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SUMMARY

We review our current knowledge of the molecular and biochemical characteristics of phospholipases A2 (PLA2) enzymes. PLA2 are a superfamily
group of enzymes that hydrolyze membrane lipids to produce arachidonic acid and other precursors of prostaglandins. PLA2 are enzymes involved in
inflammatory process, remodeling cell membrane and in intracellular signaling. We also describe the pathological process where PLA2 is involved. We
describe the specifc inhibitor for each group of PLLA2 enzymes. Besides, the possible and real clinical aplications of each inhibitor is analyzed. The
therapeutic field of intervention is wide and inhibition recently developed allows specific inhibition of each group of PLA2. New treatments based on
specific inhibition of a particular group of PLA2 enzymes are awaited for diseases as diabetes, sepsis autoimmune diseases and infectious diseases.
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RESUMEN

Se revisa el estado actual del conocimiento con respecto al
papel fisioldgico de las fosfolipasas A2, su clasificacion
funcional y molecular. Las PLA?2 son enzimas que hidrolizan
los acidos grasos de membrana y llevan a la produccién de
derivados del dcido araquidénico entre otros. Se describen
una serie de procesos patoldgicos en los cuales se encuentran
involucradas. De otra parte se presentan los inhibidores
especificos para cada una de las familias de PLA2 y su posible
utilizacion terapéutica. Las PLA2 son enzimas implicadas en
procesos inflamatorios, en acciones enzimdticas que deterioran
varios sistemas y en el proceso de transduccién de sefial
intracelular. El potencial de intervencion con fines de
tratamiento es bastante amplio y los inhibidores disefiados en
los dltimos afios han sido muy especificos ya que han tenido
en cuenta las particularidades estructurales de cada familia
de PLA2, las cuales hacen que tengan funciones muy
diferentes entre cada una de ellas. Se pueden augurar la
aparicién de nuevos tratamientos para enfermedades de tipo
metabélico como la diabetes, inflamatorios como la sepsis,
enfermedades autoinmunes e infecciones por la inhibicién de
procesos de invasién de organismos intracelulares
obligatorios.

Palabras claves: Fosfolipasas, fosfolipasas A2, inhibidores
enzymaticos, membrana, sepsis, inflamacion
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INTRODUCCION

En los dltimos afios se ha incrementado el interés por el
metabolismo de los fosfolipidos en los diferentes sistemas de
las células intactas. Descubrimientos recientes muestran que
éstos no sélo cumplen actividades estructurales, si no que
también son reservorios de moléculas preformadas que actian
como segundos mensajeros y que cumplen papeles
importantes en la sefializacién celular. Los segundos
mensajeros son generados por la accién de fosfolipasas
intracelulares y extracelulares. Un prominente grupo de la
gran coleccién de fosfolipasas es el de las fosfolipasas A2
(PLA2). Ademads de las funciones de sefalizacién de las
PLA?2, éstas enzimas participan en un amplio nimero de
procesos fisioldgicos y patoldgicos los cuales se examinardn
mads adelante. De acuerdo con resultados experimentales
preliminares éstas funciones podrian modificarse con el uso
de farmacos inhibidores de las PLA2, lo sugiere que las PLA2
son un blanco terapéutico interesante.

Las fosfolipasas A2 (PLA2) conforman una gran familia de
enzimas con una amplia gama de funciones fisioldgicas y
patoldgicas, tales como la digestiéon de alimentos, la
fertilizacién, efectos neurotdxicos, actividad bactericida,
sefializacion celular, etcétera (1). Las fosfatidas Sn-2
acilhidrolasas o fosfolipasas A2 son estearasas que catalizan
la hidrélisis del enlace 2 del éster de los 3Sn- fosfoglicéridos.
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El resultado de esta actividad enzimética es la liberacién de un
4cido graso y de un lisofosfolipido (1,2). En 1997 se hizo una
clasificacién de las PLA2 basada en las secuencias de los nucle6tidos
delos genes (3). Desde entonces se han identificado nuevos grupos
de PLA2: el grupo X y la acetilhidrolasa, que es un nuevo factor
activador de plaquetas (PAF). También son recientes la descripcién
del grupo VIIB y dos nuevas formas del grupo IV denominadas b y
g, que han sido clasificadas como grupos IVB y IVC. Sien lugar de
utilizar las secuencias del gen que codifica para cada una de ellas se
tienen en cuenta sus propiedades biolégicas la clasificacién de las
PLA2 se simplifica en dos principales tipos: Secretorias y No
secretorias, estas tltimas pueden a su vez clasificarse en CitosSlicas
calcio-dependiente (cPLA2 calcio-dependiente) y las intracelulares
calcio independiente (grupo VI). Existe otra clase de PL.A2 llamada
PAF acetilhidrolasas, las cuales parecen actuar sobre el PAF y en la
oxidacién de lipidos (3).

Las cPLA2 del grupo IV son proteinas de traduccién de sefiales
intracelulares de miltiples vias, mediadas por un receptor. Estas han
sido clasificadas en reguladas por Ca?* y Ca* independientes. Las
isoformas reguladas por Ca?* tienen una masa molecular de = 85 a
110 KDa, mientras que las isoenzimas Ca-independientes tienen
una masa molecular de = 40 KDa. Estas son activadas por
fosforilacién y muy selectivas por los fosfolipidos que contienen
dcido araquiddnico (AA). Las reguladas por Ca® necesitan
concentraciones M de Ca y este no participa en el sitio activo para
sufuncionamiento pero interactiia con un dominio, encontrado dentro
de oftras proteinas de sefializacion intracelular (fosfolipasa C,
proteinquinasa Cy proteinas G). E1 Ca* participa en la transferencia
de la cPLA2 del citoplasma hacia la membrana donde se activa. El
sitio de la membrana celular de donde la cPLA2 es transferido se ha
identificado como parte de la envoltura nuclear. La localizacién
nuclear de Ja cPLLA2 permite el contacto del AA con las proteinas
que inducen la oxigenaci6n para su bioactividad. Existe una doble
regulacion de estas cPLA2. Por una parte el Ca* que permite la
asociacion de las proteinas a las membranas para su contacto con el
sustrato fosfolipidico y por otra una fosforilacién de las cPLA2 por
las MAP-kinasas sobre el residuo de Serina en la posicién 505, 1o
cual origina un aumento de la actividad de la enzima (4).

Las fosfolipasas A2 de tipo secretorio (SPLA2) son de baja masa
molecular de 14 a 18 KDa con una estructura terciaria muy rigida
debido a la presencia de 5-8 enlaces disulfuro. Esto le confiere a la
enzima, estabilidad contra la protedlisis y resistencia a la
desnaturalizacién, lo cual permite retener su actividad en el fluido
extracelular donde ellas actiian, Estas sPLA2 muestran similitud
estructural y estdn ligadas evolutivamente. Estructuralmente las PLA2
de baja masa molecular comparten el mismo tipo de a hélice, amino
terminal anfipético, un mismo sitio de unién al Ca? y un mismo sitio
activo, el cual incluye una triada catalitica clasica de Serina estearasa
en la que se encuentran puentes disulfuro. Las sPLA2 son
relativamente termoestables y necesitan concentraciones de Ca? a
nivel UM para su actividad (4).

