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RESUMEN

Las fosfolipasas A, (PLA,) son enzimas que pertenecen a una gran familia de proteinas, actualmente clasificadas en
12 grupos; que comparten similar funcién enzimatica y estructural. De acuerdo con las caracteristicas bioquimicas y
el origen celular, las fosfolipasas se clasifican como: citosélica (¢PLA,), secretora (sPLA,) e intracelular (iPLA)). La
relacién estructura-actividad, de este grupo de proteinas es un reto para bioquimicos, biélogos moleculares,
toxicologos, farmacdlogos y fisidlogos. Las PLA, se han identificado en tejidos de mamiferos, en diversos venenos
principalmente de serpientes y en algunas bacterias y plantas. Numerosas funciones fisioldgicas y fisiopatolégicas
sin toxicidad se le han atribuido a las PLA, de mamiferos. En contraste, las PLA, de venenos son téxicas e inducen
efectos farmacoldgicos que son mediados probablemente por receptores de membrana, las diversas isoenzimas de
las PLA, de venenos estdn involucradas en un proceso evolutivo acelerado debido al rapido cambio en los exones,
mas no.en los intrones ni en las regiones reguladoras de los genes, estas modificaciones son completamente
opuestas a las que ocurre en los genes de isoenzimas ordinarias. En esta revision se describe la enzimologia, la
regulacidén celular, los Gltimos criterios de clasificacién, los receptores de membrana, la diversidad bioldgica de las
fosfolipasas de secrecidn en venenos, mamiferos y bacterias, ademds se presenta las nuevas estrategias terapéuticas
para el tratamiento de enfermedades en las que se encuentran involucradas. ‘
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SUMMARY

Phospholipases A2 (PLA2) are enzymes that belong to a great protein family, at the moment classified in 12 groups;
that they share similar enzymatic function and structure. In agreement with the biochemical characteristics and the
cellular origin, phospholipases are classified like: citosolic (¢PCLA2), secretory (sPL.A2) and intracellular (iPLA2).
The relation structure-activity, of this protein group is a challenge for biochemists, molecular biologists, toxicologists,
pharmacologists and physiologists. PLA2 has been identified in tissues of mammals, mainly in diverse snake
venoms and some bacteria and plants. Numerous physiological and physiopathological functions without toxicity
have been attributed to PLA2 of mammals. In oppsosite, PLA2 of venoms are toxic and induce pharmacological
effects that are half-full probably by membrane receivers, diverse isoenzimas of PLA2 of venoms are involved in an
accelerated evolutionary process due to the fast change in exones, more not in intrones nor in the regulating regions
of the genes, these modifications completely are opposed to which it happens in the ordinary genes of isoenzymes.
In this revision the enzymology is described, the cellular regulation, the last criteria of classification, membrane
receptors, the biological diversity of phospholipases of secretion from venoms, mammals and bacteria, in addition
it appears the new therapeutic strategies for the treatment of diseases in which they are involved.

Key Words: Phospholipases A,, PLA,, receptors, inhibitors.

INTRODUCCION (1), dando como productos acidos grasos libres y

La superfamilia de las fosfolipasas A, (PLA,) con-
tiene una amplia gama de enzimas definidas por
su capacidad de catalizar especificamente la
hidrélisis sn-2 del enlace éster de los fosfolipidos
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lisofosfolipidos (Fig. 1). Los dcidos grasos libera-
dos como el acido araquidénico (AA) y el acido
oleico (OA), son almacenes de energia y ademas,
acttian como precursores de eicosanoides, los cua-
les son potentes mediadores en las senales de
transduccién en la inflamacidén (2); y los
metabolitos del AA funcionan como segundos
mensajeros (3). Los lisofosfolipidos participan en
la sefializacién celular y en el remodelamiento
fosfolipidico de la membrana (4).
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Figura 1. Sitios de accién de PLA,

Las PLA, se caracterizaron, por primera vez, en el
veneno de cobra en 1980 (5), inicialmente fueron
definidas como enzimas Ca** dependientes, con
enlace disulfuro, que contienen histidina y
aspartato en el centro catalitico (1); posteriormen-
te se dividieron en dos grupos en base a las posi-
ciones del enlace disulfuro (6). Con el descubri-
miento de nuevas PLA, se formaron otros grupos
y subgrupos; por ejemplo la PLA, aislada de liqui-
do sinovial clasificada en el grupo I1A (7) y la PLA,
descrita en el veneno de abeja incluida en el grupo
III (1).

En afios recientes, se han descubierto numerosas
isoenzimas de PLA, relacionadas con los grupos
I, 'y IIl. Ademds, se reportaron otras que no se
ajustaron a los grupos iniciales; lo cual llevé a la
formacién de los grupos V, IX, X, XI y XII.

La definicién general de las PLA, como enzimas
pequefias, secretadas que contenian histidina en
el centro catalitico, cambié en 1991 con el descu-
brimiento de la fosfolipasa citosélica (cPLA)); el
aislamiento inicial se realizé en el citosol de
neutréfilos y de plaquetas (8); el peso molecular
elevado de 85 kDa no mantenia ninguna relacién
con las sPLA,, en el centro catalitico se encontré
serina, ademas no tenfan enlaces disulfuros (8).
Estas enzimas se clasificaron como PLA, del gru-
po IV; actualmente asignadas al grupo IVA.

Posteriormente, se encontraron los grupos VI, VII
y VII sin relacién con las PLA, ya clasificadas,
originando un total de 12 grupos tal como se mues-
tra en las tablas 1 y 2. Con la secuenciaci6én de
aminodcidos se incrementé el numero de
subgrupos de forma rapida, lo cual facilité su ca-
racterizacion y uso potencial como biomoléculas
para el diagnéstico y el disefio de nuevas drogas.

TABLA 1. GRUPO DE PLA, QUE TIENEN HISTIDINA EN EL CENTRO CATALITICO

Grupo Fuentes

| Cobra

Pancreas de mamiferos

bl e S

I Liquido sinovial humano, Plaquetas
serpiente cascabel, Veneno de vibora.
Veneno de vibora Gaboén.

Testiculo de rata y raton.

Humano, pancreas de ratén, bazo.
Humano, cerebro de raton, corazén, utero.

Testiculo de ratén, embrion.

TmEHogaOw

Abeja, lagarto, escorpion, humano.

Veneno de caracol (Conodipina M).
Bazo humano, timo, leucocito

A Retofio de arroz verde (PLA, I)
B Retofio de arroz verde (PLA,II)

X1 Humano (hGXII)

XX R <E

Corazén de mamiferos, pulmén y macréfagos.

