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La activación de macrófagos de ratón a través de receptores Toll-like (TLRs) produce la 

liberación de ácido araquidónico mediada por la activación de las fosfolipasas A2. Durante 

este proceso se induce la expresión de ciclooxigenasa-2 (COX-2) dando lugar a la 

generación de eicosanoides. 

En este trabajo se utilizan 10 agonistas de receptores Toll-like para definir el papel de las 

fosfolipasas A2 en este proceso. El tratamiento de P388D1 y RAW 264.7 con pirrofenona, 

inhibidor selectivo de la cPLA2プ y escalaradial, inhibidor de la sPLA2, muestran que la 

contribución de estas fosfolipasas a la liberación de ácido araquidónico depende del TLR a 

través del que se está produciendo la activación. No se observan cambios en la liberación 

de ácido araquidónico cuando se utiliza BEL, inhibidor de la iPLA2. 

La activación de macrófagos por LPS bacteriano a través de TLR4 provoca una fase 

retardada de biosíntesis de prostaglandinas que parece estar mediada completamente por la 

COX-2. En trabajos previos, se comprobó que la fosfolipasa A2 secretada de grupo V 

catalíticamente activa era necesaria para la inducción de COX-2, pero la naturaleza del 

metabolito de la sPLA2-V implicado no estaba definida. En este estudio, se identifica la 

lisofosfatidilcolina (lisoPC) como el mediador de la sPLA2-V implicado en la inducción de 

COX-2 en macrófagos estimulados con LPS. La inhibición de la sPLA2-V con RNA de 

interferencia o con escalaradial bloquea la expresión de COX-2 inducida por LPS, y esta 

inhibición se recupera incubando las células con un análogo no hidrolizable de lisoPC. 

Además, la inhibición de la sPLA2-V con escalaradial impide la activación del factor de 

transcripción c-Rel, y esta inhibición se recupera selectivamente por el análogo de lisoPC.  

Adicionalmente, el escalaradial evita la fosforilación de ERK1/2 y cPLA2プ en respuesta a la 

activación a través de TLRs, mecanismo que depende del receptor a través del que se 

produce esta activación, lo que indica un mecanismo de regulación de la sPLA2-V y cPLA2プ 

dependiente de TLR.  

Estos resultados sugieren un modelo en el que la cPLA2プ es la principal responsable de la 

liberación de ácido araquidónico en macrófagos. La sPLA2-V contribuye amplificando este 

proceso mediante la hidrólisis de los fosfolípidos y la regulación de la fosforilación 

secuencial de ERK1/2 y cPLA2プ. Por otro lado, la sPLA2-V tras estimulación con LPS, 

participa en la generación de eicosanoides mediante la regulación de COX-2. En este 

modelo, la sPLA2-V hidroliza los fosfolípidos generando lisoPC, la cual regula la expresión 

de COX-2 por un mecanismo que implica la actividad transcripcional de c-Rel.
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AA   Ácido araquidónico 

Act. esp.  Actividad específica 

AAS   Ácido acetilsalicílico 

ATP   Adenosina trifosfato 

Baic   Baicaleína 

BEL    Bromoenol lactona 

BSA   Albúmina de suero bovino 

CAPS    Ácido 3-(ciclohexilamino)-1 propanosulfónico  

cDNA   Ácido desoxirribonucleico complementario 

CoA   Coenzima A 

COX   Ciclooxigenasa  

cPLA2   Fosfolipasa A2 citosólica dependiente de calcio 

DAG    Diacilglicerol 

DHA   Ácido docosahexaenoico 

DMSO  Dimetil sulfóxido 

DNA   Ácido desoxirribonucleico 

dNTPs  Deoxinucleótidos trifosfato 

Ebs   Ébselen 

ECL   Sistema de aumento de quimioluminiscencia 

EDTA   Ácido etilendiaminotetraacético  

EET   Ácido epoxieicosatrienoico 

EGFP o GFP  Proteína verde flourescente 

ET-18-OCH3  1-O-octadecil-2-O-metil-rac-glicero-3-fosforilcolina (metil-lisoPC) 

FA   Ácido graso 

FBS   Suero fetal bovino 

H2O DEPC   Agua tratada con dietilpirocarbonato  



 ABREVIATURAS  

 
5

HEPES   Ácido (N-[2-hidroxietil]piperacina-N´-[2-etanosulfónico])  

HETE  Ácido hidroxieicosatetranoico 

Indo   Indometacina 

iPLA2   Fosfolipasa A2 citosólica independiente de calcio 

LDs   Cuerpos lipídicos 

LisoPC  Lisofosfatidilcolina 

LisoPE  Lisofosfatidiletanolamina 

LisoPL  Lisofosfolípido 

LO   Lipoxigenasa 

LPS   Lipopolisacárido 

MAFP   Metil araquidonil fluorofosfonato 

Mano   Manoalide 

MAPK   Proteína quinasa activada por mitógenos 

OA   Ácido oleico 

PAF   Factor activador de plaquetas 

PAF-AH  Acetilhidrolasas del factor activador de plaquetas 

PBS   Tampón fosfato salino 

PC    Fosfatidilcolina 

PCR    Reacción en cadena de la polimerasa 

PE    Fosfatidiletanolamina 

PG   Prostaglandina 

Pir   Pirrofenona 

PL   Fosfolípido 

PLA2   Fosfolipasas A2 

PMSF    Fluoruro de fenilmetilsulfonilo  

Poli IC  Ácido poliinosínico-policitidílico  
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PS   Fosfatidilserina 

RNA   Ácido ribonucleico 

RT   Transcriptasa reversa 

Scal   Escalaradial 

SDS    Dodecil sulfato sódico  

SDS-PAGE Electroforesis en geles de poliacrilamida en presencia de dodecil 

sulfato sódico 

siRNA   RNA de interferencia 

sPLA2    Fosfolipasa A2 secretada 

TAE   Tampón para electroferesis en geles de agarosa 

TAG    Triacilglicerol 

TEMED   N, N, N,�N,� Tetrametiletilendiamina  

TLC   Cromatografía en capa fina 

TLR   Receptor Toll-like 
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3.1 INFLAMACIÓN: FOSFOLIPASAS A2 Y RESPUESTA INMUNE 
INNATA 

La inflamación es la respuesta del organismo a un daño o agresión externa que se 

desencadena para controlar el daño y comenzar los procesos de reparación. Los síntomas 

característicos de la inflamación (calor, rubor, dolor, hinchazón y pérdida de función), se 

producen debido a mediadores lipídicos derivados del ácido araquidónico denominados 

eicosanoides. 