Estudios enzimoldgicos han demostrado que las sSPLA2 no forman
el intermedio acil caracteristico de las estearasas, pero utilizan la
Histidina como sitio activo, acompafiada de una Asparragina a fin de
polarizar un enlace de H,O el cual ataca €l grupo carbonilo. El ion
Ca,, estabiliza la etapa de transicion (las cPLA2 no utilizan Ca,_en
las etapas del intermediario acil dentro del proceso de catdlisis). Las
SPLA2 se activan preferenciaimente cuando el sustrato hace parte de
una micela o de una membrana. Los factores que favorecen la actividad
enzimdticade la SPLA?2 son el diacilglicerol (producto de 1a actividad
delafosfolipasa C), lalisolecitina y los 4cidos grasos libres (2). Basados
en su estructura primaria, las SPLA2 pueden ser de 7 tipos: tipo I
(SPLA2-T) de las cuales hay subtipo Ia y Ib, tipo IT (SPLA2-IT) de las
cuales hay subtipos Ila y IIb, tipo Il (SPLA2-III), tipo V (SPLA2-V),
tipo VII (sPLA2-VII), tipo IX (sPLA2-IX) y tipo X (sSPLA2-X). En
mamiferos la SPLA2-II se encuentra en regiones inflamadas y en el
fluido sinovial de pacientes con artritis reumatoidea. Algunas citocinas
y lipopolisacdridos incrementan dramdticamente la secrecion de
SPLA2-IIen tejidos de rata, por medio del aumento de la transcripcién
del gen. Esto implica que la sSPLA2-II es uno de los factores que
promueven los procesos inflamatorios (5). Otro tipo es la SPLA2-T
que se encuentra en el pancreas y actia como enzima digestiva; se
sintetiza y se secreta por las células acinares como una pro- SPLA2-
I, 1acual es normalmente activada por tripsina en el lumen del duodeno.
Ademés, la sPLA2-] estd asociada con la pancreatitis aguda (5). Las
SPLA?2-TIa se asocian a su sustrato cuando la superficie de lamembrana
estd cargada negativamente, son secretadas en su forma activa y actian
extracelularmente. Sinembargo, las sSPLA2-11a (contrario alas sSPLA2-
Ib) no presentan selectividad por su sustrato y pueden actuar en la
fosfatidiletanolamina y los fosfolipidos aniénicos tales como la
fostatidilserina o ¢l fosfatidilglicerol, que forman la ldmina interna de
las membranas. La ldmina externa de la membrana plasmatica estd
formada esencialmente por fosfolipidos de colina (esfiengomielina y
fosfatidilcolina). Se cree que una enzima, la aminofosfolipido
translocasa provoca el flujo de fosfolipidos de la ldmina interna hacia
la 14mina externa y por lo tanto interviene como mecanismo de
regulacién de la actividad extracelular de sPLA2-a (2).

Otro tipo de isoenzimas de PL.A2 asociadas ala membrana (20 a45
KDa), han sido descritas; sin embargo, actualmente no est4n bien
caracterizadas (4). La Tabla 1 muestralos diferentes grupos de PLA2.

PARTICIPACION DE LAS ENZIMAS PLA2 EN
PROCESOS PATOGENICOS DIVERSOS

Se ha demostrado que las PLA2 se encuentran involucradas en
diversos procesos patolégicos. A continuacién se presentan
algunos de ellos.

Pancreatitis aguda

Existen dos tipos de fosfolipasas secretorias: pancredtica (sSPLA2-
I) y no pancreitica (SPLA2-II), asociadas con la patogenia de la
pancreatitis aguda. La ascitis en la pancreatitis se asocia al
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Tabla No 1. Clasificacién de los diferentes grupos de PLA2.
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Grupo Fuente Tipo| Tamafio| Calcio Enlace Caracteristicas
(KDA) | Necesidad | Disulfuro Moleculares
1A Cobras N 13-15 MM 7 Par His Asp
1B Porcino/humano S 13-15 MM 7 Par His Asp
pancréaticas
oA Serpiente cascabel, S | 13-15 MM 7 Par His-Asp extensién carboxilica
viboras protozoarios
fluido sinovial /plaquetas
1B Viboras S 13-15 MM 6 Par His-Asp extension carboxilica
1IC Ratas /ratones testes | S 15 MM 8 Par His-Asp extension carboxilica
I | Abejas lagartos S 16-18 MM 5 Par His-Asp
Secuencias de consenso Ser-228 en
IVA Rifion de rata NS 85 <UM GLSGS, Arg-200, necesita Asp-549;
sitio de fosforilacién Ser-505;
dominio CaL B; dominio PH
IVB Cerebro humano NS 100 <UM Estension N-terminal, Ser-228
vC Corazén NS 65 Ninguno Ser228; falta el dominio CaLLB;sitios
humano/musculo de fosforilacién Ser-505/Ser-727
esquelético
V | Humanos/ratas/ratones | S 14 MM 6 Par His-Asp, no extension carboxilia
corazén/pulmoén
macréfagos P338D1
VI | macréfagos P338D1, NS | 8085 | Ninguno Secuencia de consenso GXSXG,
células CHO complejo 340-Kda
VIIA | Plasma humano S 45 Ninguno Secuencia de consenso GXSXG,
Ser273, Asp 296, His, 351
VIIB | Cerebro bovino NS 42 Ninguno Miristolado al N terminal
vil Cerebro bovino NS 29 Ninguno Ser 47
X Caracol marino S 14 MM 6 Par His-Asp
X Leucocitos humanos S 14 MM 7 Par His-Asp

aumento en los niveles de SPLA2-I. mientras que en el plasma se
observaaumentoen los niveles de SPLA2-11. LasPLA2-Tessintetizada
y secretada por las células acinares pancredticas como una enzima
inactiva (pro- sSPLLA2-I), 1a cual es normalmente activada por latripsina
en el lumen del duodeno. Aunque el mecanismo de gatillo no se
conoce, la SPLA2-1se considera una de las enzimas digestivas més
importantes en la destruccién del tejido pancreético. Lo novedoso es
que la pancreatitis aguda severa se correlaciona con la concentracion
de lasPLA2-I'y no con la de sSPLA2-1. El aumento significativo de
la actividad de sPLLA2-TI en el plasma de las ratas puede contribuir a
la alta mortalidad en la fase aguda de una pancreatitis inducida con
deoxicolato de sodio (5). El origen celular de las SPLA2-IL que circulan
en el plasma sanguineo en enfermedades inflamatorias es
desconocido. Se ha observado que una linea celular de hepatocitos
secreta SPLA2-II almedio de cultivo cuando se estimula con citocinas.
Se ha reportado que 1a SPLA2-1I circulante en el plasma sanguineo
se origina en los hepatocitos (5). Estas observaciones indican que el
aumento en la actividad de sPLA2-1I esta asociada con el desarrollo
de complicaciones hepéticas en la pancreatitis aguda. El incremento
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de sPLA2- en la ascitis en ratas puede contribuir al aumento de la
permeabilidad peritoneal observado en la etapa temprana de la
pancreatitis inducida con deoxicolato de sodio (5).