Tamaiio Ne N° aa
(kDa) Enlaces S-S extremo carboxilo
13-15 7 Ninguno
13-15 7 Ninguno
13-15 7 7
13-15 6 6

15 8 7
14 -15 7 7
14-15 7 7
16 -17 7 30
15-18 5 ND
14 6 Ninguno
14 6 ND
14 8 8
12.4 6 ND
12.9 6 ND )
18 14 ND

AA. aminoacidos
ND. No determinado
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TABLA 2. GRUPOS DE PLA, QUE TIENEN SERINA EN EL CENTRO CATALITICO

Grupo Fuentes Nombres alternativos Tamaiio (kDa)
IV A Células humanas U937, Plaquetas cPLA2 85
RAW 264.7, rifi6n de rata
B Pancreas humano, higado de rata, cPLA2 B 114
cerebro ‘
C Corazén humano, musculo cPLA2y 61
esquelético
VIAI P388D1 macréfagos, CHO iPLA, 0iPLA; A 84 - 85
A2 Linfocitos B humanos, testiculos iPLA,B 88 -90
B Corazon humano, mtsculo iPLA, v ,iPLA-2 88
esquelético
VII A Humano, ratén, cerdo, plasma de PAF - AH 45
bovino :
B Humano, higado de bovino, rifion. PAF — AH (II) 40
VI A Cerebro humano PAF — AH1b ¢ 26
B Cerebro humano PAF — AH1b ¢ 26

CLASIFICACION Y NOMENCLATURA

Ante la dificultad de clasificar la superfamilia de
'PLA, (6), surge la necesidad de estandarizar crite-
rios que ayuden a obtener un esquema légico de
codificacién, por ello se han establecido 4 criterios
siguientes:

1. La enzima identificada debe hidrolizar el &ci-
do graso en la posicién sn-2 de los fosfolipidos
con una elevada actividad especifica, pudien-
do tener otras actividades.

2. Se debe conocer la secuencia aminoacidica de

- la proteina madura, para asignar el niimero

de grupo y subgrupo; las adiciones futuras a

la superfamilia deberian ser previo clonaje, ex-

presion y purificaciéon de la proteina a fin de

correlacionar la secuencia con la actividad es-
pecifica.

3. Las enzimas que tengan secuencias
aminoacidicas homélogas deben pertenecer al
mismo grupo. Especificamente, si mas de un
gen existe en una misma especie, se le asigna
una letra al subgrupo, por ejemplo los grupos
IVA, IVB y IVC. También es posible que los
paralogos existan solamente en una especie
como es el caso del grupo lIC. Los homélogos
de especies diferentes (ortélogos) se deben cla-
sificar siempre que las asignaciones sean po-
sibles, por ejemplo las PLA, del grupo IVA del
pez cebra y del humano. Por otra parte, a veces
es dificil clasificar las enzimas homélogas en
subgrupos establecidos, un buen ejemplo para
esta situacion es el caso de las enzimas de
fosfolipasas B (PLB) de varios hongos, que son

homoélogas a PLA, del grupo IV pero que no
son clasificadas en las actuales PLA, del
subgrupo IV.

4. Las variantes activas del mismo gen de PLA,
que codifican proteinas distintas, son clasifica-
das en el mismo subgrupo. Cada variante debe
ser enumerada cuando se confirme su activi-
dad, por ejemplo se tienen dos miembros perte-
necientes a PLA, del grupo VIA, las variantes
activas del gen se designan con niimeros
arabigos como PLA, del grupo VIA-1 y VIA-2.

Estos cuatro criterios permiten agrupar las PLA,
particulares que no encajan en los grupos inicia-
les y clasificar los nuevos miembros encontrados.
Por consenso se utiliza la abreviatura G para de-
nominar el grupo, por ejemplo PLA, GIA, para la
PLA, de grupo IA.

ENZIMOLOGIA

La clasificaciéon tradicional de las PLA, se basa en
las caracteristicas biol6gicas de la familia y consi-
dera tres tipos: secretora, citosélica e intracelular.

Fosfolipasas A, Secretoras (sPLA,). Son enzimas
cuyo peso molecular oscila entre 14 kDa, con una
estructura terciaria estabilizada por 5 a 8 enlaces
disulfuros. Estas caracteristicas le confieren esta-
bilidad contra la protedlisis, resistencia a la
desnaturalizacién y actividad en los liquidos
extracelulares donde se encuentran. En ensayos in
vitro no muestran selectividad significativa a nin-
gun dcido graso, pero si requieren cantidades
milimolares de Ca** (tabla 1).
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Varios investigadores han demostrado que los
mecanismos de catdlisis para las sPLA, no ocu-
rren via la formacién clasica de la acil enzima por
intermedio de serinestearasas (9). En su lugar, las
sPLA, utilizan un residuo His estabilizado por
aspartato para polarizar un enlace de H,0, el cual
ataca el carbonilo. El ié6n Ca** conserva el enlace

que se requiere para estabilizar el estado de tran-

sicién tetraédrico intermedio (9). Para esta clase
de PLA,, el Ca** desempefia un papel activo en su
catalisis.

Fosfolipasas A, Citosélicas (cPLA,). Se encuen-
tran en la fraccidn citosélica de todos los tipos de
células estudiadas, tienen peso molecular mayor
que 85 kDa y se clasifican en el grupo IV (tabla 2).
Las caracteristicas que poseen estas enzimas su-
gieren alguna relacién con receptores que activan
cascadas de sefalizaciéon molecular; la
fosforilacién se realiza mediante quinasas simi-
lar a la activacién de las proteinquinasas, lo cual
origina un ligero aumento en su actividad especi-
fica. Por otra parte, la enzima es capaz de atrave-
sar la membrana celular en respuesta al aumento
de Ca*™ intracelular por unién calcio-lipido (CaLB,
«calcium-lipid binding») en el dominio que se en-
cuentra dentro de la proteina. Cabe resaltar que
las PLA, citosodlicas muestran preferencia por el
dcido araquidonico contenido en el fosfolipido (9).

Al parecer las cPLA, funcionan de forma similar a
las serinhidrolasas, actudn como una acil enzima
intermediaria. Estas enzimas podrian ser una cla-
se nueva de serinhidrolasa, por el rol de la His en
la triada clasica Ser/His/Asp (9).

Fosfolipasas A, Intracelulares (iPLA,). Reciente-
mente identificadas como enzimas Ca*™ indepen-
dientes, se encuentran en muchos tejidos y
homogenatos de células, s6lo un subtipo de estas
enzimas ha sido secuenciado, caracterizado deta-
lladamente y clasificado en el grupo VIde las PLA,
(10). Ademas, las iPLA, comparten algunas carac-
teristicas con la sPLA, como no presentar especifi-
cidad evidente por el 4dcido araquidénico y no es-
tar sujetas a modificaciones covalentes
postranscripcionales y con la ¢PLA, comparten el
tamafio, la localizacidn intracelular, y posiblemen-
te los elementos del mecanismo catalitico (10).

