2 de dos tercios, particularmente la mitad, mas particularmente la
tercera parte, de los individuos que tienen la mas alta actividad de sPLA2 en relacién a todos los individuos que
constituyen una poblacién dada de individuos sustancialmente sanos.

Segun lo previsto anteriormente, una poblacién dada de individuos sustancialmente sanos se divide en tres partes (0
terciles), que contiene cada uno el mismo numero de individuos, un tercil correspondiente a la parte de la poblacion
dada con las actividades de sPLA2 mas altas, un segundo tercil correspondiente a la parte de la poblacion dada con las
actividades de sPLA2 mas bajas, y el tercer tercil correspondiente al resto de la poblacion.

En una modalidad particularmente preferida del método definido anteriormente, la actividad de la sPLA2 del paciente es
mayor que aproximadamente 1.8 nmoles/ml/min, particularmente mayor que aproximadamente 2 nmoles/ml/min, mas
particularmente mayor que aproximadamente 2.5 nmoles/ml/min, preferentemente mayor que aproximadamente 2.9
nmoles/ml/min, y con mayor preferencia mayor que 3.3.

En una modalidad preferida del método definido anteriormente, la actividad de la sPLA2 del paciente es menor que
aproximadamente 7 nmoles/ml/min.

En otra modalidad preferida del método definido anteriormente, la actividad de la sPLA2 del paciente es mayor que
aproximadamente 1.8 nmoles/ml/min y menor que 7 nmoles/ml/min, particularmente mayor que aproximadamente 2
nmoles/ml/min y menor que 7 nmoles/ml/min, mas particularmente mayor que aproximadamente 2.5nmoles/ml/min y
menor que 7 nmoles/ml/min, preferentemente mayor que aproximadamente 2.9 nmoles/ml/min y menor que 7
nmoles/ml/min, y con mayor preferencia mayor que 3.3 y menor que 7 nmoles/ml/min.

En una modalidad adicionalmente preferida del método definido anteriormente, la actividad de la sPLA2 del paciente es
mayor que aproximadamente 3.3 nmoles/ml/min y menor que 7 nmoles/ml/min.

La actividad de la sPLA2 se mide de acuerdo con el método de ensayo mencionado anteriormente, particularmente el
sustrato usado es la sal sddica de 1-hexadecanoilo-2-(1-pirenodecanoilo)-sn-glicero-3-fosfometanol y la PLA2 de
normalizacion es la PLA2 del veneno de abeja.

En otra modalidad particularmente preferida del método definido anteriormente, la actividad sPLA2 se mide en una
muestra biolégica , particularmente una muestra de suero o una de plasma, y mas particularmente una muestra de
plasma heparinizado.

Por muestra de plasma heparinizado, se entiende que los tubos de recogida de plasma se han heparinizado antes de la
adicion de plasma, particularmente con heparina no fraccionada.

La presente invencion ademas se refiere a un método in vitro o ex vivo para el diagnéstico del infarto de miocardio en un
paciente de acuerdo con la reivindicacion 5, que comprende:

o determinar la actividad de la sPLA2 de dicho paciente,
o comparar dicha actividad con un valor predeterminado,
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una mayor actividad de la sPLA2 de dicho paciente, en comparacion con dicho valor predeterminado es indicativo de
infarto de miocardio.

En una modalidad particular del método in vitro o ex vivo definido anteriormente, una mayor actividad de la sPLA2 de un
paciente en comparaciéon con un valor predeterminado es indicativo de la afliccion de dicho paciente con una
enfermedad cardiaca y/o vascular en el momento en que se hace la determinacién de la actividad de la sPLA2 de dicho
paciente, o es indicativo de una futura afliccion de dicho paciente con una enfermedad cardiaca y/o vascular,
particularmente mas de 72 horas después del momento en que se hace la determinacion de la actividad de la sPLA2 de
dicho paciente.

Por "afliccién futura" se entiende una afliccion cuya aparicién se produce después del momento en que se ha hecho la
determinacion de la actividad de la sPLA2 de dicho paciente.

En otra modalidad particular del método in vitro o ex vivo definido anteriormente, la actividad de la sPLA2 del paciente
es mayor que aproximadamente 1.8 nmoles/ml/min, particularmente mayor que aproximadamente 2 nmoles/ml/min, mas
particularmente mayor que aproximadamente 2.5 nmoles/ml/min, preferentemente mayor que aproximadamente 2.9
nmoles/ml/min, y con mayor preferencia mayor que aproximadamente 3.3 nmoles/ml/min.

En una modalidad preferida del método in vitro o ex vivo definido anteriormente, la actividad de la sPLA2 del paciente es
menor que aproximadamente 7 nmoles/ml/min.

En otra modalidad preferida del método in vitro o ex vivo definido anteriormente, la actividad de la sPLA2 del paciente es
mayor que aproximadamente 1.8 nmoles/ml/min y menor que 7 nmoles/ml/min, particularmente mayor que
aproximadamente 2 nmoles/ml/min y menor que 7 nmoles/ml/min, mas particularmente mayor que aproximadamente 2.5
nmoles/ml/min y menor que 7 nmoles/ml/min, preferentemente mayor que aproximadamente 2.9 nmoles/ml/min y menor
que 7 nmoles/ml/min, y con mayor preferencia mayor que 3.3 y menor que 7 nmoles/ml/min.

En otra modalidad particularmente preferida del método in vitro o ex vivo definido anteriormente, la actividad de la
sPLA2 se mide en una muestra bioldgica , particularmente una muestra de suero o una de plasma, y mas
particularmente una muestra de plasma heparinizado.

Descripcion de los figuras
Figura 1

La Figura 1 representa la incidencia acumulada de muerte e infarto de miocardio (MI) (eje vertical, en %) versus los dias
después del ingreso hospitalario (eje horizontal) del paciente con una actividad plasmatica de la sPLA2 menor que 1.7
nmoles/min/ml, entre 1.8 y 2.8 nmoles/min/ml, y por encima de 2.9 nmoles/min/ml.

Figura 2

La Figura 2 representa la proporcion de pacientes no afectados por la muerte y el infarto de miocardio (M) (eje vertical)
versus los dias después del ingreso hospitalario (eje horizontal), de los pacientes que tienen un nivel plasmatico de
sPLA2 en el primer, el segundo o el tercer tercil respectivamente de la reparticion global de los niveles plasmaticos de
sPLA22 para estos pacientes.

EJEMPLOS

Ejemplo 1

Métodos
Estudio de poblacién

Los detalles completos de la metodologia GRACE se han publicado (Steg y otros, (2004) Circulation 109:494-9). Los
pacientes incluidos en este subestudio (a partir del 28 de septiembre de 2000 al 24 de octubre de 2002) se reclutaron en
3 centros en Francia y un centro de Escocia. Los criterios de inclusion para el presente estudio fueron la edad 218 afios,
un diagnostico preventivo de ACS (sindrome coronario agudo) y al menos uno de los siguientes criterios: cambios
dinamicos en el ECG compatibles con el ACS, aumentos en serie en los niveles séricos de los marcadores bioquimicos
de necrosis cardiaca y/o la documentacion de la enfermedad arterio coronaria. Los criterios de exclusion fueron el infarto
de miocardio reciente con elevacién persistente de los marcadores séricos bioquimicos de necrosis cardiaca, clase de
Killip IV, trauma, cirugia, comorbilidad significativa, esperanza de vida de menos de 6 meses, un diagndstico de cancer,
positividad al VIH, hemoglobinuria nocturna paroxistica, sindrome urémico hemolitico, purpura trombocitopénica
trombdtica, trombocitopenia autoinmune, trombocitopenia inducida por heparina, sindrome anti-fosfolipido, lupus
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eritematoso sistémico y enfermedad de Crohn. En 6 meses después del alta hospitalaria, los pacientes tuvieron un
seguimiento por teléfono, visitas a la clinica, o llamadas al médico de atencién primaria.