El ácido araquidónico (AA) se genera por acción de las fosfolipasas A2 (PLA2) sobre los 

fosfolípidos de la membrana celular (figura 1). Además, estas enzimas pueden liberar otros 

compuestos que también participan en los procesos inflamatorios.  

 

 

 

 

 

Las fosfolipasas A2 participan en el desarrollo de numerosas patologías y juegan un papel 

importante en el desarrollo de enfermedades neurodegenerativas (McGeer y McGeer, 1999; 

Balboa et al., 2001, 2002; Sun et al., 2004, 2005), como Alzheimer o Parkinson. Diversos 

estudios con inhibidores de la actividad PLA2 indican que la liberación de ácidos grasos por 

estas enzimas está asociada a desordenes neurológicos, por lo que estos inhibidores podrían 

ser utilizados como agentes neuroprotectores y antiinflamatorios (Farooqui et al., 2006).  

Fig. 1. Sitios de acción de las fosfolipasas en el fosfolípido. 
Clasificación de las fosfolipasas en función de su sitio de acción en la 
estructura del fosfolípido. 
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El desarrollo de ratones deficientes en enzimas claves del metabolismo lipídico ha ayudado 

al esclarecimiento del efecto de la alteración del metabolismo del AA, relacionándolo con 

enfermedades neurológicas (Bosetti, 2007), por lo que el estudio de su mecanismo de 

acción supone un avance para la cura de estas enfermedades. 

Los macrófagos, componentes del sistema inmune innato y una de las células inflamatorias 

por excelencia, son un sistema ideal para la identificación de nuevas dianas moleculares en 

la cascada de producción de eicosanoides, ya que presentan una gran cantidad de AA 

esterificado en sus membranas y además responden a numerosos estímulos 

proinflamatorios liberando este ácido graso.  

3.1.1 RESPUESTA INMUNE INNATA: RECEPTORES TOLL-LIKE  

El reconocimiento de patógenos por células del sistema inmune innato se produce a través 

de receptores de reconocimiento de patrones (PRRs), debido a que los patógenos poseen 

estructuras específicas denominadas patrones moleculares asociados a patógenos (PAMPs). 

A este tipo de receptores pertenecen los receptores Toll, cuyo papel en la respuesta inmune 

innata se describió por primera vez en Drosophila, y los receptores Toll-like (TLRs), una 

familia de proteínas en mamíferos estructuralmente relacionadas con los receptores Toll en 

Drosophila. 

Los TLRs son receptores transmembrana de clase I (figura 2). Los dominios extracelulares 

de estos receptores, denominados ectodominios, consisten en bloques de repeticiones de 

motivos de 24 aminoácidos ricos en leucina (LRR). Poseen una única hélice プ 

transmembrana y un dominio citoplasmático denominado dominio de receptor 

Toll/interleuquina-1 (TIR), con el que interaccionan las proteínas adaptadoras (Gay et al., 

2006). 

Cada TLR es capaz de distinguir entre los diferentes patógenos, diferenciando entre lo 

propio y lo ajeno. El TLR4 reconoce LPS procedente de bacterias Gram-negativas 

principalmente, pero también puede reconocer otros ligandos como proteínas heat shock o 

componentes de la matriz extracelular. El TLR2 reconoce diferentes componentes 

bacterianos y puede formar dímeros con el TLR1 y el TLR6, lo que le permite distinguir 

entre triacil y diacil lipopéptidos. El TLR5 reconoce la flagelina procedente de bacterias. 

Los ligandos naturales concretos del TLR10 y el TLR11 (ratón) aún no se conocen, aunque 

se ha encontrado que el TLR11 es sensible a componentes bacterianos (Takeda et al., 2003). 
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Los TRL3, 7, 8 y 9 se encuentran en endosomas, por lo que reconocen las moléculas una 

vez que el patógeno ha sido fagocitado. El TLR3 reconoce RNA de doble cadena 

procedente de virus, el TLR7 agonistas sintéticos y RNA de cadena sencilla y el TLR9 

DNA bacteriano y viral con motivos CpG. El TLR8 reconoce imidazoquinolinas y RNA 

de cadena sencilla en humanos, pero en ratón este receptor tiene gran similitud con el 

TLR7 y parece no ser funcional (figura 3). 

3.1.1.1 Reconocimiento de ligandos y transducción de señales 

Los agonistas son capaces de producir la formación de dímeros de los receptores. Dos 

estudios recientes revelan el mecanismo por el que los TLRs reconocen los ligandos. 

Existen dos modos de reconocimiento del ligando a través de estos receptores (Brodsky y 

Medzhitov, 2007). En el primer modelo de reconocimiento, la unión de LPS al TLR4 

supone la unión de dos moléculas de MD-2, una proteína soluble que se requiere para la 

señalización a través de TLR4, a dos moléculas de LPS, provocando la dimerización del 

receptor. En el segundo modelo una sola molécula provoca la dimerización del receptor, 

como en el caso del Pam3CSK4. 

La transducción de señales a través de estos receptores depende de la unión de diferentes 

adaptadores con el dominio TIR de los receptores. La molécula adaptadora MyD88 

participa en la señalización de todos los receptores excepto en el caso del TLR3. A 

continuación se acoplan a diversas proteínas adaptadoras, dependiendo del receptor, 

induciendo genes que codifican para proteínas inflamatorias (Kawai y Akira, 2005, 2006).  