Por otro lado, la iPLA, parece funcionar como una
serinhidrolasa andloga a cPLA, con el residuo ac-
tivo de Ser situado en el centro de la secuencia con-
senso GXSXG, lo cual es comiin en otras lipasas
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(10). Estudios recientes sugieren que esta enzima
funciona via un intermediario acileZ\zima (11);
pero no se han descrito otros residuos que partici-
pen en su catalisis."

REGULACION CELULAR

Los avances recientes han revelado que varias
PLA, estdn implicadas en la formacién y regula-
cién de mensajeros lipidicos celulares. En el me-
canismo de liberacién del dcido araquidénico par-
ticipan por lo menos dos PLA,, una citosdlica y
otra secretora; la activacién de la cPLA, (12) serfa
mediada por varias sefiales, tales como cascadas
de fosforilacién, aumento de Ca** intracelular y
probablemente por los niveles del fosfatidilinosito
4 ,5-bifosfato. .

El acoplador sincrénico entre estas sefiales puede
converger para producir una activacién prolon-
gada de la cPLA, (12). En las células que no expre-
san sPLA,, probablemente la cPLA, moviliza el AA
que se produce durante la activacién celular. Sin
embargo, en las células que contienen sPLA,, la
liberacién de AA parece estar mediada por estas
enzimas y no por cPLA, (12). Coincidentemente,
algunos tipos de células como fagocitos,
mastocitos, plaquetas productoras de eicosanoides
sintetizan y secretan sPLA, (13). Las sPLA, libera-
das se unen a la superficie extetna de las células y
producen AA, el cual puede ser capturado por las
células circundantes para producir eicosanoides
(13). Estudios recientes demuestran que las sPLA,
a pesar de no tener especificidad por el AA, produ-
cen este acido graso en mayor proporcion que otras
(13), las razones de esta produccién son atn des-
conocidas.

La accion de la sPLA, parece ser dependiente de
una cPLA, (12). La cPLA, es importante en la for-
macion del AA e incluso sefiala los ajustes que di-
rigen a las sPLA, como efectores de la respuesta. El
papel esencial de la cPLA, en el metabolismo del
AA se ha demostrado utilizando células nulas
(«Knock out») de ratén, las cuales produjeron
metabolitos derivados de AA en menor cantidad
(14).

Con respecto a la iPLA, parece no estar relaciona-
do directamente en la estimulacién de la libera-
cién del AA, pero si es importante en el metabolis-
mo de éste, en particular remodela el dcido graso
del fosfolipido (10, 12, 15). Asi, la iPLA, participa
en las cascadas de sefializacién donde las células
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‘incorporan el AA y otros 4cidos grasos a los
fosfolipidos de membrana (10). Esta via de sinte-
sis del 4cido graso es nueva, ya que sélo habia
evidencia de la liberacién de AA de las reservas
celulares por accién de las sPLA, (12), de esta ma-
nera las iPLA, regularian las reacciones de sinte-
sis del dcido graso, controlando la distribucién y
concentracién subcelular del AA en diversos
compartimentos.

RECEPTORES DE FOSFOLIPASAS A,
SECRETORAS

Hasta el momento, se han descrito receptores para
las sSPLA,, la primera evidencia fue obtenida utili-
zando las enzimas del veneno de serpiente (Tabla
3). Ademads del rol en la digestion de la presa, las
sPLA, del veneno de serpiente presentan una am-
plia variedad de efectos t6xicos y farmacolégicos
(16). El modelo propuesto por Kini y Evans permi-
te explicar los diferentes efectos farmacolégicos de
las sPLA, del veneno (16). Este modelo se basa en
la presencia de receptores especificos localizados
en la superficie de las células blanco que tienen
alta afinidad por enzimas téxicas, pero no por las
sPLA, at6xicas. En base a este modelo se identifi-
caron receptores especificos para varias sPLA, (Ta-
bla 4). La neurotoxina sPLA, OS, al ser utilizada
como ligando permitié determinar dos tipos de
receptores denominados N y M (17) los cuales son
estructural y farmacolégicamente diferentes. El tipo
N esta presente principalmente en la membrana
cerebral de ratas, posee al menos dos sitios de unién
especificos OS,, se une con gran afinidad a una
variedad de sPLA, neurotdxicas, pero muestra baja
afinidad por las sPLA, no t6éxicas como SO, estas
diferencias de afinidad de las sPLA, podrian ex-
plicar los efectos neurotéxicos que presentan (18).

Los receptores tipo M constituyen una familia de
proteinas con alta afinidad por las sPLA, OS, (17),
y sPLA, OS5, no téxicas; sin embargo, la
neurotoxina del veneno de abeja, tiene gran afini-
dad por los receptores tipo N, pero no por el M.

Los receptores tipo M se han clonado de varias es-
pecies e incluso de humanos (17), presentan una
organizacion estructural (Fig 2) similar al receptor
de manosa del macréfago, forman parte de un nue-
vo subgrupo de receptores de membrana que perte-
necen a la superfamilia de lectinas tipo C (18). Los
receptores de este nuevo subgrupo presentan aproxi-
madamente el 30% de identidad en secuencia

aminoacidica, tienen un dominio transmembrana
singular, poseen un pequefio lazo citoplasmatico y
una region extracelular grande formada por los
dominios N-terminal rico en cisteina y tipo II simi-
lar a la fibronectina; y una regién de 8 a 10 domi-
nios de reconocimiento de carbohidratos (CDR) dis-
tintos. Hasta el momento se han clonado y descrito
dos isoformas del receptor tipo M de origen huma-
no, una esta unida a la membrana celular y la otra
es citoplasmatica de forma soluble, carece del do-
minio transmembrana y de lazo citoplasmatica (17).
Diversos estudios permitieron elucidar la estructu-
ra-funcién de los receptores de sPLA, (Fig. 2) y pro-
poner lo siguiente (19):

* El dominio CDR5 del receptor tipo M es fun-
damental para la unién de la sPLA,.

* Los residuos de la enzima cercanos al lazo de
unidén al Ca** estarian involucrados con la
union al receptor.

* La unién de la sPLA, al receptor podria indu-
cir la inhibicién de la actividad catalitica.

* El receptor tipo M tiene propiedades
endociticas que rdpidamente internalizan las
sPLA,.

Receptores para las sPLA2 en mamiferos

Las PLA, de los grupos IB y IIA del ratén fueron
recientemente encontradas con afinidad
nanomolar al receptor tipo M, indicando que po-
drian ser ligandos endégenos de los receptores ti-
pos M y N, de este 1iltimo con menor afinidad (20).

Al parecer, el receptor tipo M de sPLA, desempeiia
un papel crucial durante los procesos de inflama-
cién inducidos por LPS que conducen al shock
endotoxico (21). Los ratones deficientes del recep-
tor después de la exposicion a LPS, sobreviven mds
tiempo, son también resistentes a los efectos leta-
les de las sPLA, del grupo IB. Los resultados de
estos experimentos sugieren la participacién de los
receptores en los procesos que conducen al shock
endotoxico después de la exposicién a LPS (21).