Se usaron definiciones normalizadas de todas las variables relacionadas con el paciente y los diagndsticos clinicos, asi
como las complicaciones hospitalarias y los resultados. Todos los casos se asignaron a una de las siguientes
categorias: STEMI (infarto del miocardio con elevacion de segmento ST), NSTEMI el (infarto del miocardio sin elevacion
del segmento ST) o angina inestable. Estas definiciones tienen en cuenta la presentacion clinica, los hallazgos del ECG,
y los resultados de los marcadores séricos bioquimicos de necrosis. La angina inestable se defini6 como ACS con los
marcadores bioquimicos de necrosis normales (particularmente la troponina 1). Los pacientes se categorizaron en el
momento del ingreso hospitalario de acuerdo con la clasificacion de Killip y Kimball para los signos de insuficiencia
cardiaca.

Muestreo de sangre y analisis bioquimicos

Las muestras de sangre se recogieron en tubos con heparina en el momento de la inscripcion (la primera mafana de
trabajo después de la admision) e inmediatamente se centrifugaron a 3,000 rpm a 4°C durante 10 minutos. El plasma
resultante se dividio en alicuotas, se congeld y se envié en hielo seco al Xavier Bichat-Claude Bernard Hospital (Paris,
Francia), donde se mantuvieron a -70°C hasta su analisis.

La proteina C-reactiva (CRP) se midié mediante una prueba de alta sensibilidad realizada en un analizador Behring BN
Il, (Behring Diagnostics) y el nivel de la troponina | cardiaca (cTnl) se cuantific6 mediante el uso de un sistema
automatizado (analizador RXL HM, Dade Behring).

La interleucina-18 (IL-18) de alta sensibilidad se midié por medio del uso de un kit de ELISA humano (MBL Co., Japén)
con un limite de deteccién de 12.5 pg/ml.

Los niveles de la sPLA2 inmuno-reactiva en el plasma se midieron mediante un ensayo inmunométrico basado en una
técnica de tipo "sandwich" de doble anticuerpo, por medio del uso de un anticuerpo monoclonal especifico para la PLA2
secretada de tipo IIA (Cayman Chemical Company, Estados Unidos). Este anticuerpo no tiene reactividad cruzada con
las sPLA2 de tipo |, IV, o tipo V (Cayman Chemical Company, Estados Unidos). La concentracion minima detectable fue
15.6 pg/ml y el coeficiente de variacion intra e inter ensayo (CV) fue <10%.

La actividad de la sPLA2 plasmatica se midié6 mediante un ensayo fluorimétrico selectivo de Radvanyi y otros, (1989)
Anal. Biochem 177:103-9 modificado por Pernas y otros, (1991) Biochem. Biophys. Res. Commun. 178:1298-1305. En
resumen, la sal sédica de 1-hexadecanoilo-2-(1-pirenodecanoilo)-sn-glicero-3-fosfometanol (Molecular Probe) se usoé
como un sustrato para la sPLA2. La hidrdlisis de este sustrato por la sPLA2 produce el acido 1-pirenodecanoico, que
emite fluorescencia a 397 nm. Un volumen de 0.03 ml (E) de los plasmas alicuotados se mezcléd con 5 nmoles del
sustrato en presencia de 10 mM tris-HCI pH 8.7, 0.1 % de albumina, 10 mM CaCl; en un volumen total de 2.5 ml, y la
fluorescencia (F) se midié a 397 nm después de un minuto. El 100% de la hidrdlisis del sustrato se obtiene con 0.1 U de
la PLA2 del veneno de abeja (Sigma Chemical Co., Francia) durante un minuto, el valor de la fluorescencia al final del
minuto de reaccion (Fmax) asi corresponde a una actividad, de 2 nmoles/min (Vmax). La actividad (A) de la muestra
(expresada en nmoles/min/ml) esta dada por la siguiente férmula:

_ Vmax F
EFmax

Las muestras se diluyeron cuando la hidrolisis del sustrato estaba por encima de 50%. La hidrolisis del sustrato en
ausencia de plasma se us6é como control negativo y se dedujo a partir de la actividad de la PLA2. Todas las muestras se
probaron por duplicado. La actividad minima detectable y el limite de deteccidn fue 0.10 nmoles/min/ml y el CV intra e
inter ensayo fue < 10%.

Analisis estadistico

Las asociaciones potenciales entre la actividad de la sSPLA2 en el plasma y los parametros clinicos se probaron en un
analisis univariado por medio del uso de la prueba de la t de Student o ANOVA para las variables categoéricas y la
correlaciéon de Pearson para la edad. Los predictores univariados con p <= 0.05 se incluyeron en un analisis de
regresion lineal multivariado por etapas.

Las correlaciones entre la actividad de la sPLA2 en el plasma y las variables biologicas se evaluaron mediante los
coeficientes de correlacién de Pearson. Las comparaciones entre los grupos de pacientes de acuerdo con los terciles de
la actividad de la sPLA2 se realizaron mediante ANOVA para variables continuas y chi-cuadrado o la prueba exacta de
Fisher para las variables categoéricas. Las curvas de supervivencia se obtuvieron a partir de los estimados de Kaplan-
Meier. La supervivencia global se defini6 como el intervalo de tiempo entre la fecha de ingreso hospitalario y la fecha de
muerte de todas las causas. Los pacientes vivos en el Ultimo seguimiento se censaron. La supervivencia libre de MI
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(infarto de miocardio) se define como el intervalo de tiempo entre la fecha de ingreso hospitalario y la fecha de la
recurrencia del infarto de miocardio. La muerte y los pacientes vivos sin recurrencia de Ml en el ultimo seguimiento se
censaron. Para la variable combinada, la supervivencia se definié como el intervalo de tiempo entre la fecha de ingreso
hospitalario y la fecha del primer evento. Los pacientes vivos sin recurrencia de MI en el Ultimo seguimiento se
censaron. Las comparaciones de las distribuciones de supervivencia se realizaron mediante las pruebas Log Rank.

Los predictores independientes de muerte, el Ml y la muerte o el Ml se identificaron por medio del uso de un modelo de
regresion de Cox de riesgo proporcional. Las variables incluidas en el modelo fueron predictores univariados con
p<0.05. Todos los analisis se realizaron con el software SAS version 8.2 (SAS Institute, Cary, NC).

Resultados

La poblacién de estudio consistio en 458 pacientes con ACS, 38.5% con STEMI, 52.5% con NSTEMI y 49% con angina
inestable. La mediana del seguimiento después del ingreso fue de 6.5 meses (percentil 25: 6 meses, percentil 75: 7.5
meses). El tiempo medio (+ DE) de aparicion de los sintomas clinicos al muestreo de sangre fue 30.05 + 21.3 horas.
Este intervalo de tiempo no se correlacioné con los niveles plasmaticos de sPLA2 (P=0.45). La actividad de la sPLA2 en
el plasma se encontraba en el intervalo de<0.1 a 16.9 nmoles/min/ml con una media de 2.63+1.69 nmoles/min/ml. Un
afo de incidencia acumulado de muerte o de MI: 9.63% (S.E : 0.02).

Asociacion de la actividad de la sPLA2 en el plasma con los valores iniciales de las variables clinicas y
biologicas

En el andlisis univariado, las variables clinicas asociadas con una mayor actividad de la sPLA2 fueron el reclutamiento
de pacientes en Escocia (versus el reclutamiento en Francia), el sexo masculino, la edad, los antecedentes de diabetes,
hipertension y un cuadro clinico con STEMI o clase de Killip >1. El tratamiento con heparina no fraccionada dentro de
las primeras 24 horas se asocié ademas con mayor actividad de la sPLA2. Una historia de angina de pecho, infarto de
miocardio, angiografia coronaria 0 angioplastia, una historia de hiperlipidemia o tratamiento de heparina LMW (bajo
peso molecular) se asociaron con niveles de sPLA2 mas bajos. En el analisis multivariado, el centro de reclutamiento, la
edad, el diagndstico de STEMI en el ingreso, la presentacion con la clase de Killip >1 y el tratamiento con la heparina no
fraccionada fueron predictores significativos de alta actividad de la sPLA2 (Tabla 1). Una historia de hiperlipidemia se
asocio significativamente con actividad de la sPLA2 mas baja (Tabla 1).

Cuando la poblacion de pacientes se estudié de acuerdo con los terciles de la actividad de la sPLA2 (Tabla 2), la edad
mayor, una historia de insuficiencia cardiaca, la clase de Killip >1 en el ingreso, y los mayores valores de Tnl y CRP se
asociaron mas frecuentemente con mayor actividad de la sPLA2, mientras que una historia de angioplastia coronaria,
hiperlipidemia o mayores niveles de colesterol medidos durante las primeras 24 horas después del ingreso fueron mas
frecuentes en los terciles inferiores de sPLA2 (Tabla 2).