Fig. 2. Estructura de receptores Toll-like. (Adaptada de Gay et al., 2006). 
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Las señales mediadas por TLRs son diferentes dependiendo del tipo celular y del estímulo. 

Recientemente se ha establecido que existe un cross-talk entre las diferentes rutas, sugiriendo 

un papel regulatorio (Gay y Gangloff, 2007). 

 

 

 

 

 

El reconocimiento de patógenos a través de estos receptores, además de la activación de la 

respuesta inmune innata, está acoplado a la inducción de la respuesta inmune adaptativa 

(Medzhitov, 2007). Estudios recientes indican que la respuesta inmune adaptativa es 

necesaria para controlar la producción de citoquinas debida a la respuesta innata, de manera 

que si se suprime la respuesta adaptativa, la superproducción de citoquinas produce la 

muerte celular (Palm y Medzhitov, 2007). Estos estudios indican que la acción coordinada 

de ambas es necesaria para la resolución de la inflamación.  

En macrófagos, la activación a través de TLRs produce la fosforilación de MAP quinasas 

activando diversos factores de transcripción (Rao, 2001). Adicionalmente, la activación de 

TLRs da lugar a la inducción de la producción de numerosas citoquinas proinflamatorias, al 

aumento en la expresión de COX-2 y a la generación de eicosanoides a tiempos largos de 

estimulación (Buczynski et al., 2007).  

Fig. 3. Respuesta inmune mediada por receptores Toll-like. (Adaptada 
de Kawai y Akira, 2006). 
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3.2 REACILACIÓN DEL ÁCIDO ARAQUIDÓNICO 

El AA forma parte del ciclo de Lands, por el que se reacila y se desacila de los fosfolípidos 

de la membrana (figura 4). En este ciclo, el AA se libera de los fosfolípidos por acción de 

las fosfolipasas A2 y se reincorpora por las aciltransferasas. Este ácido graso tiene que ser 

previamente esterificado, proceso que llevan a cabo las acil-CoA sintetasas. Además, 

mediante la acción de las transacilasas, puede transferirse de un fosfolípido a otro, proceso 

conocido como remodelación lipídica. La disponibilidad de aceptores lisofosfolipídicos, 

particularmente lisofosfatidilcolina (lisoPC), es un factor limitante para la incorporación de 

AA. Los niveles de lisoPC se mantienen en células en reposo debido a la acción de la 

fosfolipasa A2 independiente de calcio de grupo VIA (Balsinde, 2002).  

 

 

 

 
Fig. 4. Esquema de reacilación/desacilación y remodelación de ácido 
araquidónico. 
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3.2.1 ACIL-CoA SINTETASAS 

Las acil-CoA sintetasas catalizan la tioesterificación de los ácidos grasos con CoA, siendo 

enzimas esenciales para la remodelación de fosfolípidos de membrana y para la síntesis 

lipídica de novo. En función de la longitud del ácido graso que esterifican se diferencian acil-

CoA sintetasas de cadena corta, media y larga. Hasta el momento se han identificado 5 

subfamilias de acil-CoA sintetasas de cadena larga en mamíferos en función de la 

especificidad del ácido graso que utilizan como sustrato, que depende principalmente de la 

longitud de este (Soupene y Kuypers, 2008). 

Las acil-CoA sintetasas catalizan una reacción multisustrato dependiente de magnesio y 

ATP que implica dos pasos: 1) la formación de una molécula intermediaria, acil-AMP y 2) 

la formación del producto final, acil-CoA. La estructura cristalizada de esta enzima 

procedente de Thermus thermophilus HB8 indica que en la proteína está presente un residuo 

hidrofóbico en la zona donde se va a unir el ácido graso que determina la longitud de la 

cadena y, por tanto, la especificidad del sustrato (Hisanaga et al., 2004). La unión a ATP 

produce la apertura del sitio de unión del ácido graso, cerrado por el residuo de indol del 

Trp234, mediante cambios conformacionales producidos por la formación de puentes de 

hidrógeno entre el fosfato y el nitrógeno del triptófano.  

   1) Ácido graso + ATP                   Acil-AMP + PPi 

       2) Acil-AMP + CoA                      Acil-CoA + AMP 

Un estudio reciente revela que estas enzimas tienen la capacidad de atrapar los ácidos 

grasos necesarios para las células del cerebro que ellas mismas no pueden sintetizar 

mediante la adición de CoA, evitando que estos ácidos grasos difundan fuera de estas 

células (Hamilton y Brunaldi, 2007). 

La importancia de estas enzimas en la regulación de la apoptosis causada por la 

acumulación de AA se pone de manifiesto en un estudio reciente en la línea celular 

promonocítica U937. Cuando se añade ácido araquidónico exógeno a las células es 

rápidamente esterificado e incorporado a PC. Si, adicionalmente, se bloquea esta 

incorporación a través de la araquidonoil-CoA sintetasa mediante inhibidores específicos, 

se incrementan los niveles de AA libre en la célula, produciéndose externalización de PS, 

condensación de cromatina y fragmentación de PARP, procesos indicativos de apoptosis 

(Pérez et al., 2006).  
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3.2.2 ACILTRANSFERASAS DEPENDIENTES DE CoA 

Las aciltransferasas catalizan las reacciones de reacilación mediante la adición de cadenas de 

ácidos grasos a los diferentes fosfolípidos.  