El grupo V de las sPLA,, desempefiaria un rol en
la inflamacién, es probable que estas sPLA, sean
también ligandos naturales del receptor tipo M
implicados en los procesos inflamatorios causa-
dos por LPS (21).
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TABLA 3. DIVERSIDAD MOLECULAR DE LOS RECEPTORES sPLA,

SPLA; Receptor Fuente Ubicacion flfls)(;)m olecular éﬁ;dad
Veneno
0OS, Tipo-M Pulmoén Membrana 180 0.010 -
0S, Tipo-N Cerebro Membrana 36-88 0.006
Crotoxina Crocalbina Cerebro Citosol 50 11.000
Taipoxina NP1/NP2/NPR Cerebro Soluble/soluble/membrana 47/50/65 ND
Similar tipo-N Cerebro Membrana 25/55 4.000
A Similar tipo-M Cerebro Membrana 180 145.000
A. blomhoffii sPLA, Suero Citosol . 75 4.000
inhibidor o Suero Citosol 160 0.700
sPLA, Suero Citosol 160 100.000
inhibidor B
sPLA,
inhibidor vy
Mamifero
IB Tipo-M Pulmoén Membrana 180 1.000
ITA Tipo-M Pulmén Membrana 180 7.000
ND. No determinado
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Figura 2. Esquema de la estructura del receptor tipo M de sPLA,.

INHIBIDORES DE PLA,

Los inhibidores de PLA, de serpientes (PLI) son
glicoproteinas multiméricas grandes encontradas
en el suero de serpientes, forman complejos solu-
bles con PLA,y de esta forma inhiben la accién
enzimdtica y la toxicidad. Estos inhibidores tam-
bién se han encontrado en el suero de serpientes
no venenosas sugiriendo que podrian tener fun-
ciones adicionales desconocidas contra sPLA, del
veneno de otras especies. Hasta el momento, se

han descrito tres tipos de inhibidores de sPLA,
purificados del suero de Agkistrodom blomhoffii
siniticus, Trimeresurus flavoviridis y Bothrops
asper.

Los inhibidores tipo 4 estdn constituidos de tres a
cinco subunidades idénticas o diferentes de 20 a
25 kDa con gran afinidad por las sPLA, (22). Este
tipo de inhibidores pertenecen a la superfamilia
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de lectinas tipo-C y cada una de las subunidades
contiene dominios similares a CDR 'y comparten
aproximadamente un 20% de identidad con otros
CDRs de lectinas tipo-C (19).

Los inhibidores tipo & son trimeros de 50 kDa que
contienen una regién rica en leucina, y presentan
homologia con las alfa glicoproteinas del suero
humano (23) y la decurina, una proteina

proteoglicano mamifera conocida como receptor
sPLA, hGIIA (24).

Los inhibidores tipo 4 son polimeros de 20 a 30
kDa, tienen modelos de cisteinas que asemejan a
varias proteinas de mamiferos de la superfamilia
triple dedo (25), que incluyen al receptor activador
de plasminégeno tipo urokinasa, proteinas Ly-6
relacionadas y una variedad de proteinas especi-
ficas del hueso denominadas RoBo-1 (26), pero
ninguna de ellas han sido reportadas como recep-
tor de la sPLA,.

DIVERSIDAD BIOLOGICA DE sPLA,

Fosfolipasas A, secretoras de venenos

Las formas extracelulares de las sPLA, son abun-
dantes en las secreciones de las glandulas

exocrinas como pancreas y glandulas venenosas
de serpientes, abejas, escorpiones; y se clasifican
endiversos grupos (tabla 5). Las sPLA, tienen igual
organizacion estructural y parecido mecanismo
catalitico que las de mamiferos, sin embargo la
contribucién de la actividad enzimdtica a los efec-
tos adversos es confusa porque no todos los vene-
nos presentan efectos téxicos e incluso las sPLA,
toxicas y no téxicas pueden tener actividad
catalitica similar.

Varias sPLA, cataliticamente inactivas presentan
propiedades miotéxicas, de acuerdo con estas ob-
servaciones, se ha propuesto que las sPLA, del
veneno podrian actuar como ligandos especificos
de los receptores de membrana, cuya interaccién
posiblemente desempefie un papel crucial en su
mecanismo de accién.

Del anilisis de los cDNA y de los genes que las
codifican se evidencia que estas enzimas han evo-
lucionado de manera acelerada, lo cual es una ex-
cepcion de la mayoria de isoenzimas que se cono-
cen hasta el momento. Se cree que la adquisicién
de las diversas actividades fisiolégicas de las
isoenzimas de PLA, del veneno, explicaria esta
evolucién acelerada.

TABLA 4. GRUPOS DE FOSFOLIPASAS SECRETADAS EN VENENOS Y MAMIFEROS

Ne Fuentes sPLA, de mamiferos
Grupo SPLA ydel veneno . . s
S-S 2 Nombre comun Abundante en: Roles Blologlcos Propuestos
I A 7 Cobras y ranas Equivalente no mamifero ND ND
I B 7 Cobras y ranas sPLA, pancreatica Pancreas, pulmon, Digestion de lipidos,
bazo ’ formacion de eicosanoides,
contraccién celular,
proliferacion, migracion.

A 7 Veneno serpiente sPLA inflamatoria Tejidos y células Formacion de eicosanoides,

cascabel, viboras. inflamadas cancer, defensa antibacteriana.
B ., 6 Vibora Gabdn Equivalente no mamifero ND ND
IIc 8 Equivalente no sPLA, del Grupo IIC Testiculos ND

venenosg.
rA 5 Abejas, lagartos Equivalente no mamifero ND ND
1B 5 Escorpi6n Equivalente no mamifero ~ ND ND
\Y 6 Equivalente no Grupo sPLA, V Corazon, placenta, Formacion de

VEnenoso macrofagos eicosanoides
IX 6 Caracol marino Equivalente no Caracol marino ND

mamifero

X 8 Equivalente no sPLA; Grupo X Bazo, timo, leucocitos, ND

VENEnoso colon, pancreas.