La actividad de la sPLA2 en el plasma se correlacion6 modestamente con los niveles de CRP (r=0.47, P<0.0001).
Aunque estadisticamente significativas, las asociaciones entre la actividad de la sPLA2 y los niveles de Tnl (r=0.12,
P=0.01), los niveles de colesterol total (r=-0.17, P=0.009) y el colesterol LDL (r=-0.18, P=0.007) fueron débiles. No se
encontrod correlacion entre la actividad de la sPLA2 y los niveles de IL- 18 (r=0.02, P=0.74). Ademas, la correlacion entre
la actividad plasmatica de la sPLA2 y el nivel del antigeno sPLA2 en el plasma fue inesperadamente baja (r=0.66,
P<0.0001); como consecuencia, los resultados obtenidos para la actividad de la sPLA2 no se pudieron deducir del nivel
plasmatico de sPLA2; este hallazgo inesperado se podria explicar por la presencia de una cantidad sustancial de las
enzimas sPLA2 en el plasma no activas o ligeramente activas.

Asociacion de los valores iniciales de la actividad de la sPLA2 en el plasma con los resultados clinicos.

Los valores iniciales medios de la actividad de la sPLA2 fue mayor entre los pacientes que murieron o tuvieron MI nuevo
o recurrente que entre los que estaban vivos y libres de Ml a los 6 meses de seguimiento (3.31+1.22 vs. 2.57+1.72,
respectivamente, P=0.02). No se observd asociacion entre los resultados clinicos y ya sea la CRP o los niveles de IL-18.

La tasa de muerte y MI nuevo o recurrente aument6 de acuerdo con los terciles crecientes de la actividad de la sPLA2.
Los pacientes en el tercil superior de sPLA2 tuvieron un riesgo relativo de 4.30 (el intervalo de confianza del 95 por
ciento, 2.1 a 8.7) por muerte y MI (P<0.0001) (Eigura 1). Esta asociaciéon se mantuvo significativa en los subgrupos de
pacientes con STEMI (RR=6.9; 1.5-31.8), los pacientes con NSTEMI o angina inestable (RR=3.8; 1.7-8.7), los pacientes
con la clase de Killip <1 (RR=3.8; 1.4-10.4), los pacientes con la clase de Killip >1 (RR=2.8; 1.0-7.7), los pacientes con
CRP<10 mg/l (4.7; 1.8-12.1) y los pacientes con los niveles de CRP>10 mg/l (4.0; 1.3-12.2).

Los ajustes para potenciales variables de confusién en un modelo de regresiéon de Cox, que incluyen la edad, una
historia de hipertension, diabetes, infarto de miocardio, insuficiencia cardiaca, angiografia coronaria o angioplastia, clase
de Killip, desviacion del segmento ST, revascularizacion coronaria (angioplastia o cirugia de derivacion arterio
coronaria), y creatinina no alteré la fuerte asociacion entre los altos niveles de los valores iniciales de la actividad de la
sPLA2 y un aumento del riesgo de eventos coronarios mayores en el seguimiento (Tabla 3).
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El riesgo relativo ajustado para la muerte, el Ml no mortal o la variable combinada de muerte y Ml en el tercer tercil de la
sPLA2 fueron 2.61 (el intervalo de confianza del 95 por ciento, 1.01 a 6.39) (P=0.036), 6.1 (el intervalo de confianza del
95 por ciento, 1.91 a 19.21) (P=0.002) and 3.3 (el intervalo de confianza del 95 por ciento, 1.56 a 6.85) (P=0.002),
respectivamente.

Ademas, el riesgo relativo ajustado para la variable combinada de muerte y Ml para una actividad de la sPLA2 en el
plasma mayor que 1.8 fue 2.44 (el intervalo de confianza del 95 por ciento, 0.70 a 8.48), 2.19 (el intervalo de confianza
del 95 por ciento, 0.73 a 6.58) para una actividad de la sPLA2 en el plasma mayor que 2, 2.4 (el intervalo de confianza
del 95 por ciento, 1.02 a 5.65) para una actividad de la sPLA2 en el plasma mayor que 2.5, 3.08 (el intervalo de
confianza del 95 por ciento, 1.37 a 6.91) para una actividad de la sSPLA2 en el plasma mayor que 2.9 y 2.26 (el intervalo
de confianza del 95 por ciento, 1.11 a 4.66) para una actividad plasmatica de sPLA2 mayor que 3.3 (N.B. la actividad
plasmatica de sPLA2 se expresa en nmoles/min/ml).

No se encontré ninguna asociacion significativa entre el nivel del antigeno sPLA2 y la variable combinada de muerte o
MI (riesgo relativo, 1.44, P=0.3). Finalmente, se verificé que la puntuacion de GRACE, previamente demostré ser
altamente predictiva de los eventos de recurrencia (Eagle y otros, (2004) Jama.291:2727-33), predijeron
significativamente los resultados adversos en el presente estudio (riesgo relativo para cada aumento de un punto en la
puntuacion, 1.03; el intervalo de confianza del 95 por ciento, 1.02 a 1.04, P<0.0001). Interesantemente, en un modelo de
regresion de Cox que incluyen la puntuacion de GRACE, el ajuste de riesgo relativo para la variable combinada de
muerte o Ml en el tercer tercil de la actividad de la sPLA2 fue 2.78 (el intervalo de confianza del 95 por ciento, 1.30 a
5.93) (P=0.006). EI nivel del antigeno sPLA2 no afiadié ninguna informacion de prondstico importante a la puntuacion
GRACE (P=0.3).

Comparacion con otros marcadores

Los procesos inflamatorios y trombéticos son los principales determinantes de las complicaciones de la placa
aterosclerotica que conducen a los sindromes coronarios agudos (ACS) y la muerte subita. Ademas de los estudios
patolégicos que muestran una asociacién importante entre la inflamacion de la placa y la ruptura de la placa en
humanos, y los datos experimentales que muestran un papel critico de la respuesta inmuno-inflamatoria tanto en el
desarrollo y la composicién de la placa, la ultima década ha sido testigo de un creciente interés en el estudio del papel
de los marcadores inflamatorios sistémicos y su relacion con las graves complicaciones clinicas de la aterosclerosis.
Varios marcadores inflamatorios circulantes, que incluyen CRP, IL-6, el antagonista del receptor de la IL-1 (IL-1ra), la
molécula de adhesién celular vascular (VCAM)-1, y mas recientemente la mieloperoxidasa, se ha demostrado que estan
elevados en los pacientes con ACS y que estan asociados con los resultados clinicos adversos durante el seguimiento.
En este estudio, los inventores han demostrado que la actividad de la sSPLA2 en el plasma, en contraste con la CRP o la
IL-18, es un importante predictor independiente de muerte y MI nuevo o recurrente en pacientes con ACS.

CRP

Desde el estudio de referencia por Liuzzo y otros, (Liuzzo y otros, (1994) N Engl J Med.; 331:417-24), numerosos
estudios han abordado el valor pronéstico de la CRP en pacientes con ACS. Mayores niveles de CRP se asociaron con
un aumento del riesgo durante el seguimiento en varios ensayos aleatorizados de pacientes con angina inestable o
NSTEMI, que incluyen TIMI lla (Morrow y otros, (1998) J Am Coll Cardiol.; 31:1460-5), CAPTURE (Heeschen y otros,
(2000) J Am Coll Cardiol.; 35:1535-42), FRISC (Lindahl y otros, (2000) N Engl J Med.; 343:1139-47) y GUSTO-IV
(James y otros, (2003) Circulation.; 108:275-81). Los niveles de CRP en los pacientes de ACS asignados a los primeros
procedimientos de revascularizacion invasiva ademas predijeron los resultados adversos (Mueller y otros, (2002)
Circulation.; 105:1412-5). Sin embargo, el valor predictivo independiente de CRP en pacientes con STEMI o en
pacientes con ACS, reclutados fuera de los ensayos clinicos aleatorios, es discutible (Zairis y otros, (2002) Am Heart J.;
144:782-9; Bennermo y otros, (2003) J Intern Med.; 254:244-50; Benamer y otros, (1998) Am J Cardiol.; 82:845-50). En
el presente subestudio observacional a partir de GRACE, la CRP medida unas pocas horas después del ingreso por el
ACS (en su mayoria STEMI y NSTEMI) no se asocié con los resultados adversos, lo que sugirié que en la practica
diaria, una Unica medicién temprana de CRP en pacientes ingresados por ACS no podia afadir informacion predictiva
significativa sobre las variables clinicas.