La actividad acil-CoA:lisofosfolípido aciltransferasa (LPAT) ha sido caracterizada en 

diferentes tejidos. Esta enzima tiene preferencia por ácidos grasos poliinsaturados, 

particularmente C18:1, C18:2 y C20:4. La reacilación de lisoPC a PC está catalizada por la 

1-acilglicerofosfocolina aciltransferasa (LPCAT), enzima importante en la remodelación de 

fosfatidilcolina de la membrana. La LPCAT en plaquetas tiene una alta afinidad por el 

ácido linoleico, seguido por el ácido eicosapentaenoico (EPA) y el ácido araquidónico. En 

células fagocíticas, como los neutrófilos, se ha encontrado que la activación produce una 

remodelación fosfolipídica rápida, mediada principalmente por esta enzima (Jackson et al., 

2008). 

El AA puede incorporarse a una gran variedad de fosfolípidos. El fosfolípido al que se va a 

incorporar depende en gran medida de la concentración de AA presente en la célula. En 

función de la concentración de AA se diferencian dos vías de incorporación: alta 

concentración (baja afinidad) en la que el AA se incorpora en primer lugar a triacilglicerol, y 

baja concentración (alta afinidad) donde el primer aceptor son especies fosfolipídicas 

aciladas en posición sn-1 (Chilton et al., 1996). Esto indica que la concentración del AA en 

la célula es decisiva para la actuación de las diferentes aciltransferasas.  

Por tanto, cuando las células están en reposo, el AA se incorpora en los fosfolípidos 

lentamente, manteniendo los niveles de este en las células, mientras que en células activadas 

la actividad aciltransferasa aumenta significativamente. Estudios realizados bloqueando 

estas enzimas demuestran que en ausencia de actividad se reduce la capacidad para producir 

PAF y otros mediadores lipídicos en la célula, lo que indica que la remodelación lipídica es 

necesaria para la biosíntesis de estos mediadores (Chilton et al., 1996). 

La actividad aciltransferasa ha sido documentada en monocitos y macrófagos en respuesta 

a LPS. Estudios realizados con inhibidores sugieren que la inhibición de esta enzima afecta 

a la ruta de señalización de LPS entre la activación del receptor y la transcripción génica. 

Por lo tanto, las aciltransferasas en monocitos y macrófagos controlan las respuestas 

inflamatorias mediante la regulación de la disponibilidad de AA libre y la respuesta al 

estímulo controlando la composición del entorno lipídico (Jackson y Parton, 2004). 
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3.3 LA FAMILIA DE LAS FOSFOLIPASAS A2 

3.3.1 CLASIFICACIÓN Y DESCRIPCIÓN 

La superfamilia de las fosfolipasas A2 consiste en una amplia variedad de enzimas que 

catalizan la hidrólisis del enlace éster en posición sn-2 de los fosfolípidos liberando un ácido 

graso y un lisofosfolípido (figura 5).  

 

 

 

 

Los ácidos grasos liberados por acción de las fosfolipasas A2, como el ácido araquidónico y 

el ácido oleico, tienen función como segundos mensajeros. Esta reacción es especialmente 

importante cuando el ácido grado liberado es ácido araquidónico, ya que es precursor de 

los eicosanoides. 

Los lisofosfolípidos liberados por las fosfolipasas participan en la señalización celular, 

remodelación de fosfolípidos y cambios en la membrana y pueden utilizarse para producir 

factor activador de plaquetas (PAF), un potente mediador inflamatorio. 

Las fosfolipasas se clasifican basándose en su secuencia nucleotídica según el criterio 

establecido por Six y Dennis, (2000). Para que una fosfolipasa sea clasificada dentro de un 

grupo de PLA2: 

1. Debe hidrolizar el enlace éster de la posición sn-2 de un sustrato fosfolipídico, 

siendo su actividad PLA2 la mayoritaria aunque puede poseer otras actividades. 

2. Debe conocerse la secuencia aminoacídica completa de la proteína madura. 

3. Cada grupo debe incluir enzimas que tengan una secuencia homóloga. A cada 

Fig. 5. Reacción de hidrólisis lipídica catalizada por las fosfolipasas A2. 
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parálogo se le asignará una letra de subgrupo pero a los ortólogos no se les asignará 

una letra diferente. 

4. Las variantes de procesamiento alternativo catalíticamente activas serán clasificadas 

dentro del mismo grupo y subgrupo y distinguidas con números arábigos. 

Se han realizado varias clasificaciones de las PLA2 a medida que se han ido descubriendo 

nuevas fosfolipasas (Dennis, 1994; Dennis, 1997; Six y Dennis, 2000; Schaloske y Dennis, 

2006). Atendiendo a sus propiedades bioquímicas, las PLA2 se clasifican en cinco familias, 

fosfolipasas secretadas dependientes de Ca2+ (sPLA2) (tabla 1), fosfolipasas citosólicas 

dependientes de Ca2+ (cPLA2) e independientes de Ca2+ (iPLA2) (tabla 2), acetilhidrolasas 

del factor activador de plaquetas (PAF-AH) y fosfolipasas A2 lisosomales (LPLA2) (tabla 3). 

 

TABLA 1. Fosfolipasas A2 secretadas (sPLA2) 

Grupo Origen Tamaño (kDa) Puentes disulfuro

IA Veneno de cobra y crótalo 13-15 7 

IB Páncreas humano y porcino 13-15 7 

IIA Líquido sinovial humano, serpiente de 
cascabel 

13-15 7 

IIB Veneno de víbora del Gabón 13-15 6 

IIC Testículos de rata y ratón 15 8 

IID Bazo y páncreas humano y de ratón 14-15 7 

IIE Cerebro, corazón y útero humano y de 
ratón 

14-15 7 

IIF Testículos y embrión humano y de ratón 16-17 6 

III Humano, ratón, abeja y lagartija 15-18              
55 (humano y ratón) 

8 

V Corazón humano y de ratón, hígado y 
macrófagos 

14 6 

IX Veneno de caracol (conodipina-M) 14 6 

X Bazo, timo y leucocitos humanos 14 8 

XIA Brotes verdes de arroz (PLA2-I) 12,4 6 

XIB Brotes verdes de arroz (PLA2-II) 12,9 6 

XII Humano y ratón 19 7 

XIII Parvovirus <10 0 

XIV Hongos simbióticos y bacteria 13-19 2 
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Se ha identificado, recientemente, una nueva PLA2 que podría ser el primer miembro de un 

nuevo grupo de fosfolipasas A2, grupo XVI (Duncan et al., 2008). Esta enzima se encuentra 

expresada fuertemente en tejido adiposo, por lo que se la ha denominado AdPLA2 

(Adipose PLA2). Es una enzima de 18 kDa, intracelular, que se encuentra asociada a 

membrana y está activada por Ca2+, aunque este no es esencial para su actividad.  