ND. No determinado
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CLASIFICACION DE LA SECUENCIA
AMINOACIDICA DE LAS sPLA, DEL
VENENO DE SERPIENTE

En base a la secuencia de aminoacidos, y al patrén
de puentes disulfuros las sPLA, del veneno de ser-
pientes pertenecen a los grupos I y II (Fig.3 y 4)

i

FOSFOLIPASAS A, SECRETORAS
DEL VENENO DE SERPIENTES

£ ; (27). Las de tipo I estin en el veneno de las ser-
i pientes de la familia Elapidae (Géneros Elapidae
y Hidrophinae) mientras que las de tipo II se en-
51 & cuentran en los venenos de serpientes de la fami-
T : lia Viperidae (Géneros Viperidae y Crotalinae).
Rl 8 Las del grupo II a su vez se subdividen en dos
P8 S subgrupos: PLA, [Asp®] y PLA, [Lys* ] (28, 29).
¥ : Ambos subtipos tienen de 118 a 124 aa y contienen
Ly - 7 puentes disulfuros cuyas ubicaciones varian a
“Zf E‘t lo largo de la secuencia aminoacidica.
B & ::: El g‘rupo I posee un puente disulfuro entre las po-
g ; & siciones 11 y 77, mientras que la PLA, del grupo II
1 Eoos tiene un puente disulfuro enlazado en las posicio-
g : E nes 50 y carboxilo terminal.
% : r
5 ACTIVIDAD BIOLOGICA DE
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Estas enzimas exhiben ademas de la actividad
lipolitica, una variedad de actividades fisiolégi-
cas tales como: hemolisis, miotoxicidad,
neurotoxicidad, anticoagulante, inductora de ede-
ma y agregante plaquetaria.

B

78
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En el estudio de las diversas actividades fisiolégi-
cas se tomo6 como base el veneno de T. flavoviridis
(Crotalinae). Se encontré 3 subtipos de PLA,

LAPHNDG DULHTMOHEN LARCTIRVES TTRIFRQ - -H0 HVGOUASVIR orIRFAVERD RO LHRRODG)

&
i
&
o
uw
x&
e
B
=
Z
L
-
%
*
¥
2
st
[
s
9
b
o]
W
b
i

g
I
x
e
*
o
=
=
ol

ey [Asp®]: ,
:
i 2 - PLA, con pl 7.9 en mayor cantidad (30) alta-
EE E b mente hemolitica en presencia de fosfolipidos,
;:‘ R también presenta actividad miolitica.
5 g
o a - PLA-B con pI 8.6 exhibe actividad inductora
E g2 de edema (31)
B L N .
s P oAk - PLA-N conpl 10.3 posee actividad neurotéxica
" ¢ oan (32)
g2 & E % Y dos subtipos de PLA, [Lys*].
Bg & . . . s
v o s Figura 3. Secuencias aminoacidicas de sPLA,. Se
£% BoLog muestran diferentes SPLA, de ratén de los grupos
§9 E ool g I/11/V/X y mPLA,L1 de serpiente. El 4cido
= 58 P D aspartico en la posicién 49 es esencial para la ca-
P nogr ot talisis.




Tipo PLA:
F 1c  Tf PLA; (A, T,0) GLWQFENMII KVVKK-SGIL SYSAYGCYCG' WGGRGKPKDA TDRCCFVHDC CY~=--CKVTG C=-=-- NPXL GKYTYSWNNG DIVCE-GDGP C-KEVCECDR AAAICFRDNL DTYDRNKYWR YPASNCQEDS EPC
2.  TE{Thr*®*}PLA;(T) GLWQFENMII KVVKK-3GIL SYSAYGCYCG WGGRGKPTDA TDRCCFVHDC CY---GKVTG C-~--~NPKL GKYTYSWNNG DIVCE-GDGP C-KEVCECDR AAAICPRDNL DTYDRNKYWR YPASNCQEDS EPC
3. Tg PLA-I HIMQPETLIM KVAGR-SGVW YYGSYGCFCG AGGQGRPQDA SDRCCFVHDC C-----DPKK DFYTYSEENG AIVCG-GDDP CKKEICECDK DAAICFRDNK DTYD-NKYWF FPAKNCQEES EPC
4. Tg PLA-II NLLQFENMIR NVAGR-SGIW WYSDYGCYCG KGGHGRPQDA SDRCCEVHDC C-==-~~NPKK AVYIYSLENG DIVCG-GDDP CRKEVCECDK AAAICFRDNK DTYD-NKYWN IPSENCQEES EPC
S§. Tg PLA-III NLMQFETLIM KVAGR-3GVW YYGSYGCFCG AGGQGRPQDA SDRCCFVHDC CY¥--~GKVNG C-----DPKK DFYTYSEENG AIVCG-GDDP CKKEICECDK DAAICFRDNK DTYD-NKYWF FPAKNCQEES EPC
6. Tg PLA-IV HLMQFETLIM KVAGR-3GVW YYGSYGCFCG AGGQGRPQDA SDRCCEVHDC CY---GKVNG C-~~~~-DPKK DFYTYSEENG DIVCG~GDDP CKKEICECDK DAAICFRDKK DTYD-NKYWF FPAKNCOEES EPC
7. To PLA-ol HLMQFETLIM KIAGR-SGVW WYGSYGCYCG AGGQGRPQDP SDRCCFVHDC CY~=-GKVTG C-----NTKD EFYTYSEENG AITCG-GENP CLKEVCECDL AAAICPRDFL DTYNSKKYWM FPAKNCLEES EPC
8.  Ca PLA, SLVQFETLIM KIAGR-SGLL WYSAYGCYCG WGGHGLPQDA TDRCCFVHDC CY---GKATD C----- NPKT VSYTYSEENG EIICG-GDDP CGTQICECDK ABAICFRDNI PSYD-NKYWL FPPKNCREEP EPC
y

Tipo PLA, [Asp%) Basica
9. Tf PLA-B (T)  HLLQPRKMIK KMTGK-BPIV SYAFYGCYCG KGGRGKPKDA TDRCCEVHDC CY---EKVTG C----- DPKW DYYTYSSENG DIVCE-GDNP CTKEVCECDK AAAICFRDNL KTY-XKRYMT FPDIFCTDPT EKC
10. Tf PLA-B’(A) HLLQFRKMIK KMTGK-EPIV SYAFYGCYCG KGGRGKPKDA TDRCCFVHDC CY¥Y---GKVTG DPKW DYYTYSSENG DIVCE-GDNP CTKEVCECDK AAAICFRDNL KTY-KKRYMT FPDIFCTDPT EKC
11, Tf PL-Y(0) HLLQFRKMIK KMTGK-EPIV SYAFYGCYCG KGGRGKPKDA TDRCCEVHDC CY---~EKVTG DPKW DYYTYSLENG DIVCG-GDNP CTKVVCECDK AAAIDPRDNL KTY-KKRYMT FPDIFCTDPT EKC
12.  Tf PL-X’{TO) HLLQFRKMIK KMYGK~EPIV SYAFYGCYCG KGGRGKPKDA TDRCCFVHDC CY---EKVTG C----- DPKW DYYTYSSENG DIVCG-GDNP CTKEVCECDK AARAICFRDNL KTY-KKRYMT FPDIFCTDPT EKC
13. To PLA;-02 SLVEFGRMIK EETGK-NPFP SYTPYGCYCG LGGQGRTRDA TDRCCLMHDC CY---ENLTG C----- KTKT DPYPYSRKNR VMVCG-GGTW CKKQICECDK AAAICLRDNL DTY-NKEYQF YGDPRCKEGP KKC