IL-18

Sobre la base de los anteriores datos experimentales por los inventores y otros que muestran un potente papel
proaterogénico para la IL-18 endégena (Mallat y otros, (2001) Circ Res.; 89:E41-5; Whitman y otros, (2002) Circ Res.;
90:E34-8), se han medido los niveles de IL-18 en el plasma en pacientes con una historia de enfermedad de las arterias
coronarias y en hombres sanos de mediana edad y resultdé ser un predictor independiente de eventos coronarios
(Blankenberg y otros, (2002) Circulation.; 106:24-30; Blankenberg y otros, (2003) Circulation.; 108:2453-9). En el
presente estudio, no se encontrd ninguna asociacion entre los niveles de IL-18, medida en el ingreso, y los resultados
adversos durante el seguimiento en los pacientes con ACS. Estos resultados en conjunto sugieren que el valor
pronodstico de la medicion de IL-18 varia de acuerdo con la actividad de la enfermedad en el momento del muestreo.
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Esto se podria relacionar con multiples factores, que incluyen las variables de confusién no probadas, un papel
diferencial de la IL.18 en diferentes situaciones clinicas o a diferencias en la produccién de la proteina de unién de la IL-
18, el inhibidor endégeno de la IL-18. Estas consideraciones se deben tener en cuenta en futuros estudios de
evaluacién de las implicaciones de prondsticos de la IL-18 en pacientes con ACS.

Nivel del antigeno sPLA2 en el plasma

El hallazgo mas importante y novedoso en este estudio contemporaneo es la demostracion de que una Unica
determinacion de la actividad de la sPLA2, obtenida durante los 2 dias, con una media de 30 horas, después de la
aparicion de los sintomas isquémicos, proporciona informaciéon de prondstico potente en pacientes con ACS. La
asociacion entre la actividad de la sPLA2 y el riesgo de muerte e infarto de miocardio fue independiente de otros
predictores conocidos de los principales resultados adversos en los pacientes con ACS, que incluyen la presencia o
ausencia de una historia de infarto de miocardio y la presencia o ausencia de signos clinicos de insuficiencia cardiaca
en el ingreso (Steg y otros, (2004) Circulation.; 109:494-9). Curiosamente, este hallazgo de un fuerte valor predictivo de
la actividad de la sPLA2 se obtuvo a pesar de la heterogeneidad de la poblacién bajo estudio en cuanto a la
presentacion clinica, fisiopatologia y el riesgo asociado a cada tipo de sindromes coronarios agudos y la alta tasa de
revascularizacion en el hospital, compatible con la practica cotidiana actual. Esto sugiere que la activacion de la sPLA2
puede ser un mecanismo critico y comun entre los pacientes con riesgo de muerte e infarto de miocardio después de los
sindromes coronarios agudos.

Un pequeio estudio previo ha demostrado que en los pacientes con angina inestable, un mayor nivel plasmatico de
sPLA2 se asocia con una mayor probabilidad de desarrollar eventos coronarios, principalmente revascularizaciones
coronarias y reingresos, durante un periodo de seguimiento de 2 afios (Kugiyama y otros, (2000) Am J Cardiol.; 86:718-
22). Este estudio anterior se centraba en un numero limitado de pacientes homogéneos y sélo incluyd 52 pacientes con
angina inestable que no tenian ningun aumento de los marcadores bioquimicos de necrosis. Adicionalmente, no se
realiz6 ninguna medicion directa de la actividad de la sPLA2.

En comparacion, el presente estudio ha demostrado que no se encontré asociacion significativa entre el nivel del
antigeno sPLA2 y la variable combinada de muerte y MI (riesgo relativo, 1.44, P=0.3) asi como para MI solo riesgo
relativo 0.5, P=0.7) (Figura 2). Ademas, el presente estudio se amplia a los pacientes con ACS grave, y muestra que la
actividad de la sPLA2 es un predictor fuerte e independiente de muerte e infarto de miocardio en pacientes con STEMI y
pacientes con NSTEMI.

Beneficios del uso de la actividad de la sPLA2 como marcador de riesgo

La importancia de la evaluacién de la actividad de la sPLA2 en comparacidon con otros marcadores inflamatorios
probados previamente en los sindromes coronarios agudos es de varios 6rdenes.

A diferencia de los biomarcadores cardiacos tradicionales usados para predecir los resultados adversos en pacientes
con ACS, la actividad de la sPLA2 ha demostrado que actia en multiples rutas criticas implicadas en la aterogénesis, a
partir de la oxidacién de los lipidos para la modulacion de la activacion de las células vasculares e inflamatorias y la
apoptosis. La sPLA2 se expresa en varios tejidos y podria ser uno de los reactantes de la fase aguda (Pruzanski y
Vadas (1991) Immunol Today.; 12:143-6; Murakami y otros, (1995) J Lipid Mediat Cell Signal.; 12:119-30).
Curiosamente, la sPLA2 esta expresada ya en la pared arterial normal. (Hurt-Camejo y otros, (1997) Arterioscler Thromb
Vasc Biol.; 17:300-9; Elinder y otros, (1997) Arterioscler Thromb Vasc Biol.; 17:2257-63) y su expresion rapidamente se
regula de manera ascendente mediante estimulos inflamatorios (Pruzanski y Vadas (1991) Immunol Today.; 12:143-6;
Murakami y otros, (1995) J Lipid Mediat Cell Signal.; 12:119-30; Nakano y Arita (1990) FEBS Lett.; 273:23-6, Murakami
y otros, (1993) J Biol Chem.; 268:839-44, Kuwata y otros, (1998) J Biol Chem.; 273:1733-40), lo que sugiere un papel
potencial para la sPLA2 al comenzar las fases tempranas de la respuesta del vaso a la lesion. En contraste con un
nuamero de otros marcadores inflamatorios, la sPLA2 ha demostrado ser una potente enzima proaterogénica en un
modelo animal de aterosclerosis, que es capaz de inducir la formacion de estrias de grasa aun en ausencia de elevados
niveles de colesterol (Ivandic y otros, (1999) Arterioscler Thromb Vasc Biol.; 19:1284-90), lo que sugiere una implicacién
directa de las rutas mediadas por la sPLA2 en la aterosclerosis.

La sPLA2 estimula la oxidacion de la LDL nativa (Mangin y otros, (1993) Circ Res.; 72:161-6) y esta implicada en la
liberacion de é&cidos grasos poliinsaturados, lo que conduce a la produccion de fosfolipidos biolégicamente activos
derivados a partir de 1-palmitoilo-2-araquidonoilo-sn-glicero-3 fosforilcolina (PAPC) (Leitinger y otros, (1999) Arterioscler
Thromb Vasc Biol.; 19:1291-8). Estos productos de oxidacion juegan un importante papel en la activacion endotelial, de
las plaquetas, monocitos y en las interacciones monocitos-endoteliales, todos los procesos conocidos que son etapas
criticas en la aterogénesis. Los mediadores lipidicos producidos a través de la sPLA2, que incluyen prostaglandinas,
tromboxanos y leucotrienos han demostrado efectos proinflamatorios, protrombogénicos y proaterogénicos
significativos. Los lisofosfolipidos, que incluyen la lisofosfatidilcolina y el acido lisofosfatidico, liberado de la membrana
celular de las plaquetas y otras células en forma de microvesiculas después de la activacién de la sPLA2 (Fourcade y
otros, (1995) Cell.; 80:919-927), pueden influir en las funciones celulares (Swarthout y Walling (2000) Cell Mol Life Sci.;
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57:1978-85; Kume vy otros, (1992) J Clin Invest.; 90:1138-44) y conducen a la generacion de PAF, un potente activador
celular y un factor potencialmente proaterogénico.