La AdPLA2 tiene preferencia por sustratos que poseen una cabeza polar de colina frente a 

serina, etanolamina o inositol. Además, posee baja actividad lisofosfolipasa, su actividad 

fosfolipasa es 4 veces superior a la actividad lisofosfolipasa.  

En el sitio catalítico tiene His/Cys pero, a pesar de tener características comunes con las 

PLA2 que poseen histidina en su sitio catalítico, no se la puede encuadrar en ninguna de las 

categorías existentes. AdPLA2 es inhibida, al igual que las sPLA2, por AACOCF3, pero 

también es inhibida por MAFP, lo que indica la presencia de una cisteína activa 

fundamental para su actividad. Además, carece del dominio conservado en el sitio catalítico 

de las sPLA2, lo que la hace diferente a otras enzimas con histidina. 

 

TABLA 2. Fosfolipasas A2 citosólicas de grupo IV (cPLA2) y VI (iPLA2) 

Grupo Otros nombres Origen Tamaño (kDa) 

IVA cPLA2プ Humano y ratón 85 

IVB cPLA2ベ Humano 114 

IVC cPLA2ペ Humano 61 

IVD cPLA2ボ Humano y ratón 92-93 

IVE cPLA2ポ Ratón 100 

IVF cPLA2｠ Ratón 96 

VIA-1 iPLA2 Humano y ratón 84-85 

VIA-2 iPLA2ベ Humano y ratón 88-90 

VIB iPLA2ペ Humano y ratón 88-91 

VIC iPLA2ボ, NTE Humano y ratón 146 

VID iPLA2ポ, adiponutrina Humano 53 

VIE iPLA2｠, TTS-2.2 Humano 57 

VIF iPLA2〝, GS2 Humano 28 
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TABLA 3. PAF-AH y fosfolipasas A2 lisosomales  

Grupo Otros nombres Origen Tamaño (kDa) 

VIIA Lp-PLA2 Humano, ratón, porcino y 
bovino 

45 

VIIB PAF-AH II Humano y bovino 40 

VIIIA PAF-AH Ib (subunidad プ1) Humano 26 

VIIIB PAF-AH Ib (subunidad プ2) Humano 26 

XV ACS, LPLA2, LLPL Humano, ratón y bovino 45 (desglicosilada) 

 

3.3.1.1 Fosfolipasas secretadas dependientes de Ca2+ (sPLA2) 

Las fosfolipasas A2 secretadas son enzimas de bajo peso molecular, 14-18 kDa, excepto el 

grupo III, cuyo peso molecular es de 55 kDa, con una estructura terciaria rígida, debido a la 

presencia de 5-8 puentes disulfuro que les confiere estabilidad y les permite mantener su 

actividad en los fluidos extracelulares. Requieren Ca2+ en cantidades milimolares para su 

actividad catalítica.  

El centro activo está formado por una histidina catalítica y próximo a ella se encuentra un 

aspartato conservado. Se han propuesto dos mecanismos de catálisis basados en los 

resultados obtenidos por cristalografía de rayos X. En ambos mecanismos la histidina 

funciona como base sobre una molécula de agua y el calcio estabiliza el oxoanión. En el 

primer mecanismo participaría una sola molécula de agua mientras que el segundo 

implicaría dos moléculas de agua (una de ellas coordinada a Ca2+), pero aún no hay 

suficientes datos para determinar que mecanismo es el que realmente está teniendo lugar 

(Lambeau y Gelb, 2008). Entre las sPLA2 humanas, se han determinado por cristalografía 

de rayos X la sPLA2 IB, IIA (Scott y Sigler, 1994) y X (Pan et al., 2002), proteínas que 

poseen una estructura similar. Basándose en estos datos estructurales y mediante programas 

de alineamiento de secuencias, se ha determinado que las sPLA2 IB, IIA, IIC, IIE, IIF, V y 

X, comparten una misma estructura tridimensional. 

Las sPLA2 no tienen preferencia por el ácido graso que hidrolizan, pero muestran 

preferencia por los fosfolípidos aniónicos y sólo las de grupo V y X son capaces de 

hidrolizar PC. Estas enzimas son secretadas al medio extracelular, pudiendo actuar durante 

la secreción de manera autocrina o paracrina y posteriormente son reinternalizadas en la 

célula. Estudios previos en macrófagos P388D1 indican que esta internalización de la 
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sPLA2-V se produce en gránulos que llevan  a la enzima a la membrana perinuclear, donde 

colocaliza con la cPLA2プ y la COX-2 (Balboa et al., 2003c). 

Diferentes tipos de fosfolipasas A2 secretadas se han relacionado con desarrollo de 

aterosclerosis debido a la hidrólisis lipídica (Rosengren et al., 2006; Oestvang y Johansen, 

2006; Kimura-Matsumoto et al., 2008). Estudios recientes muestran que estas enzimas 

poseen actividad bactericida, en especial la sPLA2 IIA es la más potente frente a bacterias 

Gram-positivas (Nevalainen et al., 2008). Ratones transgénicos que sobreexpresan la sPLA2-

V confirman el papel de esta enzima en afecciones pulmonares, ya que estos ratones 

mueren durante el periodo neonatal debido a disfunciones pulmonares (Ohtsuki et al., 

2006). 