Tipo PLA: [Lys¥}
14, ™f BPI (A, T) SLVQLWKMIF QETGK-EAAK NYGLYGCNCG VGRRGKPKDA TDSCCYVHKC CY-~-KKVTG C----- DPKM DSYSYSWKNK AIVCGEKNPP CLKQVCECDK AVAICLRENL GTY~NKKYTI YPKPFCKK-A DTC
15.  TF BP-II (A,T} SLVQLWKMIF QETGK~EAAK NYGLYGVNCG VGRRGKPKDA TDSCCYVHKC CY---KKVTG C----- NPKM DSYSYSWKNK AIVCGEKNPP CLKQVCECDK AVAICLRENL GTY-NKKYTI YPKPFCKK-A DTC
16.  Tg PLA-V SVIELGKMIF QETGK-NPAT SYGLYGCNCG PGGRRKPKDA TDRCCYVHKC CY¥-~~KKLTD DRYSYSWVNX AIVCG-EDNP CLKEMCECDK AVAICFRENL DTY-DKKKKI NLKLFCKKTS EQC
17.  To PLA-03 SLIOLGEMIF QEMGK-GAAK KYGLYGCNCG MGRRGRPQDA TDRCCSVHKC CY---KKLTD DRYSYSWENG DIVCG-GDDP CTKEVCECDK AATICFRDNL DTY-DKKYKI FPKFLCKK-P EPC
18. Da[Lys49]PLAZ SLFELGKMIW QETGK-NPVK NYGLYGCNCG VGGRGEPLDA TDRCCPVHKC CY---KKLTD C----- DSKK DRYSYKWKNK AIVCG-KNQP CMQEMCECDK AFAICLRENL DTY-NKSFRY HLKPSCKKTS EQC

Tipo PLA;[Asp*’] Neuro
19. Tf PLA-N (A,T) NLLQFNKMIK IMTKK-NGFP FYTSYGCYCG WGGRGKPKDA TDRCCFVHDC CY---EKLTD C----~SPKY DIYSYSWKTG VIICG~EGTE CEKQICECDR AAAVCFGQNL RTY-XKKYMF YPDFLCTDPT EKC
20. Tf PLA-N (o) (o} NLLQFNKMIK IMTKK-NGFP FYTSYGCYCG WGGRGKPKDA TDRCCFVHDC CY---BKLTD C-----SPKS DIYSYSWKTG VIICG-EGTE CEKQICECDR AAAVCFGONL RTY-KNKYMFP YPDFLCTDPT EKC
21. T trimucrotoxinNLLQFNKMIK IMTKK-MAIP FYSSYGCYCG WGGQGKPKDA TDRCCEVHDC CY~--GKLTD C----- SPKS DIYSYSWKTG IIICG-EGTE CEKKICECDR AAAVCLGHNL RTY-KKRYMF YPDFLCTDPS EKC
22. 1a[Asp49)PL22  HLLQFNKMIK IMTRK-NAFP FYTSYGCYCG WGGRGRPKDA TDSCCFVHDC C-~~~-SPKW DIYPYSWKTG VIICG~EGTP CEKEICECDR AAAVCLGENL RTY-KTKYMF YPDPLCKKPS KQC
23. {d rrokoxin B HLLQFNKMIK FETRK-NAIFP FYAFYGCYCG WGGRGRPKDA TDRCCFVHDC C~=---NTKW DIYPYSLKSG YITCG6-KGTW CEEQICECDR VAAECLRRSL STY-KYGYMF YPDSRCRGPS RTC
24, Ag agkistrotoxinNNLQFNKMIK EETGK-NALP FYAPYGCYCG GGGQGKPKDG TDRCCFVHDC CY---GRLVN C--~--NTKS DIYSYSLKEG YITCG~KGTN CEEQICECDR VAAECFRRNL DTY-NNGYMF YRDSKCTETS EEC
5. Pp [Aspd9]PLAZ ALWQFNGMIK CKIPSSEPLL LGGSGTPVDD LDRCCQTHDN CYKQAKKLDS CKVLYDNPYT NRYSYSCSNN EITCSSENNA CEAFICNCDR NAAICFSK—- VPY-FKEHKN LDKKNC
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Figura 4. Alineamiento de las secuencias aminoacidicas seleccionadas de sPLA, GII de los venenos de T. flavoviridis (Tf), T. gramineus (Tg), T. okinavensis (To),
T. mucrosquimatus (Tm), Crotalus atrox (Ca), C. durissus terrificus (Cd), Deinagkistrodon acutus (Da) and Agkistrodon halys pallas (Ag). Se clasifican en cuatro
tipos, tipo PLA,, tipo PLA, [Asp*] basica, tipo PLA, [Lys*], tipo neuro PLA, [Asp*]. La PLA, [Asp*] pancredtica bovina (Pb) se incluye en la alineacién de

ST
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Las PLA,BPI y BPII son basicas con pI 10.2 y 10.3
respectivamente, cuya actividad miolitica es ma-
yor quelaPLA, (33). Las secuencias aminoacidicas
de ambos sub-tipos son idénticas excepto en la
posicion 67 donde existe un cambio de Asp por
Asn en BPIL La actividad de BPII es de 10 a 100
veces mayor que BPI, el residuo Asn en la posi-
€ion 67 favorece la contraccién muscular.

Todas las isoenzimas de las PLA, de los venenos
de serpientes tienen estructura terciaria similar, sus
diversas actividades fisiolégicas han sido adqui-
ridas por substituciones en sitios particulares de
los genes y por ende en la secuencia aminoacidica
durante el proceso evolutivo.

En términos de miotoxicidad las PLA, BPI y BPII
del veneno de T. flavoviridis son evidentemente
miotéxicas. Debido a su naturaleza basica las PLA-
B y PLA-N también pueden presentar actividad
miotdxica. Se han descrito cuatro isoenzimas de
sPLA, miotéxicas de naturaleza basica aisladas
del veneno de B. asper denominadas como
miotoxinas I, II, IIf y IV (34). Las miotoxinas [ y
T son PLA, [Asp®]; y Il y IV son PLA, [Lys*]. Es
probable que todas las sSPLA, de naturaleza bésica
posean actividad miotéxica, pudiendo ser esta
actividad alta o baja. Las PLA, miotéxicas son las
que se encuentran en mayor cantidad, especial-
mente en el veneno de serpientes de la familia
Viperidae. Asi estas PLA, juegan un rol principal
en el dafio a la presa.

ESTRUCTURAS DEL ¢<DNA Y DE LOS
GENES QUE CODIFICAN LAS
ISOENZIMAS FOSFOLIPASAS A,
SECRETORAS DE VENENOS DE
SERPIENTES

Hasta el momento, se han descrito en la familia
Viperidae 81 ¢cDNA y 20 genes que codifican las
sPLA, tipo Il y en la familia Elapidae 67 cDNA y
26 genes del tipo L.