Sindrome de dificultad respiratoria aguda del adulto (ARDS)

Los lisofosfolipidos ejercen una mayor lesion sobre las membranas
delas células del pulmén durante el sindrome de dificultad respiratoria
aguda. Fl surfactante pulmonar es un complejo lipido-proteina,
sintetizado por células epiteliales tipo Il alveolares, que disminuyen
la tension superficial a lo largo del epitelio alveolar, favoreciendola
estabilidad alveolar. El surfactante estd compuesto de un 10% de
proteina y 90% de lipidos, con una alta proporcién de dipalmitoil-
fosfatidilcolina (DDPC). La destruccidn del surfactante aumenta la
tension superficial de la interfase aire-liquido, lo cual provoca colapso
alveolar, culminando en un dafio agudo del pulmén. La hidrdlisis de
DDPC es el hecho fisiopatologico temprano que conduce a una
acumulacion de lisofosfatidilcolina (liso-PC). Esto conduce a un
incremento de la permeabilidad capilar y marcada inactividad del
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tensoactivo surfactante, Estudios in vivo reportan una relacién causal
entre la SPLA2-I'y la degradacién temprana del surfactante. In vitro
lasPLA2-IThidroliza los fosfolipidos surfactantes. Esta hidrolisis fue
inhibida porla proteina A surfactante (SP-A) a través de una directay
selectiva interaccién protefna-proteina entre SP-A y sPLA2-1I (6).
Por tanto una estrategia terapéutica, serfa inhibir laaccién delasPLA2-
IL

Fibrosis Quistica

LaCF es el mas comiin desorden genético recesivo en caucdsicos. La
enfermedad afecta varios 6rganos, incluyendo el pancreas y el pulmén,
causando un transporte anormal de fluidos y electrolitos en el epitelio
exocrino. El defecto basico es un cambio en el gen codificado por la
proteina de 170 KDa. La protefna tiene dos unidades similares. La
mutacién més comun es la deleccién de una fenilalanina en la posicién
508 del CFTR (AF508 CFTR), en el primer nucledtido. Estudios
recientes sobre €l mecanismo por el cual la mutacién CF afecta la
funcién del CFTR han mostrado que AF508 CFIR es retenida en el
reticulo endoplasmatico reduciendo la liberacién a la membrana del
plasma. El transporte defectuoso y procesamiento de AFS08 CFTR
no est4 aiin bien entendido, pero parece estar involucrada una
glicosilacién incompleta de la protefna traduciéndose en una mayor
sensibilidad a la degradacién por proteasas intracelulares. Se ha
establecido que CFIR es un canal de cloro regulado por cAMP, que
parece tener otras funciones como lamodulacion de canales de calcio
de alta conductancia y el transporte de pequefias moléculas a través
de la membrana. La CF estd a menudo asociada con dafios en la
funcién pulmonar debido a la infeccién crénica de las vias aéreas e
inflamacién. Los pacientes con CF son muy sensitivos ala infeccidn,
sonmads receptores a Pseudomona aeruginosay Staphilococcus aureus
en la membrana apical del epitelio de la CF. El incremento de la
sensibilidad a la inflamacién puede estimular la infeccién cronica,
con altos niveles de elastasa derivada de los neutrdfilos en el fluido
pulmonar de los pacientes con CF y un aumento en la produccién de
derivados de IL8 y de 5-lipoxigenasa en las células de pacientes AFS08.
Sehademostradoque lineas celulares del epitelio traqueal de pacientes
con CF que tienen la mutacién DFS08 liberan tres veces mds AA 'y
producen més eicosanoides en respuesta a la bradiquinina que un
control. Este incremento de la produccién de mediadores lipidos no
es debido ala diferencia en los receptores de bradiquinina, pero parece
estar involucrado en la disregulacién de la ruta de la transduccién
acoplado al receptor de bradiquinina para la estimulacién de PLA2.
El receptor de bradiquinina pertenece a la familia de receptores con
siete dominios transmembrana. El receptor de bradiquinina en células
epiteliales traqueales estd ligado a lamembrana apical y acopladoala
estimulacién de la hidrdlisis de fosfatidilinositol. La bradiquinina
también estimula a la PLA2 liberando AA dando como resultado la
sintesis de PGE2. La PLA2 responsable en la liberacion de AA de
las células epiteliales traqueales no se ha determinado. Los hechos
experimentales sugieren que la mutacién AF508 del CFTR incrementa
la habilidad de 1a PLLA2 de hidrolizar los fosfolipidos de membrana,
mientras que las formas heterocigotas no. Este incremento parece

estar involucrado a la expresién de Gog/11, dirigiendo una gran
estimulacion de PLC y MAP-Kinasa incrementando el vertimiento
de cPLLA2 ala membrana. Por tanto, el incremento de la liberacién
AA por células AF508 CF puede contribuir a aumentar la sensibilidad
de los pacientes a las reacciones inflamatorias acompafiadas de
infeccién pulmonar. Este defecto, junto con el reciente cambio descrito
en los receptores bacterianos puede ser parte del incremento de la
sensibilidad de pacientes con CF en la infeccién pulmonar (7).

Lesion hipéxica experimental de las células del tdbulo proximal
renal

Varias isoformas de PLAZ2 se han encontrado en el rifion incluyendo
la cPLA2 (=40-1140 KDa), la sSPLA} 14 -18 KDa) y la mPLA2
(20-45 KDa). La mPLA2 se ha encontrado en el epitelio del tibulo
proximal y su actividad es aumentada por estimulacion de la
angiotensina Il alas membranas de las vesiculas del borde de cepillo
(BBMVs) lo cual origina una breve anoxia. La isoforma Ca2+
independiente se ha relacionado con la lesién por hipoxia en las
células de tiibulo proximal (4). La angiotensina II del epitelio del
tiibulo proximal produce la liberacién de AA previa estimulacién de
laPLA2 y que es sefial independiente de la fosfolipasa C. Ademds,
un receptor subtipo 2 de la Angiotensina Il se ha ligado a la cascada
de sefializacion de esta enzima. Se hademostrado que las fosfolipasas:
sPL.A2 ylamPLA?2 estin asociadas con la sefial agonista en €] epitelio
del tibulo proximal renal. La mPLA2 parece regulada de forma
diferente que la citosélica. Las observaciones documentan que la
Angiotensina II activa la cPLA2 porun mecanismo nico que puede
involucrar una activacién previa a la mPLA?2 para liberar AA. Por
otra parte el AA y la Angiotensina Il han mostrado una actividad
MAP-Kinasa la cual activa la cPLA2. Este es un mecanismo nuevo
parala activacién de la PLA2 en el citosol mediada por MAP-Kinasa
(4). El Factor Epidermal de Crecimiento (EGF) induce el metabolismo
del AA-(w-hidroxilasa), mientras que la angiotensina II induce €l
metabolismo de 1a epoxigenasa en el epitelio del tibulo proximal. Se
ha observado que la Angiotensina Il estimula la bradiquinina (BK) y
el EGFinhibe la actividad de lamPL.A2, mientras que la Angiotensina
II, 1a BK y el EGF activan la cPLA2 (4). El sisterna del citocromo
P450 interviene en la hidroxilacién del AA que a su vez modifica la
localizacién y regulacién de la actividad de las isoenzimas de PLA2
(4). Este acoplamiento de sistemas, con sus diferencias temporales
en la estimulacidn, lleva a una regulacién diferencial de la actividad
enzimatica de cada subgrupo de PLA2.