La sPLA2 potencia enormemente la activacion de los linfocitos T que conduce a una mayor proliferacion, lo que sugiere
que la fosfolipasa A2 secretada en los sitios inflamatorios, que incluyen la placa aterosclerética (Menschikowski y otros,
(1995) Atherosclerosis.; 118:173-81; Hurt-Camejo y otros, (1997) Arterioscler Thromb Vasc Biol.; 17:300-9; Elinder y
otros, (1997) Arterioscler Thromb Vasc Biol.; 17:2257-63), juega un papel en la propagacién de las respuestas celulares.
De gran importancia, la sPLA2 es virtualmente inactiva sobre los fosfolipidos de las células intactas, y varios estudios
sugieren que solo las membranas donde la distribucion transversal de fosfolipidos se ha perturbado ofrecen una una
superficie conveniente capaz de interactuar con la enzima (Fourcade y otros, (1998) Adv Enzyme Regul.; 38:99-107).

Previamente los inventores han demostrado el aumento de los niveles intraplacas y circulantes de microparticulas
secretadas por la membranas que presentan una distribucion alterada de fosfolipidos con exposicion de fosfatidilserina
en la hoja externa de la membrana en pacientes con sindromes coronarios agudos en comparacion con los pacientes
estables y no coronarios (Mallat y otros, (1999) Circulation.; 99:348-353; Mallat y otros, (2000) Circulation.; 101:841-3).
Estas microparticulas pueden constituir un sustrato importante para la sPLA2 tanto en el sitio de complicacion de la
placa y circulantes en sangre. En conjunto, estos datos sugieren que la actividad de la sPLA2, en la pared arterial y la
sangre circulante, puede jugar un papel critico en las rutas inflamatorias que conducen a los sindromes coronarios
agudos, y pueden explicar, al menos en parte, el aumento de 6 veces en el infarto de miocardio nuevo o recurrente en
los pacientes con ACS.

Para que la actividad de la sPLA2 sea util en la evaluacion clinica de pacientes con ACS, debe ayudar a los clinicos en
la toma de decisiones terapéuticas. Los pacientes con bajos niveles de actividad de la sPLA2 parecen tener un riesgo
particularmente bajo de eventos adversos durante el seguimiento, lo que sugiere que, en estos pacientes, una estrategia
terapéutica agresiva o invasiva podria evitarse, lo que lleva a la reduccion de los costes y el riesgo de la terapia
innecesaria. Por otra parte, los pacientes con niveles elevados de actividad de la sPLA2 tienen un aumento del riesgo
de MI y muerte y se pueden beneficiar a partir de una terapia médica y/o de revascularizacion mas agresiva. Estos
asuntos se deben abordar especificamente en estudios futuros.

En conclusion, el nivel de actividad de la sPLA2, medida unas pocas horas después de la aparicion de los sintomas
isquémicos en pacientes con sindromes coronarios agudos, es un fuerte predictor de muerte y Ml en 6 meses de
seguimiento. Es importante destacar que el riesgo asociado con niveles elevados de actividad de la sPLA2 es
estadisticamente independiente de otros marcadores clinicos y bioldgicos asociados con un aumento del riesgo. Una
fortaleza adicional de estos hallazgos es que se obtuvieron en un estudio observacional contemporaneo realizado en el
marco del "mundo real". Asi, la medicion de la actividad de la sPLA2 proporcionara una valiosa informacién adicional
para su uso en la estratificacion del riesgo en el futuro.

Ejemplo 2

Con la metodologia descrita en el Ejemplo 1, se llevd a cabo un estudio sobre una muestra de estudio muy similar. Los
resultados obtenidos son idénticos a las conclusiones del Ejemplo 1.

La muestra de estudio consistid en 446 pacientes con ACS, 38.5% con STEMI, 52.5% con NSTEMI y 9% con angina
inestable. La mediana de seguimiento después del ingreso fue de 6.5 meses (percentil 25: 6 meses; percentil 75: 7.5
meses). La tasa de revascularizacién intrahospitalaria (PClI o CABG) fue alta: 48.3%. Un afio de incidencia acumulada
de muerte o de Ml fue: 9.63% (S.E: 0.02). La actividad de la sSPLA2 en el plasma se encontraba en el intervalo de<0.1 a
16.9 nmoles/min/ml con una media de 2.63+1.69 nmoles/min/ml. El intervalo de tiempo a partir de la aparicién de los
sintomas clinicos hasta el muestreo de sangre no se asocid con los niveles plasmaticos de actividad de la sPLA2
(P=0.45).

Asociacion de la actividad de la sPLA2 en el plasma con los valores iniciales clinicos y las variables biolégicas

Las caracteristicas de la muestra se muestran en la Tabla 4 y las variables clinicas asociadas con la actividad de la
sPLA2 se muestran en la Tabla 5. En los analisis multivariados, los predictores significativos de alta actividad de la
sPLA2 fueron el centro de reclutamiento, la edad, el diagnéstico de STEMI al ingreso, la presentacion con clase de Killip
>1 y el tratamiento con heparina no fraccionada (Tabla 5). Una historia de hiperlipidemia se asocio significativamente
con la actividad de la sPLA2 mas baja (Tabla 5). La actividad de la sPLA2 en el plasma mostré moderada asociacion
con CRP (r=0.35, P<0.0001). Aunque estadisticamente significativas, las asociaciones entre la actividad de la sPLA2 y
Tnl (r=0.23, P<0.0001), el colesterol total (r=-0.24, P<0.0001) y el colesterol LDL (r=-0.24, P=0.0003) fueron débiles. No
hubo ninguna asociacién entre la actividad de la sPLA2 y los niveles de la IL-18 (r=0.03, P=0.53). La actividad de la
sPLA2 mostré moderada asociacion con los niveles del antigeno sPLA2 (r=0.37, P<0.0001). Esto no fue inesperado ya
que la actividad de la sPLA2 es la de los distintos subtipos de sPLA2, mientras que los niveles del antigeno sPLA22 sélo
reflejaban los niveles de sPLA2 del tipo IIA.

Asociacion de los valores iniciales de la actividad de la sPLA2 en el plasma con los resultados clinicos
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Hubo 35 eventos adversos mayores (20 muertes y 15 MI). No se vio ninguna asociacion significativa entre los resultados
clinicos y los niveles tanto de CRP o IL-18 (Tabla 6). La tasa de muerte y Ml nuevo o recurrente aumentd de acuerdo
con los terciles crecientes de la actividad de la sPLA2. Los pacientes en el tercil superior de actividad de la sPLA2
tuvieron una tasa de riesgo de 4.30 (el intervalo de confianza del 95 por ciento, 2.1 a 8.7) para la muerte o Ml
(P<0.0001) (en comparacion con los otros 2 terciles) (Tabla 6). El ajuste para los factores de confusion potenciales en
un modelo de regresion de Cox por etapas, que incluye la edad, una historia de hipertension, infarto de miocardio,
insuficiencia cardiaca, enfermedad arterio coronaria, cirugia de derivacion arterio coronaria, clase de Killip>1, y el nivel
de creatinina >1.1 no alterd la fuerte asociacion entre los altos niveles de los valores iniciales de actividad de la sSPLA2 y
un aumento del riesgo de eventos coronarios mayores en el seguimiento (Tabla 6). El ajuste del cociente de riesgo para
las variables combinadas de muerte o Ml en el tercer tercil de actividad de la sPLA2 en comparacién con el primer y
segundo terciles fue 3.08 (el intervalo de confianza del 95 por ciento, 1.37 a 6.91) (P=0.006) (Tabla 7).

No se encontré ninguna asociacion significativa entre el nivel del antigeno sPLA2 y la variable combinada de muerte o
MI (el cociente de riesgo ajustado, 1.44, P=0.3). Por ultimo, se verificé que la puntuacion GRACE, que previamente se
demostro ser altamente predictiva para el evento de recurrencia, predijo significativamente los resultados adversos
(Ml/muerte) en el presente estudio (el cociente de riesgo para cada aumento de un punto en la puntuacion, 1.03; el
intervalo de confianza del 95 por ciento, 1.02 a 1.04, P<0.0001). Curiosamente, la actividad de la sPLA2 permanecid
como un predictor independiente para los eventos recurrentes después de ajustar por la puntuacion GRACE para los
eventos recurrentes en un modelo de regresion de Cox. El cociente de riesgo ajustado para la variable combinada de
muerte o Ml en el tercer tercil de la actividad de la sPLA2 fue 2.78 (el intervalo de confianza del 95 por ciento, 1.30 a
5.93) (P=0.006).