Las isoenzimas del cDNA de la glandula del vene-
no de T. flavoviridis contienen 414 pb y 138
aminodcidos (35). Las regiones no traducidas (UTR)
5" y 3’ son mas conservadas que las regiones
codificantes, presentan una identidad de
nucledtidos de 95%, 67% y 89% en las regiones
5'UTR, codificante y 3'UTR respectivamente. En
principio, se espera encontrar mayor similitud en
las zonas codificantes que en las UTRs (35), esta

caracteristica de similitud tan baja entre la zona.

codificante y las UTRs no es comun. Por otro lado,
el péptido sefal contiene 16 aminoacidos muy con-
servados con similitud de secuencia de 92%.
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En la regién que codifica la proteina se calculé el
porcentaje de sustituciones nucleotidicas en la pri-
mera, segunda y tercera posicién de los codones y
se encontré que son de 32.1%, 30.0%, y 28.6% res-
pectivamente. El alto porcentaje de substituciones
nucleotidicas en la primera y segunda posicién
comparado con la tercera es inusual, en la mayo-
ria de casos la tercera posicién es mds variable
que la primera y segunda posicién. Las
substituciones en la primera y segunda posicién
originan numerosas isoenzimas que contienen
actividades biolégicas diversas.

FOSFOLIPASAS A, SECRETORAS EN
OTROS ANIMALES

Fosfolipasas A, secretoras en mamiferos

Intervienen principalmente en la digestién de
lipidos de la dieta, participan ademéas en otras
actividades biolégicas tales como: proliferacién
celular, migracién celular, liberacién de
eicosanoides, injuria aguda del pulmén.

Las sPLA, del grupo IIA de esta familia también
son conocidas como tipo inflamatorio, ya que se
encuentra en altas concentraciones en patologias
que cursan con inflamacién: pacientes con artritis
reumatoide, shock séptico, en la mucosa coloniza-
da de pacientes con la enfermedad de Crohn’s,
colitis ulcerativa, etc. (36). También se detectaron
altos niveles de estas enzimas en plasma seminal
y fluidos broncoalveolar, peritoneal y sinovial (37).
Ademais la expresiéon de sPLA, se incrementa en
pacientes con canceres de mama (38) y érganos
del sistema digestivo (39).

Los inductores mas potentes de las sPLA, del gru-
po IIA incluyen a las citocinas proinflamatorias,
como las interleucinas 1L-10 y 1L - 1B, el factor o
de necrosis tumoral, y las endotoxinas tales como
los lipopolisacaridos. Por otra parte,
glicocorticoides, citocinas antiinflamatorias, fac-
tor derivado del crecimiento de plaquetas y facto-
res de crecimiento I y II de insulina son potentes
supresores de la induccién enzimdtica de sPLA,
(40). Todas estas videncias sugieren que las sSPLA,
del grupo lIA podrian desempefiar un rol impor-
tante en la patogénesis y en el desarrollo de la in-
flamacién (41); esta hipétesis se sustenta en los
reportes de numerosos estudios donde se muestra
la participacién del grupo I1A en la produccién de
mediadores lipidicos y en la liberacién de células
0 microvesiculas activas durante la inflamacién
(42). Sin embargo, algunos resultados indican que
el rol del grupo IIA en la inflamacién probable-
mente no estd muy clara, ya que las modificacio-
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nes en el gen de sPLA, del grupo IIA, que codifica
enzimas no funcionales (43); muestra un compor-
tamiento fenotipico similar a las enzimas expre-
sadas naturalmente, incluso ambas responden a
varios procesos inflamatorios como por ejemplo
la artritis inicial (43). Estas contradicciones sugie-
ren que otras sPLA, podrian compensar su pérdi-
da o que no lienen un papel importante en la infla-
macion. Se ha reportado que las sPLA, del grupo
V intervienen en la liberacién de mediadores
lipidicos y que podrian compensar la pérdida del
grupo I[A (44). Aparte de la liberacién de media-
dores lipidicos en la inflamacién, las sPLA, del
grupo IIA actdan también como agentes

bactericidas, como por ejemplo, en Escherichia coli
(45)

La participacién de las sPLA, del grupo IIA como
modificadores genéticos en la formacién de tumo-
res del cdncer colorectal en ratones es interesante.
Los animales con el gen deficiente de sPLA, del
grupo IIA, presentan mds tumores que los ratones
que poseen el gen funcional (43), los ratones
transgénicos que sobreexpresan el gen de esta en-
zima llegan a ser resistentes a la tumorogénesis
intestinal (46). Hasta el momento, se desconoce el
mecanismo por el cual las sPLA, del grupo I1A del
ratén confieren proteccién contra la formacién de
tumores; en el caso del humano diversos estudios
sugieren que no son modificantes importantes de
cdncer colorectal (47). Al parecer las funciones de
la sPLA, del grupo IIA del raton y del humano son
distintas, en primer lugar porque el patrén de dis-
tribucién de la enzima en el ratén y en el humano
es muy diferente. En el caso del ratén la enzima se
encuentra principalmente en el tejido intestinal,
mientras que en el hombre se encuentra distribui-
da en varios tejidos.

Recientemente, se han clonado y expresada tres

. nuevos genes de sPLA, (Tabla 4). El gen del grupo
IIC se cloné de rata y ratén, en el humano parece
corresponder a un pseudogen (48). Debido a su alta
expresion en los testiculos del roedor, se ha pro-
Ruesto su participacion en la espermatogénesis de
este animal (49).

Al clonar los genes de sPLA, del grupo V del hom-
bre, rata y ratén se encontré que se expresa alta-
mente en corazoén, pulmén y placenta (50); tam-
bién se sensibilizan durante la inflamacién en cé-
; lulas como macrofagos v mastocitos, donde des-
¢ empefan un papel importante en la liberacién de
“ediadores lipidicos en lugar del grupo I1A (45).

Las sPLA, del grupo X en el hombre, se expresan
altamente en el bazo, timo, leucocitos de sangre
periférica, indicando que podrian tener un rol en

el sistema inmune y/o en la inflamacién (51). Ade-
mas, estas sSPLA, se han descrito en el colon y en el
pancreas sugiriendo un posible rol biolégico adi-
cional desconocido.

Fosfolipasas A, secretoras bacterianas

En 1971, Doi y col. (52) reportaron una fosfolipasa
soluble en la membrana externa de E. coli la cual
no tenia homologia, con las fosfolipasas secretoras,
citosolicas ni intracelulares anteriormente descri-
tas, la enzima de 31 kDa denominada como
fosfolipasa A de la membrana externa (outer
membrane phospholipase A, OMPLA) aparente-
mente contiene 269 aminodcidos con una secuen-
cia sefial de 20, es Ca** dependiente, tiene un am-
plio rango de sustratos especificos presentando
actividades fosfolipasicas A, y A, (53).