Fallamultiorgdnica

Los niveles circulantes de SPLA2 son marcadores de una lesién en
pacientes sépticos o con falla multiorganica (MOF). El aumento de
los niveles de sSPLLA2 se correlacionan con el desarrollo de 1a MOE
Varias investigaciones han demostrado que cuando se estimula
directamente los neutréfilos (PMNs) se liberan mediadores de
inflamacién, por degradacién enzimdtica de los lipidos de la
membrana plasmatica. Ademds, las SPLA2 pueden actuar como
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ligandos y estimular los PMNs independientemente de su actividad
enzimética (1). Entendiendo los mecanismos por los cuales lasPLA2
da una via para modular esta respuesta puede permitir desacoplar la
SPLA2 de 1a MOF.

Diabetes

La secrecién de Insulina inducida por colecistoquinina-8 (CCK-8)
involucralaactivacion de la PLLA2 calcio- independiente. Al comparar
la liberacién de insulina por carbacol y la induccién de esta misma
secrecion por CCK-8 se encontrd que la CCK-8 induce la activacién
de PLA?2 en los islotes de manera independiente de la presencia de
Ca2+ (8). Esto se pudo demostrar en cultivo de células pancredticas
cuando al remover el calcio extracelular, inhibiendo los canales de
Ca2+ de la membrana pldsmatica y vaciando los almacenes
intracelulares de Ca2+, la CCK-8 estimul$ atn la liberacion de
insulina. Esto indica una diferencia entre CCK-8 y el agonista
colinérgico carbacol el cual es incapaz de estimular PLA2 en ausencia
de Ca2+ extracelular. Los estudios experimentales indican que la
actividad activadorade CCK-8 es en parte dependiente de unaquinasa
de proteina C (PKC), ain cuando la mayor parte parece ser
independiente de PKC. Esto sugiere que existe como minimo una
ruta adicional de sefializacion con PLA2 que es independiente de
PKC y que estd involucrada en la generacién de AA y con efecto
insulinotrépico. La actividad de ]a PLA2 Ca-independiente debe ser
estimulada directamente por ATP, lo que sugiere que esta es una via
alterna al metabolismo de la glucosa para producir la secrecién de
insulina con pequefias incrementos en la produccién de ATP. Por lo
tanto la estimulacién con CCK puede ofrecer a las células b una
posibilidad alterna para activar la PLLA2 Ca-independiente, logrando
una afluencia de Ca2+ y la exocitosis bajo condiciones de severa
reduccién en la produccién de ATP, en condiciones de baja sensibilidad
a la glucosa como es el caso de la diabetes de tipo 2 (8). Si ésta
accion de la CCK-8es conservaday tal vez aumentada en la diabetes
tipo 2 puede ser un blanco para el desarrollo de nuevos farmacos
especialmente activando los receptores de CCK en las células b.

Ateroesclerosis

LasPL.A2 del grupollinducelainflamacion y esta presente en lesiones
aterosclerdticas. Se han emprendido varios estudios para determinar
si existe un mecanismo por el cual el grupo II de las sPLA2 puede
contribuir a la progresién de la inflamacién y aterosclerosis por el
- incremento en la formacién de fosfolipidos oxidados, biolégicamente
activos. Mediciones in vivo e in vitro de fosfolipidos bioactivos
probaron la hipétesis que las sPLA2 pueden incrementar la
acumulacién de fosfolipidos bioactivos. Se ha demostrado
previamente que 3 fosfolipidos oxidados derivados de la oxidacién
de 1-palmitoil-2- araquinodil-sn-glicero-fosforilcolina (PAPC)
estimulan la adhesion de los monocitos a las células endoteliales, un
proceso que es conocido por ser un paso importante en la aterogénesis.
También se ha demostrado que estos tres fosfolipidos estin
significativamente aumentados en el higado de ratones con SPLA2
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transgénica, sometidos a dietas altas en grasas, comparados con ratones
no transgénicos. Estos estudios han demostrado que los dcidos grasos
libres poliinsaturados (PUFA) los cuales son liberados por sPLA2,
incrementan la formacién de LDL, resultando un aurnento en la
habilidad para estimular las interacciones monocitos-endotelio (9).

Gingivitis

Se ha podido establecer que las citoquinas IL-1b y TNFa,ademés de
las enzimas PCK, PLA2 y COX-2 estimulan sinérgicamente la
produccién de las PGE2 en los fibroblastos gingivales, lo que indica
un importante papel de estas citoquinas y enzimas en los procesos
inflamatorios de los tejidos gingivales in vivo, produciendo un
incremento en los niveles de PGE2. Esto implica un papel protagénico
en la patogénesis de las enfermedades periodentales (10).

Esquizofrenia

Losestudios conresonancianuclear magnéticahan permitido observar
cambios de los fosfolipidos de membrana por aumento en la
concentracién de fosfodiesteres en el cerebro de los pacientes con
esquizofrenia. Una posible explicacién para este hallazgo es el
incremento de la actividad de las enzimas PLA?2 que catabolizan los
fosfolipidos. Se ha observado un aumento de la actividad de una
PLA2 calcio-independiente en el suero de los pacientes con
esquizofrenia. Estos cambios, sf se presentan también en el cerebro,
pueden explicar el incremento de los niveles de fosfodiésteres
observados y por tanto contribuir a los dafios fisiopatologicos del
desorden. Recientemente, se han utilizado inhibidores de PLA2 en
los pacientes con esquizofrenia y se ha encontrado una reduccién en
la tasa de recambio de los lipidos de membrana (11).

Colitisulcerativa

Las PLA2 se han encontrado por immunohistoquimica en células
epiteliales del tracto gastrointestinal. Esta enzima fue localizada en
las células Paneth, en el borde de cepillo y el citoplasma de los
enterocitos. En otro estudio de inmunorreactividad, las PLA2 fueron
encontradas en los granulos secretores de las células de Paneth pero
no en otro tipo de células del tracto gastrointestinal. Estos hallazgos
indican que las PLA2 cumplen un papel en la patogénesis de las
enfermedades inflamatorias del intestino. Sin embargo, las células
responsables de la sintesis y almacenamiento de las PLA2-II
son las células Paneth, y que ningtin otro tipo de células es capaz
de sintetizar esta enzima en el tejido normal. Se encontré ademas,
mRNA de PLA2-II en un cultivo de pacientes con colitis
ulcerativa y en células metaplasticas de Paneth en el epitelio de
un cultivo de mucosa. La activacién de la sintesis de PLA2 puede
causar dafio sobre la mucosa por la generacion de radicales libres
o provocando la liberacién de enzimas lisosomales. Por otra parte,
las PLA2-II pueden proteger la mucosa contra la invasién de
microbios patogénicos o jugar un papel inmune defensivo
mediado por quimiotaxis (12).