La sPLA2-V fue identificada por primera vez en humanos por Chen y colaboradores en 

1994 y ese mismo año en ratón y rata por los mismos autores. El gen de la sPLA2-V se 

encuentra en el cromosoma 1 en humanos y 4 en ratones. Contiene 5 exones, el sitio de 

unión a calcio se encuentra en el exón 3 y el catalítico en el exón 4, y se expresa en 

diferentes tejidos y líneas celulares. A esta enzima se le han asignado recientemente, además 

de las ya clásicas funciones, un papel importante en la aterogénesis mediante la formación 

de células foam, propiedades bactericidas tras el proceso fagocítico (Balestrieri y Arm, 2006) 

y participación en la maquinaria fagocítica en macrófagos donde es necesaria para una 

fagocitosis eficiente (Balestrieri et al., 2006). 

Los ratones knockout han permitido el estudio de la función de las fosfolipasas in vivo. Estos 

ratones se han generado mediante mutaciones en el gen diana, espontáneas o dirigidas, que 

causan una pérdida de función de la fosfolipasa. Actualmente, se han obtenido ratones 

knockout de sPLA2 GIIA, GV, GIB y X. La mutación de la GIIA se produjo 

espontáneamente en ratones C57BL/6 (Kennedy et al., 1995), estos ratones muestran un 

desarrollo normal y no hay cambios aparentes en el fenotipo. Los ratones knockout en GV 

presentan una fagocitosis reducida y una disminución en la producción de eicosanoides 

(Satake et al., 2004), indicando el papel de esta enzima en el proceso de fagocitosis. Los 

ratones carentes de GIB (Huggins et al., 2002) muestran protección frente a la obesidad 

producida por la dieta o resistencia a insulina, por lo que esta enzima se ha considerado 

como posible diana para el tratamiento de la obesidad y la diabetes tipo 2. Los deficientes 

en sPLA2 de grupo X presentan disminución de los síntomas alérgicos, por lo que esta 

enzima se considera clave en la patogénesis del asma (Henderson et al., 2007).  
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3.3.1.2 Fosfolipasas citosólicas dependientes de Ca2+ (cPLA2) 

Las cPLA2 son enzimas citosólicas de alto peso molecular que requieren calcio para 

translocar a membranas intracelulares. Son enzimas ubicuas que se expresan a niveles 

constantes. En el centro activo tienen Ser/Asp y requieren una arginina para su actividad 

catalítica. Además, estas enzimas también poseen actividad lisofosfolipasa y transacilasa. 

La cPLA2プ, clonada en 1991 simultáneamente por Clark y colaboradores (Clark et al., 1991) 

y Sharp y colaboradores (Sharp et al., 1991), es la única enzima de esta familia que presenta 

especificidad por los fosfolípidos que contienen AA en la posición sn-2 (figura 6). Esta 

enzima se regula por diferentes mecanismos postraduccionales, como son la localización 

subcelular, respuesta a calcio intracelular, fosforilación por MAP quinasas o interacción con 

fosfolípidos y proteínas (Clark et al., 1995). En respuesta a incrementos en la concentración 

de calcio intracelular se produce la translocación de la cPLA2プ del citosol a la región 

perinuclear (Golgi, retículo endoplásmico y membrana nuclear), donde facilita la 

conversión de ácido araquidónico a eicosanoides al colocalizar con otras enzimas 

(Hirabayashi et al., 2004).  

En numerosos tipos celulares se ha demostrado que se produce incremento en la actividad 

de la cPLA2プ en respuesta a agonistas capaces de fosforilar ERK1/2, efecto que puede 

revertirse mediante el uso de fosfatasas. La fosforilación de esta enzima junto con la 

translocación en respuesta a incrementos de calcio intracelulares actúan en conjunto para la 

completa activación de la enzima (Leslie, 1997). Estudios realizados en células P388D1 

sugieren que la fosforilación de la cPLA2プ incrementa la actividad específica de la enzima 

pero no es suficiente por si sola para liberar ácido araquidónico, requiriéndose señales 

adicionales a la fosforilación e incremento de calcio (Balboa et al., 2000). 

Esta enzima posee diferentes serinas que pueden fosforilarse y a través de las que se regula 

su actividad. Se ha descrito en diversos tipos celulares que la fosforilación de la cPLA2プ en 

la serina 505 aumenta la actividad de esta enzima (Qiu et al., 1993).  Recientemente se ha 

descrito mediante el uso de diferentes mutantes en serina que la fosforilación de la Ser727 de 

la cPLA2プ modula la actividad de la enzima, favoreciendo la ruptura con el heterotetrámero 

de p11 y anexina A2 y permitiendo su unión a la membrana para la hidrólisis de 

fosfolípidos (Tian et al., 2007). 
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La iPLA2-VIA fue clonada en 1997 por Tang y colaboradores (Tang et al., 1997) y posee al 

menos 5 diferentes variantes de procesamiento. Se ha demostrado que dos de ellas, la  

VIA-1 y VIA-2,  poseen actividad enzimática (Balsinde y Balboa, 2005). Además de la 

actividad fosfolipasa, la iPLA2 VIA posee actividad lisofosfolipasa y actividad transacilasa. 

Otra característica de esta enzima es que puede hidrolizar PAF, imitando la acción de las 

PAF-AH (Winstead et al., 2000; Balsinde y Balboa, 2005).  

Esta enzima tiene un papel crítico en el mantenimiento de la homeostasis de la membrana 

celular regulando los niveles de fosfatidilcolina, por lo que está implicada en procesos de  

crecimiento celular, ya que alteraciones en la actividad y expresión de la iPLA2-VIA se han 

asociado con un cambio en el metabolismo de fosfolípidos que afecta al crecimiento 

celular. También se ha asociado, entre otros, con procesos de secreción, apoptosis, 

quimiotaxis y regulación transcripcional de algunos genes (Balsinde y Balboa, 2005).  