En otras especies bacterianas no estdn completa-
mente estudiadas, hasta el momento se han descri-
to las PLA de Vibrio parahaemolyticus (54),
Rickettsia prowasekii (55) y Campylobacter coli (56),
las cuales se han comprobado que tienen actividad
hemolitica debido a la acumulacién de
lisofosfolipidos que desestabilizan las membranas.

La PLA de Helicobacter pylori csta implicada en la
formacidn de ulcera, esta facilita la exposicién del
epitelio géstrico a los lisofosfolipidos hemoliticos,
facilitando su degradacion a pH bajo (57). Algu-
nas PLA bacterianas son consideradas como fac-
tores de virulencia que muestran otras funciones
ademads de la ruptura de la membrana celular. La
capacidad de la PLA bacteriana de inducir la cas-
cada del 4cido araquidénico no estd muy bien es-
tudiada.

NUEVAS ESTRATEGIAS
TERAPEUTICAS

Los productos de la hidrélisis de fosfolipidos des-
emperian un rol bioldgico estratégico como media-
dores lipidicos en diversos procesos patologicos,
la supresién de su produccién se considera un
tema novedoso de estudio para disear alternati-
vas terapéuticas. Los metabolitos del acido
araquidonico son de particular interés por consti-
tuir una gran familia de eicosanoides principal-
mente los productos de COX y LOX. Los
eicosanoides estdn implicados en numerosas acti-
vidades fisiolégicas y la produccién excesiva estd
rclacionada con la fisiopatologia de numerosas
enfermedades como: inflamacién, alergia, dafio
cerebral, cincer, metastasis, desérdenes cardiovas-
culares, etc.
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Las sPLA, podrian ser un buen blanco terapéutico
para el control de procesos inflamatorios, ya que
muchas células productoras de eicosanoides como
fagocitos y mastocitos sintetizan y secretan estas
enzimas (58). Las sPLA, desempefian un papel
muy importante en la produccién excesiva de 4ci-
do araquidénico en condiciones patolégicas. Ade-
més de la produccién de lisofosfolipidos, las
sPLA, también se sinergizan con otros mediado-
res inflamatorios (Como ROS) en tejido dafiado y
podrian actuar como ligandos de receptores que
inducen la activacion y la proliferacion de células
normales y cancerosas (59). Las sPLA, son deno-
minadas como fosfolipasas A, inflamatorias, es-
tas enzimas constituyen blancos de eleccién para
la inhibicién y el control de patologias relaciona-
das con el incremento de estas enzimas o sus pro-
ductos.

Los inhibidores de estas enzimas se han propues-
to como drogas potenciales para el tratamiento de
procesos inflamatorios (60). Actualmente existe
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gran interés por el desarrollo de inhibidores (Ta-
bla 5) més especificos para cada una de las
isoformas de las PLA, para impedir que atravie-
sen la membrana celular y que interfieran con las
funciones normales de otras enzimas intracelula-
res. En este aspecto se estdn desarrollando los
inhibidores PLA, extracelulares (EX-PLIs), hasta
el momento se cuenta con los derivados de N-
fosfatidil-etanolamina y transportadores
poliméricos (61). Los dltimos incluyen
macromoléculas naturales, tal como el dcido
hialurénico, heparina y sulfato de condroitina o
polimeros usados en la administracién y trata-
mientos clinicos como hidroxietilalmidoén,
poligelina, carboximetilcelulosa o dextranos. El
soporte polimérico adicional de EXPLIs inhibe di-
ferentes tipos de sPLA, y protege la membrana ce-
lular de su accion; introduciendo de este modo un
prototipo potencial de células impermeables a los
inhibidores PLA, para el tratamiento de condicio-
nes patolégicas mediadas por derivados
fosfolipidicos.

TABLA 5. INHIBIDORES PARA LAS ISOFORMAS DE PLA,

Inhibidor Especificidad Tipo de inhibicién
Manoalida General Irreversible
p-Bromofenacil bromuro General Irreversible
3-(3-Acetamida-1-bencil-2-

etilindolil-5-oxi) propano sPLA, Competitiva
sulfénico acido (LY311727)

Araquidonil trifluorometil ketoneb  cPLA, Reversible

Metil araquidonil fluorofosfonato cPLA,;, iPLA, Irreversible

BEL iPLA, Irreversible

Inhibiciéon Antisentido

Los problemas de baja o nula especificidad aso-
ciados al uso de inhibidores disponibles en prin-
cipio se podrian mejorar inhibiendo la expresién
de las PLA, con oligonucleétidos antisentido. Esta
estrategia es probablemente la méas prometedora
ya que permite obtener inhibidores farmacologicos
activos con baja toxicidad y especificos para una
forma particular de PLA,.

La inhibicién de PLA, empleando oligonucleétidos
antisentido primero fue descrita para sPLA, (62) y
luego para las otras formas importantes de PLA,

presentes en células como sPLA, GV (63), cPLA,
(64) eiPLA, (65). A su vez el desarrollo de este tipo
de moléculas especificas para cada isoforma per-
mitird determinar con mayor certeza el rol que
desempenan las sPLA2 en la sefializacion celular.

CONCLUSIONES

La importancia de las PLA, en el control de aspec-
tos claves de la fisiologfa celular esta establecida.
Sin embargo, las nuevas formas y el descubrimien-
to de receptores en la membrana celular para estas
enzimas podrian presentar funciones fisiologicas
desconocidas.
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Aln no se ha establecido exactamente la diversi-
dad molecular de las PLA, existentes tanto en los
venenos como en los tejidos de los mamiferos.
Ademas, esta gran familia de enzimas aumentara
si consideramos a las bacterias, animales inverte-
brados y plantas como fuentes de PLA,.

Las funciones bioldgicas de estas enzimas, princi-
palmente la de las sSPLA,, estan en estudio por in-
tervenir en numerosos procesos fisiopatolégicos.
Muchas de las sPLA, descritas hasta el momento,
son enzimas cataliticamente activas cuya funcién
primaria se relaciona, por ejemplo, con la libera-
cion de potentes mediadores lipidicos, el control
de infecciones bacterianas, remocién de células
apoptosicas, etc; el desafio es identificar estos ro-
les para cada una de las enzimas pertenecientes a
esta gran familia. El conocimiento de las nuevas
funciones permitira el disefio de formacos especi-
ficos para tratar los procesos fisiopatolégicos en
las que PLA, se encuentran involucradas.

El descubrimiento de que algunas enzimas se unen
con alta afinidad a los receptores identificados
sugiere la existencia de funciones biolégicas inde-
pendientes de la actividad enzimatica. Conside-
rando los diversos tipos de receptores que se vie-
nen identificando se espera encontrar nuevas fun-
ciones fisiolégicas atin no descifradas.
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