BUITRAGO. R, GOMEZ. ]
Rinitis alérgica

En el lavado nasal de humanos con rinitis alérgica se encuentra
actividad PLA2 mientras que en sujetos control no, lo cual sugiere
que su actividad aumenta la sensibilidad en sujetos alérgicos cuando
este se pone en contacto con alergenos. El incremento en la actividad
delas PLLA2 se correlaciona con la aparicién de cantidades sustanciales
deleucotrienos C4 y lisofosfolipidos. Esto puede representar un evento
importante asociado con los desordenes alérgicos (13).

Parasitosis

La PLA2 favorece los procesos de invasién de varios
microorganismos tales como Trypanosoma, Entamoeba y Rickettsias.
Se ha demostrado que la utilizacién de inhibidores de la PLA2
disminuye la infeccién por Toxoplasma gondii en una linea de
fibroblastos humanos (2). Posteriormente, se caracterizd una
fosfolipasa activa en una fraccién sonicada de Toxoplasma gondii.
Su actividad se demostré por dos métodos diferentes: En el primer
método la sonicacién es seguida de una ultracentrifugacion; el
sobrenadante es sometido a una cromatografia en columna de
separacién. En el segundo método, la sonicacién de los parésitos es
seguida de la solubilizacién en dcido sulfiirico 0,16 N. Las fracciones
sonicadas y extraidas por el método no 4cido mostraron una PLA
activa calcio-dependiente. Las fracciones obtenidas por solubilizacién
en el 4cido son semi-purificadas por cromatografia de exclusién y en
cuatro grupos de cuatro fracciones, cadauno mostré una PLA activa.
En un ensayo de invasién celular, la adicién de estas fracciones
solubles en 4cido, aument6 entre 1.2 y 2.6 veces el porcentaje de
invasion de los taquizoftos. Estos resultados pusieron en evidencia
unaPLA2 activa parasitariaque favorece lainfeccién. Posteriormente,
estos resultados fueron confirmados en los macréfagos murinos y al
mismo tiempo se demostrd que el parasito activa la produccion de
derivados de fosfolipidos por las células hospederas (2). Se han
propuesto varias hipdtesis para explicar como la PLA2 puede
participar en la penetracién de 1a célula hospedera por el toxoplasma
gondii. Por una parte los productos de la actividad de la PLA2
parasitaria. El AA puede provocar la lisis de las membranas o una
fusién de membrana o la liberacion de Ca2+. Por otra parte una
modificacién de la fluidez de la membrana por la hidrdlisis de ciertos
fosfolipidos facilitarfa la invaginacién de la membrana de la célula
hospedera por el parsito. Se ha demostrado que Toxoplasma gondii
activalaexpresion y la actividad de la SPLLA2 tipo Ila por mecanismos
atin no determinados lo que podria corresponder a mecanismos de
respuesta inflamatoria de los monocitos en presencia de patdgenos.
En el caso de Toxoplasma gondii esto favorece su penetracién en la
célula hospedera. Las sSPLA?2 tipo Ha participan en la invasién del
Toxoplasma gondii, probablemente por fluidificacién de lamembrana
opor lainduccién de la expresion de ciertos receptores de membrana,
necesarios para la adhesién del pardsito a la célula hospedera. De
otro lado, €l Toxoplasma reduce la expresién de la cPLA?2 en las
fracciones citosdlicas de las células infectadas y la inhibicion de las
cPLAZ2 celulares no disminuyen el porcentaje de células parasitadas.

Por lo tanto, a la diferencia de procesos de interalizacién de otros
patdgenos tales como Salmonella tiphimurium la penetracion por
Toxoplasma gondii noimplicalacPLA2 celular. Es entonces evidente
queel Toxoplasma gondii utiliza ciertas funciones celulares (respuesta
de las sPLA2) pero de manera diferente a la observada con otros
patdgenos. Tres isoformas de PLA2 parecen estar presentes en el
Toxoplasma gondii: dos SPLA2 (tipo Ib y Ila) localizadas en los
organelos secretores y una cPLA2 anivel del citosol y de lamembrana
perinuclear. Sin embargo serfa necesario purificar y caracterizar su
actividad enzimdtica para aclarar sus respectivos papeles. As{lacPLA2
podria intervenir en la produccién de prostaglandinas tales como la
inhibicion de la 5-lipooxigenasa o de la ciclooxigenasa. En las c€lulas
y en los parésitos se podria demostrar si la accion de la cPLA2
parasitaria se realiza a través de la produccién de prostaglandinas y si
laactividad dela sPLLA2 (celular y parasitaria) se pone en marcha por
sus prostaglandinas. Para la confirmacién de la existencia de diferentes
isoformas de sPLAZ2 en el Toxoplasma gondii (similares a las que
existen en células de mamfferos), se deberd realizar la purificacién y
la caracterizacién de las enzimas a partir de extractos de los pardsitos
a fin de determinar su estructura y su actividad. Los resultados con
los anticuerpos anti SPLLA2 tipo Ia, SPLA2 tipo Ila y anti- cPLA2
demuestran sitios de reconocimiento particular y aportan una evidencia
importante de la existencia de estas diferentes isoformas (2). Se ha
propuesto un modelo explicativo del rol de las sSPLA2 y cPLA2 enel
curso de la infeccién con Toxoplasma gondii. El parésito y la célula
hospedera poseen fosfolipasas secretorias (SPLA2) y citos6licas
(cPLA2). El papel principal de lacPLA2 parasitaria serfa la produccién
del dcido araquidénico que induce un cambio en la simetria de los
fosfolipidos de membrana y permite la actividad de sSPLA2. LasPLA2
cumple a su vez un papel de "fluidificacion” de la membrana de la
célula hospedera, facilitando la invaginacion y la entrada activa del
parasito. El Toxoplasma gondii posee una actividad MAP kinasa que
puede intervenir en la activacion de su propia cPLA2 (2).