En ratones deficientes en GVIA (Bao et al., 2004) aparece una movilidad reducida de los 

espermatozoides lo que dificulta la fertilización, mientras que en ratones hembra no se 

produce efecto sobre la capacidad de reproducción. 

3.3.1.4 Acetilhidrolasas del factor activador de plaquetas (PAF-AH) 

Las PAF-AH catalizan la hidrólisis de un grupo acetilo de la posición sn-2 del factor 

activador de plaquetas y productos de oxidación lipídicos. Estas enzimas degradan sólo 

fosfolípidos solubles en agua ya que actúan sobre sus sustratos en fase acuosa. Son enzimas 

independientes de calcio.  

Las PAF-AH han sido implicadas en procesos de aterosclerosis, pero su papel como anti o 

proaterogénicas no se ha dilucidado (Karabina y Ninio, 2006; Karasawa, 2006). 

Los ratones mutantes en GVIII (Koizumi et al., 2003) son estériles, indicando el papel de 

esta enzima en el proceso de espermatogénesis y además los niveles de LIS1, proteína 

implicada en la migración neuronal durante el desarrollo del cerebro, aparecen disminuidos. 

3.3.1.5 Fosfolipasas A2 lisosomales (LPLA2) 

Esta enzima, purificada de cerebro bovino (Abe y Shayman, 1998), tiene un peso molecular 

de 40 kDa y muestra un motivo lipasa con una serina conservada esencial para la catálisis, 

junto con residuos histidina y aspartato conservados.  
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El pH óptimo de esta enzima es 4,5 y se localiza en los lisosomas. Además de actividad 

PLA2 presenta actividad transacilasa. El Ca2+ y Mg2+ incrementan la actividad transacilasa 

de esta enzima pero no son esenciales. Tiene preferencia por la hidrólisis de PC y PE 

(Schaloske y Dennis, 2006). También se ha generado el knockout de GXV (Hiraoka et al., 

2006). Los ratones carentes de esta enzima presentan fosfolipidosis, formación de células 

espumosas, acumulación de lípidos, principalmente PC y PE, e incremento del tamaño del 

páncreas. 

3.3.2 PAPEL DE LAS PLA2 EN LA LIBERACIÓN DE ÁCIDO ARAQUIDÓNICO 

3.3.2.1 Liberación de ácido araquidónico en condiciones de activación 

En condiciones de activación la concentración de calcio intracelular aumenta y la cPLA2プ 

es la enzima que predomina en la liberación de ácido araquidónico, produciéndose una 

acumulación en la célula y sirviendo como sustrato para la síntesis de eicosanoides. Cuando 

esta activación es intensa, se produce una amplificación de la liberación de araquidónico 

mediada por las sPLA2, amplificando la producción de eicosanoides (Fitzpatrick y 

Soberman, 2001).  

Actualmente, la cPLA2プ está considerada como la principal enzima implicada en la 

liberación de ácido araquidónico. La actividad de esta enzima es fundamental en las fases 

iniciales de la generación de eicosanoides como principal fuente de ácido araquidónico y 

para la generación de prostaglandina D2, mediante la producción de sustrato y la regulación 

de la inducción de la ciclooxigenasa-2 (Fujishima et al., 1999).  

La participación de las sPLA2 en la liberación de ácido araquidónico y la generación de 

eicosanoides además de depender de las características bioquímicas de la enzima, depende 

del tipo celular. Esta diferencia se debe a la presencia de caveolas con glipicano en la célula 

diana, que permiten la internalización de la enzima y la colocalización con otras enzimas 

para la producción de eicosanoides. La gran cantidad de PLA2 de bajo peso molecular 

induce a pensar en una redundancia en la función, pero estas enzimas presentan diferentes 

características bioquímicas y de distribución en los diferentes tejidos y dentro de la célula, 

indicando que desempeñan papeles diferentes. Ensayos realizados transfectando células 

HEK 293 muestran diferentes modos de acción de estas enzimas. Las sPLA2 de grupo IIA, 

IID y V poseen afinidad por los proteoglicanos, estas enzimas son secretadas al medio 

extracelular y posteriormente se unen a glipicano, siendo reinternalizadas para la 
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producción de eicosanoides. Las sPLA2 de grupo V y X se unen a fosfatidilcolina de la 

membrana celular externa, liberando ácido araquidónico y produciendo PGD2.  La sPLA2 

IIE de ratón no presenta actividad cuando se transfecta en estas células, mientras que la IIF 

se une a la membrana por el carboxilo terminal para liberar AA. Las sPLA2 IIA y X se unen 

con gran afinidad a receptores similares a los de manosa produciendo diversos eventos de 

señalización (Diaz y Arm, 2003). 

Mientras que la cPLA2プ es la principal enzima en la liberación del ácido araquidónico, la 

sPLA2-V participa amplificando este proceso de dos maneras: 1) mediante la hidrólisis de 

fosfolípidos y liberación de ácido araquidónico (Balboa et al., 1996) y 2) mediante la 

regulación de la actividad de la cPLA2プ a través de la fosforilación de la Ser505 (Kikawada et 

al., 2007). Estudios recientes en macrófagos peritoneales y mastocitos procedentes de 

ratones deficientes en estas enzimas han confirmado su papel en la liberación de ácido 

araquidónico y la producción de eicosanoides. La ausencia de cPLA2プ provoca una 

disminución en la producción de eicosanoides casi completa, mientras que la falta de 

sPLA2-V produce una disminución del 35-50 % (Gijón et al., 2000; Satake et al., 2004; Diaz 

et al., 2006). 

3.3.2.2 Liberación de ácido araquidónico en condiciones basales 

En condiciones basales la iPLA2 es la principal fosfolipasa implicada en la liberación de 

ácido araquidónico y ácidos poliinsaturados de los fosfolípidos de membrana.  