La actividad de la sPLA2 fue mayor en los pacientes reclutados en Escocia que en los pacientes reclutados en Francia
(Tabla 5). Esto puede estar relacionado, al menos en parte, a la mayor edad de los pacientes reclutados en Escocia
(P<0.0001 en comparacion con Francia), y el porcentaje mas alto de pacientes escoceses con una clase de Killip>1 al
ingreso (34.52% vs solo 12.02% en la muestra francesa de pacientes) (P<0.0001).

Ejemplo 3

Los resultados preliminares de un estudio realizado en una poblacion distinta confirmaron los resultados obtenidos en el
Ejemplo 1, para el uso de la actividad de la sPLA2 como un marcador de riesgo para los eventos cardiacos y
vasculares.

En el presente estudio se incluyeron 1105 individuos. Estos individuos se seleccionaron por haber desarrollado una
enfermedad coronaria (mortal o no) hasta noviembre de 2003 (la media de la duracién del seguimiento de 6 afios).
Ademas fueron parte del estudio 2209 controles pareados por sexo, edad y fecha de inclusion.

Los individuos se seleccionaron entre los participantes del estudio EPIC-Norfolk. Este ultimo es un estudio prospectivo
de una poblacién que incluyé 25 663 hombres y mujeres de edad de 45 a 79, que vivian en Norfolk (Reino Unido) y
llenaron un cuestionario y se sometieron a un control clinico en el momento de la inclusion (entre 1993 y 1997) (Day N, y
otros, EPIC-Norfolk: study design and characteristics of the cohort. European Prospective Investigation of Cancer. Br J
Cancer 1999;80 Suppl 1:95-103). A modo de ejemplo, las caracteristicas de los 1400 individuos de control y los 700
pacientes incluidos en el estudio EPIC-Norfolk se presentan en la Tabla 8. Cada individuo se puede identificar por la
Oficina de Estadistica Nacional del Reino Unido por los certificados de defuncién, y el estado de vida se conoce con
precision para toda la cohorte. Los pacientes ingresados en un hospital se identifican gracias a su Unico nimero del
Servicio Nacional de Salud en relacion con la base de datos Norfolk Health Authority. Los pacientes se identificaron
como que estaban afectados con una enfermedad coronaria durante el seguimiento si se hospitalizaron con un
diagnostico de enfermedad coronaria y/o murieron a consecuencia de una enfermedad coronaria. La enfermedad
coronaria se definid de acuerdo con los cédigos 410 a 414 de la Clasificacion Internacional de Enfermedades, 9™
edicion. Estos codigos incluyen todo el panel clinico de las enfermedades coronarias del angor estable al infarto.

Una muestra de sangre venosa se tomé en el momento de la inclusién en tubos secos citrados. Las muestras de sangre
(plasma y suero) se mantuvieron a -80°C en el departamento de bioquimica clinica, Universidad de Cambridge, Reino
Unido.

Las muestras de los 1105 casos de individuos y de los 2209 controles se transportaron en hielo seco y se mantuvieron a
-80°C en el departamento Biochimie B del Bichat Hospital, Paris, la actividad de la sPLA2 se midié de acuerdo con el
método descrito en el Ejemplo 1.

La distribucion del factor de riesgo cardiovascular de acuerdo con los cuartiles de actividad de la sPLA2 se determina al
analizar las relaciones entre la actividad de la sPLA2 y los factores de riesgo. Los cuartiles se definen de acuerdo con la
distribucién de la actividad de la sSPLA2 en los controles.

La relacion entre la actividad de la sPLA2 (como una variable continua) y otras variables continuas de riesgo
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cardiovascular se analizé mediante el céalculo de los coeficientes de correlacién de Pearson, asi como el valor de la

probabilidad correspondiente.

Los riesgos relativos de ocurrencia de la enfermedad coronaria y sus correspondientes intervalos de confianza (95%) se
calculan por medio del uso de un analisis de regresién logistica condicional que tiene en cuenta la edad y el sexo

coincidente.

El cuartil mas bajo de la actividad de la sPLA2 se considera como una referencia (RR=1).

Los riesgos relativos se ajustan sobre los factores de riesgo cardiovascular. Se proporcionan ajustes adicionales sobre
otras variables bioldgicas asociadas al riesgo de enfermedad coronaria.

Los analisis estadisticos se llevan a cabo con el software SAS version 8.2 (SAS Institute, Cary, NC).

Tabla 1 Asociacion entre la actividad de la sPLA2 en el plasma y los valores iniciales de las variables clinicas

Media *D.E de la actividad de Valor P Valor P
la sPLA2 univariado | multivariado
Centro de reclutamiento Escocia 3.11+1.9
<0.0001 0.0006
Francia 24 +1.5
Sexo M 2.6 £1.6
0.4
F 2819
Edad * <0.0001 0.002
Historial médico
Infarto Si 25+1.4 0.3
No 2.7 1.8
Enfermedad Arterio Coronaria | Si 25114 0.15
No 2.7 +1.8
Enfermedad cerebrovascular |Si 2.8+1.3 0.6
No 2617
Diabetes Si 3.012.2 0.08
No 25%1.6
Hipertension Si 2.8+1.8 0.07
No 25%1.6
Hiperlipidemia Si 24 +1.3 0.001 0.04
No 2919
PCI Si 2314 0.06
No 2.7 +1.7
CABG Si 2.3%1.3 0.3
No 2.7 +1.7
Estado del fumador Fumador actual o
en el pasado 2.6 £1.65
0.3
Nunca fumo 2.8 +1.81
indice de diagnéstico
Infarto de miocardio con elevacion del segmento ST 3.0+2.2
0.002 0.01
Infarto de miocardio sin elevacion del segmento ST 24 +1.3
Angina inestable 2314
Clase de Killip 1 24 +15
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indice de diagnéstico

2 3.5+2.2 <0.0001 0.04
3 3.2+1.8
Tratamiento dentro de las primeras 24 h en el
hospital o uso crénico
Aspirina Si 26 1.7 0.2
No 23+1.2
Ticlopidina / clopidogrel Si 2517 0.3
No 2.7 +1.7
Heparina LMW Si 24+14 0.001
No 29+2
Heparina no fraccionada Si 29+2 0.0008 0.03
No 2.3+1.2
GPllb/llla Si 2719 0.6
No 2616
Estatina Si 25+1.6 0.09
No 2819
Inhibidor de ACE Si 2.8+1.9 0.3
No 2616
Beta bloqueador Si 26+1.8 0.5
No 2.8+15

Coeficiente de correlacion con la sPLA2 : 0.2

PCI : intervencidon percutanea; CABG: injerto de derivacion arterio coronaria; clase de Killip: clasificacion de las

enfermedades del corazén (Braunwald (1992) Text Book of Cardiology 4 Ed); GPlIbllla: glicoproteina lIb/llla,

Tabla 2 Valores iniciales caracteristicos de acuerdo con el tercil de la actividad de la sPLA2

Tercil 1 (0 -1.7) Tercil 2 (1.8 - 2.8) Tercil 3 (22.9) Valor P
(C(:)Z?tro de reclutamiento francés 80 59 50 <0.0001
Sexo masculino (%) 79.3 77.9 74.5 0.6
Edad (Media +D.E.) 57.2+11.4 60.9 +13.6 65.1 +12.9 < 0.0001
Historial médico (%)
Infarto 26.4 243 19.5 0.3
Insuficiencia cardiaca congestiva 2.9 2.9 10.1 0.02
Enfermedad Arterio Coronaria 321 27.9 255 0.4
Enfermedad cerebrovascular 5.0 5.1 6.7 0.8
Diabetes 16.4 12.5 21.5 0.11
Hipertension 35.7 42.6 43.6 0.3
Hiperlipidemia 60.7 49.3 40.3 0.003
PCI 22.9 13.2 121 0.007
CABG 8.0 9.2 3.9 0.17
Fumador actual o en el pasado (%) 771 73.5 68.5 0.3

indice de diagnéstico (%)
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indice de diagnéstico (%)