PERSPECTIVAS DE APLICACION
Inhibicion farmacologica

Las sPLLA2 fue la primera forma de PLA2 aislada y caracterizada.
Un gran niimero de reportes aparecieron describiendo las propiedades
de algunos inhibidores de las sSPLA2,.como inhibidores “clasicos"
incluidos farmacos antimalaricos (mepacrine), aminoglicosidos,
alcoholes y poliaminas. Estos generalmente no inhiben las PLA2 per
se, pero actiian en otros sustratos que modifican los niveles de calcio.
Por lo tanto existe una falta de especificidad de estos compuestos que
impide que puedan ser usados como inhibidores de PLA2. Igualmente
existen agentes no especificos modificadores de las PLA2 como la
monoalida o bromuro de p-bromofenacil que han recibido gran
atencion como inhibidores. Este compuesto inhibe in vitro las sSPLA2
ynolas PLA2 no secretorias por un bloqueo covalente de los residuos
expuestosde Lys o His. Asienunsistema celular estos compuestos
pueden interactuar con otras proteinas, haciendo imposible obtener
conclusiones sobre sus efectos. Otros compuestos fosfolipidos que
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son sustratos analogos sirven como inhibidores reversibles y pueden
tener preferencia por las sSPLA2. Estosincluyen fosfolipidos de amidas
de tioeter y fosfonatos. Infortunadamente, ninguno de éstos parece
ser particularmente potente ni in vitro ni in vivo. Ademds, estos
compuestos son anfipaticos y se agregan o se reparten dentro de las
miscelas 0 membranas. Como inhibidores reversibles competitivos
enel sitio activo requieren una evaluacion cinética para determinar el
nivel de inhibicién de cada uno (3).

La posibilidad de producir una buena cantidad de PLA2 secretoria
no pancredtica (SPLA2 tipo Ia) facilitd el proceso de desarrollo de un
potente inhibidor para esta SPLA2, partiendo de estructuras que
presentaban algin grado de inhibicién y que por lo tanto se unen al
sitio activo de la enzima. Esto permiti6 ir haciendo modificaciones a
las estructuras, que son derivadas del indol, con el objeto de encontrar
una molécula 6ptima que ejerciera la actividad inhibitoria sobre la
PLA2. Esto condujo al desarrollo del compuesto LY311727 o 4cido
3-(3-acetamida-benzil-2-etilindolil-50xy)propano fosférico (2, 3). En
la actualidad se realizan estudios para el uso de derivados del indol
parainhibir la sSPLLA2, para el tratamiento del shock séptico, disturbios
respiratorios, inhibidores de la inflamacién, rinitis, alergias, pancreatitis
y como antirreumadticos en diferentes formas farmacéuticas (3).

Debido al papel central de las cPLLA2 en la sefializacién con AA, el
disefio de inhibidores de cPLLA2 es un 4rea reciente y de gran interés.
Dos inhibidores de cPL.A2 han sido usados ampliamente: araquidonil
trifluorometil cetona (AATFMK o también llamado AACOCF3) y
el metil araquidonil fluorofosfonato (MAFP). Los dos compuestos
tienen una parte comuin en laestructura: el segmento araquidonil copula
con el grupo Ser-activo. Los dos compuestos son inhibidores potentes
delas cPLA2 in vitro. Estos pueden actuar como inhibidores de otras
enzimas. El uso de bromoenol lactona (BEL) o también lamado
haloenol lactona es un sustrato suicida, inhibidor selectivo de
fosfolipasa intracelulares calcio independiente. EI BEL inhibe también
otros importantes efectores en traduccién de sefiales como por ejemplo
la fosfatida fosfohidrolasa y cPLA2 calcio dependiente a altas
concentraciones (3).

Una lista parcial de sustancias que han reportado en diferentes
publicaciones como inhibidores de las diferentes fosfolipasas A2 se
resumen en la Tabla 2.

Inhibicion antisentido

Para solucionar los problemas inherentes a la falta de especificidad
de los inhibidores, se han utilizado oligonucleétidos antisentido para
inhibir la expresién de los genes que codifican las diferentes PLA2.
Esta estrategia es probablemente una de las mas promisorias para
obtener inhibidores farmacolégicamente activos con baja toxicidad
debido a suespecificidad a una forma particular de PLA2. Sinembargo
estos oligonucledtidos no estin desprovistos de efectos colaterales.
La inhibicién de PLA2 con oligonucledtidos antisentido fue primero
descrita para las sPLA2 y desde entonces se han descrito para la
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mayoria de las formas de PLA2 presentes en las células (3). Sin
embargo al presente, no existen ensayos en humanos oligonucledtidos
antisentido como inhibidores de PLLA2.

Ensayos invitro e in vivo de inhibidores de PLA2 para el tratamiento
de condiciones especificas Pancreatitis aguda: Se indujo pancreatitis
aguda con deoxicolato de sodio (DCA) en ratas. Luego de 1 hora se
administré un inhibidor especifico de PLA2 tipo II (Thielocin Alb)
mostrando una inhibici6n dosis dependiente contrala actividad de la
PLA2 tipo I plasmatica (IC50=0.06mM). Ademds, una solucién
10mM de Thielocin Alb inhibi6 el 96% de la sSPLA2 tipo II
plasmatica. Por otra parte el Thielocin A1b a una concentracion 100
mM reduce la ascitis en un 21%. Esto significa que puede inhibir
también lasPLAZ2 tipo I yaque esta es laresponsable del aumento en
la permeabilidad peritoneal (5).

Sindrome de dificultad respiratoria aguda del adulto (ARDS): Para
analizar la relacién causal entre la induccién de la SPLA2-11 y la
generacion de derivados lipidos se hizo la administracion in vivo en
cobayos del inhibidor especifico de SPLA2 tipo Ila, el LY311727, a
la dosis de 2 mg/Kg de peso disuelto en 25 mL de DMSO, por via
intravenosa e intratecal. Este compuesto inhibe en un 80% los
lisofosfolipidos inducidos por la actividad de Ia SPLA2 y recuperados
delfluido de lavado broncoalveolar (BALF) de animales estimulados
con LPS. La actividad de PLA?2 calcio-independiente fue detectada
en homogeneizados de pulmén de animales tratados con
lisofosfolipidos. Esta actividad permanece sin cambio cuando se
incuba por 10 minutos con 25 mM de LY311727. A esta
concentracion, se reduce la actividad de sPLA2 Il en el pulmén de
los cobayos. Esto fue acompafiado por una reduccién del 60% en la
masa de 4cidos grasos libres en el BALF y del contenido de 4cido
palmitico. Ademas una disminucién en el contenido de liso-
fosfatidilcolina, principalmente en el nivel 1-palmitoil-2-liso-
fosfotidilcolina. Para confirmar éstos resultados se administré sSPLA2-
II recombinante exdgeno (r-GP sPLA2-IT) lo que indujo un
incremento en el nivel de liso-fosfatidilcolina, esencialmente
compuesto por 1-palmitoil-2-lisofosfatidilcolina. Esto fue
acompafiado por un incremento 2.4 veces en la concentracién de
dcidos grasos en el BALF (6).