STEMI 30.0 41.2 43.6
NSTEMI 57.9 52.2 49.0 0.14
Angina inestable 121 6.6 7.4
Clase de Killip > 1 (%) 8.6 22.8 30.9 < 0. 0001
Troponina | tMedia +D.E. 9.8 24.2 24.6 +68.5 28 +54.7 0.006
CRP tMedia +D.E. 9.7 £14.8 15.6 +24.4 39.5+54.6 < 0.0001
IL18 *Media +D.E. 216.9 +97.6 227.5 +88.3 229.5 +99.9 0.5
Colesterol tMedia +D.E. 220.2 +56 201.3 46 190.5 +42.7 < 0.0001
Tabla 3. Analisis multivariado de los predictores de muerte, Ml y muerte o Mi

R.R 95% C.I P
MUERTE
Historial médico de CABG 5.43 2.09 14.3 0.0005
Clase de Killip > 1 7.136 2.861 17.801 <.0001
sPLA2 tercil >=3 2.609 1.066 6.386 0.0358
MI
Historial médico de insuficiencia 6.02 1.77 20.4 0.004
cardiaca congestiva
Creatinina >1.1 9.29 1.19 72.5 0.03
sPLA2 tercil >=3 4.7 1.27 17.5 0.02
Muerte o Mi
Clase de Killip > 1 3.09 1.50 6.30 0.002
Edad 260 afios 2.96 1.12 7.83 0.03
Historial médico de CABG 3.46 1.34 8.93 0.01
Creatinina > 1.1 3.23 1.22 8.57 0.02
Actividad de la sPLA2, tercer tercil 3.08 1.37 6.91 0.006

Tabla 4. Caracteristicas de la muestra

Centro de reclutamiento francés (%) 63
Sexo masculino (%) 76.6
Edad (Media £ D.E.) 61.1+/-13
Historial médico (%)
Infarto 22.9
Insuficiencia cardiaca congestiva 5.6
Enfermedad Arterio Coronaria 28.5
Enfermedad cerebrovascular 5.6
Diabetes 16.6
Hipertension 40.2
Hiperlipidemia 49.6
PCI 16.4
CABG 6.9
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Fumador actual o en el pasado (%) 72.9
indice de diagnéstico (%)

STEMI 38.5
NSTEMI 52.5
Angina inestable 9.0
Clase de Killip > 1 (%) 20.5
Troponina | ng/ml (Mediana - Intervalo intercuartil) 2.55-17.3
CRP mg/l (Mediana - Intervalo intercuartil) 8.45-15.7
IL18 pg/ml (Mediana- Intervalo intercuartil) 195-120
Colesterol mg/dl (Mediana - Intervalo intercuartil) 197.4-70.4
Creatinina mg/dl (Mediana - Intervalo intercuartil) 1.1-0.26
Actividad de la sPLA2 nmol/min/ml (Mediana - Intervalo intercuartil) 2.3-1.78
Antigeno PLA2 ng/dl (Mediana - Intervalo intercuartil) 279-459

Tabla 5 Asociacion entre la actividad de la sPLA2 en el plasma y los valores iniciales de las variables clinicas

Media (D.E.) de la actividad — -
de la SPLA2 Valor P univariado | Valor P multivariado
Centro de reclutamiento de Escocia 3.07 (1.9)
<0.0001 0.0006
Francia 2.36 (1.5)
Sexo M 2.59 (1.6)
0.4

F 277 (1.9)
Edad * 0.4 0.002
Historial médico
Infarto Si 248 (1.4) 0.3

No 2.67 (1.8)

Si 247 (1.4) 0.15
Enfermedad Arterio Coronaria

No 2.7 (1.8)

Si 279 (1.3) 0.6
Enfermedad cerebrovascular

No 2.63(1.7)

Si 3.03 (2.2) 0.08
Diabetes

No 2.55(1.6)

Si 2.81(1.8) 0.07
Hipertension

No 2.51 (1.6)

Si 2.36 (1.3) 0.001 0.04
Hiperlipidemia

No 2.88 (1.9)

Si 2.33(1.4) 0.06
PCI

No 2.69 (1.7)

Si 2.33(1.3) 0.3
CABG

No 2.65(1.7)
Estado del fumador actual o en el pasado 2.58 (1.7) 0.3
Nunca fumé 2.77 (1.8) '

indice de diagnéstico
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indice de diagnéstico

Infarto de miocardio con elevacién

del segmento ST 299 (2.2)

Infarto de miocardio sin elevacion 2.42 (1.3) 0.002 0.01

del segmento ST

Angina inestable 2.31(1.4)

Clase de Killip

1 2.43 (1.5)

o 3.46 (2.2) <0.0001 0.04

3 3.24 (1.8)

Tratamiento dentro de las primeras

24 h en el hospital o uso crénico
Si 2.65 (1.7)

Aspirina 0.2
No 229 (1.2)
Si 2.54 (1.7)

ticlopidina / clopidogrel 0.3
No 2.70 (1.7)
Si 2.36 (1.4)

Heparina LMW 0.001
No 2.90 (2.0)
Si 2.93 (2.0)

Heparina no fraccionada 0.0008

P No 2.35(1.2) 0.03

Si 2.71(1.9)

GPlIb / llla 0.6
No 2.60 (1.6)
Si 2.53 (1.6)

Estatina 0.09
No 2.84 (1.9)
Si 2.79 (1.9)

Inhibidor de ACE 0.3
No 2.59 (1.6)
Si 2.62 (1.8)

Beta bloqueador 0.5
No 2.77 (1.5)

*Variables con una P<0.05 en el analisis univariado se estudiaron en el andlisis multivariable mediante la realizacion de
un analisis de covarianza. *Coeficiente de correlacién con sPLA2: 0.2

Tabla 6 Analisis de supervivencia univariante

Incidencia acumulada de Riesgo relativo (intervalo de [P
muerte/MI (S.E)* confianza de 95%)
Centro de reclutamiento de Escocia 10.5% (0.02) 1.81 (0.93 - 3.53) 0.08
Francia 6.0% (0.01)
Sexo
F 7.9% (0.03) 1.13 (0.53-2.41) 0.7
M 7.7% (0.01)
Edad
260 afios 13.2%(0.02) | 5.4 (2.26 - 13) <0.0001
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Edad

< 60 afios

2.3% (0.01)

Historial médico

Infarto Si 14.9% (0.04) 3.2(1.65-6.13) 0.0002
No 5.6% (0.01)

Insuficiencia cardiaca Si 27.9% (0.09) 4.41(1.93-10.1) 0.0001

congestiva No 6.5% (0.01)

Enfermedad Arterio Si 12.1% (0.03) 2.27 (1.18-4.36) 0.01

Coronaria No 6.1% (0.01)

Enfermedad Si 16.0% (0.07) 2.06 (0.73-5.83) 0.16

cerebrovascular No 7.2% (0.01)

Diabetes Si 12.5% (0.04) 1.95 (0.94-4.05) 0.07
No 6.8% (0.01)

Hipertension Si 10.2% (0.02) 1.90 (1.01-3.55) 0.05
No 6.1% (0.01)

Hiperlipidemia Si 8.8% (0.02) 1.44 (0.74-2.8) 0.28
No 6.8% (0.02)

PCI Si 4.4% (0.02) 1.6 (0.57-4.52) 0.37
No 8.4% (0.01)

CABG Si 18.2% (0.07) 2.67 (1.11-6.41) 0.02
No 6.9% (0.01)

Estado del fumador

Nunca fumé 10.6% (0.03) 1.67 (0.86 - 3.27) 0.13

Fumador actual o en el pasado 6.6% (0.01)

indice de diagnéstico

- Ml con elevacion del segmento ST 9.9% (0.02) 1.93 (0.96 - 3.86) 0.06

- otro 5.7% (0.02)

Clase de Killip

>1 21.4% (0.04) 5(2.62-9.7) <0.0001

1 4.3% (0.01)

Creatinina

>1.1 14% (0.02) 6.2 (2.39 - 15.95) <0.0001

<1.1 2% (0.01)

Colesterol total

<197 8.4% (0.02) 1.34 (0-59-3.06) 0.5

>197 5.2% (0.02)

Tratamiento

Heparina LMW No 8.7% (0.02) 1.12 (0.57-2.2) 0.7

Si 6.8% (0.02)
Heparina no No 8.4% (0.02) 1.27 (0.64-2.52) 0.5
fraccionada Si 6.8% (0.02)
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Colesterol total