Fribosis Quistica: Los estudios se realizaron en cultivos de células
fetales epiteliales de la triquea con CF y normales que fueron
inmortalizadas y caracterizadas. Tres lineas celulares fueron
estudiadas: una linea celular control (NT-1), una linea celular que
tiene una mutacién homocigote DF508 de CFTR (CFI-2) y una
linea celular que tiene una doble mutacién heterocigote S549N y
N1303K (CFT-1). La actividad de las PLA2 se analizd en
cromatografia en capa fina y se observé que estas tienen una mayor
actividad en las células CFT-1y CFT-2 que en las células de control.
El EDTA disminuye la asociacién de la cPLA2 con la membrana,
pero no con membranas de células estimuladas con BK. Porlo tanto,
laestimulacién con BK dispara un incremento en el Ca2+ intracelular
libre, el cual estimula la asociacién de la cPLA2 con la membrana.
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Tabla No 2. Inhibidores farmacolégicos de PLA2

PLA2 NO SECRETORIA

PLA2 SECRETORIA

Oleyloxyethlphosphorycholine OPC (22)

Oleyloxyethlphosphorycholine OPC (22)

[E-6(-Bromomethylene)-tetrahydro-3-

(1naphthalenyl)-2H-Pyran-2one] HELSS oBel (22)

Thielocin A1B (3)

Methylarachidonyl! fluorophosphonato (20)

Acido 3-(3- acetamida-benzil-2etil-indoli-5-0xi)
propano LY311727(2)

Elicosapentaenoic acid EPACOCF 3(20)

[ E-6(-Bromomethylene)-tetrahydro-(1naphthalenyl)
-2H-Pyran-2one] HELSS oBel (22)

3-(4 octadedecyl)-benzoylacrylic acid OBAA (21)

Methylarachidony! fluorophosphonato (20)

Thioetheramide (21)

12-epi-scalarasial (20)

Wortmannin (21)

Elicosapentaenoic acid EPACOCF3 (20)

Aristolochic acid (21)

p-Bromophenacyl bromide (PBP) (8)

Cocospongionolide B (18)

Petrosaspongiolide M. (19)

Manoalide (18)

3-(4- octadecyl)- benzoylacrylic acid OBAA (21)

Thioetheramide (21)

Wortmannin (21)

Aristolochi acid (21)

Ethyleneglycotetraacetic acid 1 (1)

Ditiotritol (8)

C- 7 fosfonato (8)

La unién también involucra una interaccién con un componente de
la membrana que ancla la cPLA2 el cual es mantenido cuando el
calcio es removido del medio. La incubacién de las células con
Thapsigargin, inhibe la recaptacion de Ca2+ de los almacenes, lo
cual indujo una estimulacién de AA en el mismo rango que el
observado con BK. La estimulacion fue altaen células CTF-2 y CTF-
1 cuando se compara con las células NT-1. Sin embargo el aumento
del calcio intracelular producido por Thapsigargin fue mucho més
altoen células CFT-2 que el producido por BK. De estos experimentos
se puede concluir que el calcio incrementa la liberacién de AA en
grado diferente. Por tanto, €l aumento del calcio intracelular por BK
no explica suficientemente la hipersensibilidad de las células CFT-2
.

Lesion experimental hipoxica a las células del tibulo proximal renal:
Los estudios se realizaron en células epiteliales de tibulo epitelial
renal aislados en conejos machos Zealand White, donde se observé
que la Ang I estimula significativamente la actividad de 1a PLA2
asociada a la membrana en un 88%, mientras que la BK y el EGF
inhiben la actividad en un 54% y un 41% respectivamente. Sin
embargo, todos los agonistas aumentan significativamente la actividad
delacPLA2"clésica™la Angllen 81%,laBKenun54%yel EGF
en 38%. En este grupo, la Ang II es el tinico agonista que no estd
ligado al Inositol especifico para la PLC en este tipo de células,
sugiriendo una estimulacién directa de la actividad de la PLA2

asociada a la membrana. Otro aspecto importante de este estudio es
que el antisuero del péptido Mastoparan inhibe significativamente la
actividad de la PLLA2 asociada alamembrana en un 70% en contraste
con un efecto despreciable sobre la citosélica (4).

Falla multiorgdnica: En neutréfilos aislados se incubaron con
tres tipos de SPLA2 (veneno de serpiente, pancredtica y
sinovial) donde se midié la cantidad de superéxido y la elastasa
liberada por los PMNs en presencia y ausencia de dcido
etilentetracético, un inhibidor enzimatico selectivo. Se observé que
las sPL.2 acttian directamente en los lipidos de lamembrana plasmética
para estimular los PMNs y producir superéxido y liberacién de
elastasa. Este mecanismo es bloqueado con una inhibicién de las
sPLA2. Las sPLA2 provocan liberacién de elastasa de los PMNs
independientemente de la funcién enzimdtica. Este mecanismo no
se bloquea con los inhibidores enzimaticos (1).

Diabetes: Las observaciones se realizaron en los islotes pancreaticos
de ratas macho Sprague-Dawley, donde se examiné si CCK-8
estimula una forma de PLA2 Ca2+-independiente en comparacién
conlaestimulacién de unagonista colinérgico activador de PLA2:
Carbacol, encontrandose que la CCK-8 induce acumulacién de liso-
PC, palmitato como también de AA y que el acido p-
amilcinnamoilantranilico (ACA) inhibidor de PLA2 reduce el flujo
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de AA inducido con CCK-8 y de insulina. Ni el antagonista de canales
de Ca2+, Verapamilo, ni el inhibidor de la Ca2+ ATPasa,
Thapsigargin, afectan la produccién de AA y la secrecién de insulina
inducidos con CCK-8. Ademds, a pesar de remover todo el Ca2+
extracelular, la CCK-8 incrementa la produccién de AA y secrecién
de insulina. Por el contrario la produccién de AA estimulada con
Carbacol se redujo con Verapamilo y se abolié por remoci6n del
Ca2+ extracelular. Incubando los islotes durante toda la noche con
12-O-tetradecanoil forbol-13-acetato (TPA), la PKC hace una
contraregulacion que reduce la produccién de AA vy la secrecién de
insulina inducida con CCK-8. Estos resultados muestran que laCCK-
8 contrario al Carbacol activa una PLA2 Ca2+independiente en los
islotes y que la capacidad activadora de PLA2 de la CCK-8 es en
parte dependiente de la PCK. Por tanto, laPLA2 Ca2+independiente
parece importante para e] efecto insulinotrSpico de la CCK-8, pero
no para ¢l carbacol (3).

Ateroesclerosis: Serealiz6 el estudio en ratones hembras transgénicos
con sPLA2 con dieta aterogénica (1.25% de colesterol, 15.75% de
grasa y 0.5% de colato de sodio durante 12 semanas); donde se
observo que la sSPLA2 se expresa en gran medida en el higado y la
aorta de los ratones transgénicos, comparados con ratones no
transgénicos. Los fosfolipidos se separaron del higado de los
transgénicos y no transgénicos y se cuantificaron encontrandose que
los fosfolipidos nativos: 1-palmitoil-2-araquidonoil-sn-glice-3-
fosforilcolina (PAPC) no son significativamente diferentes de los
ratones transgénicos y no transgénicos. Contrario a lo observado con
los metabolitos 1-palmitoil-2-(5)oxovaleroil-sn-glicero-3-
fosforilcolina (POVPC) y 1-palmitoil-2-glutaroil-sn-glicero-3-
fosforilcolina (PGPC) cuyos niveles estaban significativamente
aumentados en los transgénicos comparados con los no transgénicos.
Se demuestra asi que la presencia de sSPLA2 tipo IT puede incrementar
los fosfolipidos oxidados activos que tienen actividad aterogénetica

©.

Gingivitis: El estudio se realizé enun cultivo de células de fibroblastos
de biopsias de 4 pacientes con signos de periodontitis de 8-12 afios
de edad. Los fibroblastos (310?) se sembraron en platos en el medio
Eagle’s suplementado con 5% de suero fetal de ternera (FCS) por 48
horas y se colocaron en presencia y ausencia de IL-1b, TNFa, forbol
12- miristato-13-acetato (PMA), dexametasona (DEX), indometacina
(INDO), bromuro de 4-bromofenacil (BPB). Los fibroblastos fueron
incubados con el inhibidor de la PCK, bisindolilmaleimida I (BIS)
durante un periodo de 24 horas para luego determinar la produccién
de PGE2 y PGI2. Observandose que laIL-1b y el TNFaestimulan la
producciénde PGE2 y PGI2. El tratamiento simultdneo de las células
con IL-1b y TNFa origina una estimulacién sinérgica de PGE2 y
PGI2. LaIL-1b y en menor grado el TNFa estimulan la liberacién
de AA. Ademés, la IL-1b y en menor grado el TNFa inducen la
expresion del mMRNA dela COX-2. La adicién simulténeade IL-1b
y TNFa aumentan sinérgicamente los niveles delmRNA de la COX-
2 acompafiado de la correspondiente estimulacién de la stntesis de
PGE2. Ni IL-1b, TNFa, ni la combinacién de estas dos citoquinas
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afectan los niveles del mRNA de la COX-1. El conocido PMA, un
activador de la PCK, aumenta el efecto estimulador de IL-1b y/o
TNFa aumenta la expresién del mRNA de la COX-2, lo cual fue
acompaiiado por el incremento correspondiente en la produccién de
PGE?2. Elinhibidor de PLA2, BPB y el inhibidor de PKC BIS reducen
la produccion de PGE2, mientras que la DEX y la INDO suprimen
completamente la produccién inducida por IL-1b y/o TNFa. Este
estudio indic6 que la estimulacién sinérgica de la produccién de
prostaglandinas por IL-1by TNFa es mediada en parte por los niveles
de COX-2 y en parte a los niveles de PLA 2 y que la PKC esta
involucrada en el sistema de transduccién de sefial del sinergismo
entre las dos citoquinas. El sinergismo entre IL-1b y TNFa puede
Jjugar un papel importante en el proceso inflamatorio en el tefido
gingival in vivo (10).

Esquizofrenia: En este estudio se analizé la actividad de las PLA2 en
muestras de suero obtenidos de 24 pacientes con esquizofrenia; donde
se observé con el ensayo fluorométrico que la actividad de PLA2 de
los individuos estd marcadamente aumentada en un 49% comparada
con los sujetos control. En contraste en los ensayos radiométricos de
las mismas muestras de sueros la actividad de la PLA2 no es
significativamente diferente entre los pacientes y los controles. Ademas
las investigaciones demostraron que mientras el ensayo radiométrico
mide la actividad de 1a enzima Ca-dependiente, el ensayo fluorométrico
detecta la actividad de 1a enzima Ca-independiente que posee un pH
6ptimo acido-neutro (11).

Colitis ulcerativa: El propésito del estudio fue investigar la expresion
de sPLA2 tipo Il e identificar 1as células responsables de la stntesis de
sPLA tipo Il en muestras de tejido del colon y los nodos linfaticos de
pacientes con colitis ulcerativa. Para dicho propésito se utilizé muestras
de colon, ileum y nodos linfaticos mesentéricos de 6 pacientes operados
consecutivamete de colitis ulcerativa (panproctocolectomia), se utilizé
microscopfade luz, inmunohistoquimica para la enzima e hibridizacion
para el mRNA de la sSPLA2 tipo II, observandose que el mRNA de
las SPLA2 y laenzima sPL.A2 se encuentran en las células Paneth en
seis pacientes y en células del epitelio columnar de las células de la
mucosa del colon en cuatro de los seis pacientes con colitis ulcerativa.
Unicamente dos de los seis pacientes controles tienen una débil sefial
para mRNA de la sPLA tipo II y uno de estos, tiene una
inmunorreaccion débil para la enzima sPLA2 en células del epitelio
columnar en la mucosa del colon. Ninguno de los pacientes control
tiene células Paneth metaplasicas (12).

Rinitis alergica: El objetivo de estudio fue investigar el papel de la
PLA?2 enlainflamacién de larinitis alérgica. Se utilizaron voluntarios,
masculinos y femeninos, sanos, entre 18 y 40 afios de edad que
tienen reaccion negativa a la prueba en piel de un extracto alergénico
a una concentracion de 100 PNU/mL y pacientes alérgicos
seleccionados por su historia clinica o por presentar una reaccién
intradérmica a una concentracién de 10 PNU/mL o menos, de un
extracto alergénico (6). Todos los experimentos fueron realizados
cuandolos sujetos estaban asintomaticos y no tomaban medicamentos,
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como minimo en dos semanas, para identificar los mediadores
de la inflamacién en el lavado nasal humano seguido con la
exposicién a una concentracién variable de antigeno. Se observd
un aumento de la actividad de la PLA2 en los sujetos alérgicos
cuando hubo exposicién al antigeno. La PLA2 fue parcialmente
purificada por extraccién 4cida, cromatografia de exclusion de
tamafio y cromatografia de intercambio iénico. La enzima
parcialmente purificada del lavado nasal fue comparada con la
PLA2 recombinante humana identificada en el fluido sinovial
de pacientes artriticos. Las dos enzimas muestran similar peso
molecular (15-16 KDa) en electroforésis en gel de sulfato de
dodecil y sodio-poliacrilamida (SDS-PAGE) y las dos reaccionan
con el suero policlonal de conejo para la galactoquinasa-PLA?2.
La actividad de las dos PLA2 fue indistinguible cuando se
compararon por dependencia idnica, selectividad a sustratos y
sensibilidad a inhibidores: Ditiotreitol (DTT) que inhibe
completamente la actividad enzimdtica y el fosfolipido C-7

fosfonato que muestran una inhibicién competitiva dosis
dependiente (13).

PERSPECTIVAS

Laimportancia delas enzimas PLA2 en el control de los aspectos
claves de la fisiologfa celular esta bien establecida pero es
anticipado afirmar que las nuevas formas de PLA2 y sus
funciones lo estén. El reto es identificar las funciones de cada
una de las multiples formas PLA2. Muchos de los datos
disponibles sobre la regulacién a nivel celular se soportan en el
uso de inhibidores que no son especificos para cada uno de los
tipos. Sin embargo, estos inhibidores pueden ofrecer caminos para
el desarrollo de agentes méas selectivos para una enzima blanco
determinada. Por otra parte la inhibicién con RNA antisentido de
las diferentes fosfolfpasas puede seruna alternativa muy importante
para descubrir los papeles de las nuevas PLA? en la funcién celular,
ademas como mecanismo de regulacién con fines terapéuticos.
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