Revascularizacion No 10.5% (0.02) 2.42 (1.16-5.05) 0.01
(en el hospital) si 4.3% (0.01)
Troponina |
Tercil 1 6.2% (0.02) R.R2,3vs 1:1.39(0.59-3.30) 0.5
Tercil 2 7.8% (0.02) R.R3vs 1,2:1.22 (0.57-2.61) 0.6
Tercil 3 9.4% (0.02)
CRP
Tercil 1 7.7% (0.02) R.R2,3vs 1:0.99 (0.43-2.3) 0.9
Tercil 2 7% (0.02) R.R3vs 1,2:1.28 (0.58-2.81) 0.5
Tercil 3 8.8% (0.02)
IL18
Tercil 1 7.3% (0.02) R.R2,3vs 1:0.99 (0.43-2.28) 0.9
Tercil 2 7% (0.02) R.R3vs 1,2:1.31.(0.6-2.89) 0.5
Tercil 3 9.8% (0.02)
Antigeno PLA2
Tercil 1 7.8% (0.02) R.R2,3vs 1:1(0.51-2) 0.9
Tercil 2 5% (0.02) R.R3vs 1,2:1.9(0.96-3.6) 0.06
Tercil 3 11.3% (0.03)
Actividad de la sPLA2
Tercil 1 3% (0.01) R.R2,3vs1:1.8(0.5-6.2) 0.3
Tercil 2 5.1% (0.02) R.R3vs1,2:4.3(2.1-8.7) <0.0001
Tercil 3 14.4% (0.03)
* 6 meses de incidencia acumulada de muerte/MI (error estandar).

Tabla 7 Analisis multivariable de los predictores de muerte o Mi.

R.R 95% C.1 95% C.I P

Muerte o Mi
Clase de Killip > 1 3.09 1.50 6.30 0.002
Edad 260 afios 2.96 1.12 7.83 0.03
Historial médico de CABG 3.46 1.34 8.93 0.01
Creatinina > 1.1 3.23 1.22 8.57 0.02
Actividad de la sPLAZ2, tercer tercil 3.08 1.37 6.91 0.006

Los predictores univariados con una P<0.05 (Tabla 6) se incluyeron en un modelo de regresion de Cox multivariable por
etapas. El método de seleccion fue una seleccion hacia adelante con un nivel de significacion de 0.05 para introducir
una variable explicativa en el modelo. El modelo final sélo incluye variables significativas con una P<0.05 por medio del

uso de la prueba de Wald.

Tabla 8 Las caracteristicas de una muestra de 1400 individuos de control y 700 casos de pacientes incluidos en
el estudio de EPIC-Norfolk de 1993-2003.

Controles

Casos

Hombre

Edad

64+8
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Controles Casos
Hombre
Fumador
No 32% 25%
En el pasado 60% 60%
Actual 8% 15%
indice de masa corporal (Kg/m?) 26+3 27+4
Diabetes 2.4% 7.1%
Presion arterial sistélica 139+17 (mmHg) 14418
Presion arterial diastolica 85+11 87+11
Colesterol total (mmol/l) 6.1+1.1 6.3+1.1
Colesterol LDL(mmol/l) 4.0£1.0 4.1+1.0
Colesterol HDL (mmol/l) 1.25+0.33 1.1610.31
Triglicéridos (mmol/l) 1.7 (1.2-2.4) 2.0 (1.4-2.9)
Proteina C-reactiva (mg/ml) 1.4 (0.7-2.9) 2.2 (1.0-4.5)
Mujler |
Edad | 6747 6747
Fumador
No 55% 45%
En el pasado 37% 40%
Actual 8% 15%
indice de masa corporal (Kg/m®) 2614 2715
Diabetes 0.8% 5.5%
Presion arterial sistolica 139+18(mmHg) 143119
Presion arterial diastolica 82+11 85+12
Colesterol total (mmol/l) 6.6+1.2 6.9+1.3
Colesterol LDL(mmol/l) 4.3+1.1 4511
Colesterol HDL (mmol/l) 1.59+0.4 1.45+0.39
Triglicéridos (mmol/l) 1.5(1.1-2.2) 1.8 (1.3-2.6)
Proteina C-reactiva (mg/ml) 1.6 (0.8-3.5) 2.6 (1.1-5.8)
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REIVINDICACIONES

Un método para determinar un aumento del riesgo de mortalidad o de infarto de miocardio en un paciente en
donde se ha diagnosticado la paricion de los sintomas isquémicos, que comprende:

- determinar la actividad de la fosfolipasa A2 (sPLA2) secretora en una muestra bioldgica de dicho paciente,

- comparar dicha actividad con un valor predeterminado, en donde dicho valor predeterminado se
corresponde con una actividad de sPLA2 comprendida en el intervalo de actividad de la sPLA2 de las dos
terceras partes de los individuos que tienen la mas alta actividad sPLA2 en relaciéon con todos los individuos
que constituyen una poblacion dada de individuos que no presentan ningun sintoma de afliccion por
aterosclerosis o enfermedades cardiacas y/o vasculares relacionadas, una mayor actividad de sPLA2 de
dicho paciente en comparacién con dicho valor predeterminado es indicativo de un aumento del riesgo de
mortalidad o de infarto de miocardio.

Un método de acuerdo con la reivindicacion 1, en donde se ha diagnosticado que el paciente presenta uno de los
siguientes trastornos coronarios:

- trastornos isquémicos cronicos sin necrosis miocardica, tal como la angina de pecho estable o de esfuerzo,

- trastornos isquémicos agudos sin necrosis miocardica, tal como la angina de pecho inestable,

- trastornos isquémicos con necrosis miocardica, tal como el infarto de miocardio con elevacién del segmento
ST o el infarto de miocardio sin elevacion del segmento ST.

Un método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 2, en donde la actividad de la sPLA2 del
paciente es mayor que aproximadamente 1.8 nmoles/ml/min, particularmente mayor que aproximadamente 2
nmoles/ml/min, mas particularmente mayor que aproximadamente 2.5 nmoles/ml/min, preferentemente mayor
que aproximadamente 2.9 nmoles/ml/min, y con mayor preferencia mayor que 3.3.

Un método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en donde la actividad sPLA2 se mide en una
muestra bioldgica, particularmente una muestra de suero o una de plasma, y mas particularmente una muestra
de plasma heparinizado.

Un método in vitro o ex vivo para el diagndstico de infarto de miocardio en un paciente, que comprende:

- determinar la actividad de la sPLA2 de dicho paciente,

- comparar dicha actividad con un valor predeterminado, en donde dicho valor predeterminado se
corresponde con una actividad de la sPLA2 comprendida en el intervalo de actividad de la sPLA2 de las dos
terceras partes de los individuos que tienen la mas alta actividad sPLA2 en relacion con todos los individuos
que constituyen una poblacién dada de individuos que no presentan ningun sintoma de aflicciéon por
aterosclerosis o enfermedades cardiacas y/o vasculares relacionadas,

una mayor actividad de la sPLA2 de dicho paciente, en comparacion con dicho valor predeterminado es
indicativo de infarto de miocardio, en donde se ha diagnosticado la paricién de los sintomas isquémicos en dicho
paciente.

Un método in vitro o ex vivo de acuerdo con la reivindicacion 5, en donde una mayor actividad de la sPLA2 de un
paciente en comparacién con un valor predeterminado es indicativo de la afliccion de dicho paciente con infarto
de miocardio en el momento en que se hace la determinacion de la actividad de la sPLA2 de dicho paciente, o es
indicativo de una futura afliccion de dicho paciente con un infarto de miocardio, particularmente mas de 72
después de la hora en que se realiza la determinacion de la actividad de sPLA2 de dicho paciente.

Un método in vitro o ex vivo de acuerdo con la reivindicacién 5 o 6, en donde la actividad de la sPLA2 del
paciente es mayor que aproximadamente 1.8 nmoles/ml/min, particularmente mayor que aproximadamente 2
nmoles/ml/min, mas particularmente mayor que aproximadamente 2.5 nmoles/ml/min, preferentemente mayor
que aproximadamente 2.9 nmoles/ml/min, y con mayor preferencia mayor que 3.3 nmoles/ml/min.

Un método in vitro o ex vivo de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 5 a 7, en donde la actividad

sPLA2 se mide en una muestra bioldgica, particularmente una muestra de suero o una de plasma , y mas
particularmente una muestra de plasma heparinizado.
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