Esta enzima juega un papel crucial en la regulación de la remodelación de ácido 

araquidónico suministrando aceptores 2-lisofosfolípidicos (Balsinde et al., 1997), ya que la 

disponibilidad de lisoPC es esencial para la incorporación del ácido araquidónico. Estudios 

realizados en células U937 demuestran que la inhibición enzimática de la iPLA2 disminuye 

los niveles celulares de lisoPC y lisoPE, afectando principalmente a la incorporación de 

ácido araquidónico a fosfolípidos (Balsinde, 2002; Balsinde et al., 2002). 

La iPLA2, por tanto, actúa en condiciones de reposo celular manteniendo la homeostasis de 

la membrana, pero se ha documentado que esta enzima puede incrementar su actividad 

aumentando los niveles de ácido araquidónico en ciertas ocasiones. En respuesta a estrés 

oxidativo, la iPLA2 puede liberar ácido araquidónico de las membranas para la formación 

de prostaglandinas (Akiba y Sato, 2004).   

 



 INTRODUCCIÓN  

 
25

Estudios realizados en células U937, utilizando peróxido de hidrógeno como agente 

oxidante para inducir peroxidación lipídica, han demostrado que la acumulación de 

peróxidos lipídicos en las membranas celulares las hace más susceptibles a la hidrólisis por 

la iPLA2-VIA (Pérez et al., 2004; Balboa y Balsinde, 2006). 

3.3.2.3 Cross-talk entre fosfolipasas A2 

Durante los procesos de liberación de AA las fosfolipasas cPLA2プ y sPLA2-V actúan de 

manera coordinada. Esto se ha documentado en diferentes tipos celulares y en respuesta a 

diversos estímulos. Estudios realizados en células mesangiales de ratón muestran que en 

respuesta a H2O2 se produce liberación de ácido araquidónico por la activación de la sPLA2 

IIA y V, siendo necesaria la activación previa de la cPLA2プ (Han et al., 2003). La 

coordinación entre estas enzimas para liberar AA también se ha descrito en macrófagos 

P388D1 en respuesta a LPS y PAF (Balsinde et al., 1998) y en células promonocíticas U937 

en respuesta a 12/15-HPETE (Balboa et al., 2003a).  

Se han propuesto diversos mecanismos para explicar el cross-talk entre la cPLA2プ y la 

sPLA2-V. Dependiendo del estímulo, la regulación de la sPLA2-V por la cPLA2プ ocurre a 

nivel de la actividad enzimática, en respuestas a corto plazo, o a nivel de la inducción 

génica, en repuestas a largo plazo (Balsinde et al., 2002).  

Algunos autores sugieren que la sPLA2-V regula la actividad de la cPLA2プ mediante  la 

regulación del los niveles de calcio (Kim et al., 2002a) mientras que otros sugieren que esta 

regulación se produce durante la secreción mediante la unión a proteoglicanos o 

fosfatidilcolina (Han et al., 1999; Murakami et al., 2001; Kim et al., 2002b; Muñoz et al., 

2003). 

Estudios realizados en macrófagos de ratón P388D1 demuestran mediante el uso de 

inhibidores específicos de fosfolipasas A2 que la activación de la cPLA2プ precede a la 

actuación de la sPLA2-V (Balsinde y Dennis, 1996). Adicionalmente, se ha observado que la 

actividad sPLA2-V es clave en la producción de PGE2 a tiempos largos de inducción y que 

además la inhibición de la actividad cPLA2プ también inhibe esta síntesis. Estos resultados 

indican que durante la fase retardada de síntesis de prostaglandinas la activación de la 

sPLA2-V está regulada por la activación de la cPLA2プ (Shinohara et al., 1999). 

Estudios realizados en neutrófilos humanos sugieren que el principal papel de la sPLA2-V 

exógena durante la activación de neutrófilos y la síntesis de leucotrieno B4 es la activación 
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de la cPLA2プ y la 5-lipoxigenasa. Esta activación se produce en primer lugar mediante la 

liberación de lisofosfatilcolina, que induce incrementos de la concentración de calcio y la 

fosforilación de cPLA2プ. La síntesis de leucotrieno B4 mediada por la sPLA2-V aumenta 

debido a la activación de la cPLA2プ mediante retroalimentación positiva (Kim et al., 2002a). 

Como excepción, estudios realizados en eosinófilos humanos mediante inhibición 

farmacológica y confirmados en ratones deficientes en cPLA2プ indican que la sPLA2-V 

puede sintetizar leucotrienos de manera completamente independiente de la activación de 

cPLA2プ (Muñoz et al., 2003). 

Recientemente se ha demostrado que la sPLA2-V endógena regula la actividad de la cPLA2プ 

mediante la fosforilación de la Ser505. Ensayos realizados en mastocitos activados vía TLR2 

con el agonista de este receptor, Pam3CSK4, indican que la fosforilación de ERK1/2, 

cPLA2プ y por tanto la generación de leucotrieno C4 y prostaglandina D2, se inhiben 

mediante U0126, inhibidor de MEK. El mismo efecto se observa en ratones deficientes en 

sPLA2-V, lo que confirma que la fosforilación de ERK1/2 y cPLA2プ está regulada por la 

sPLA2-V (Kikawada et al., 2007). Adicionalmente, estos autores sugieren que la regulación 

de la fosforilación de cPLA2プ por la sPLA2-V depende del receptor a través del que se 

produce la activación. 

Las fosfolipasas A2, además de suministrar el sustrato necesario para la producción de 

mediadores inflamatorios, controlan la inducción génica de la ciclooxigenasa-2 mediante la 

sPLA2 de grupo V y la cPLA2プ. En macrófagos P388D1 se ha observado que la sPLA2-V 

regula la expresión de ciclooxigenasa-2 en respuesta a la activación por LPS. Durante este 

proceso la expresión de sPLA2-V está regulada por la activación de la cPLA2プ, existiendo 

una coordinación entre las tres enzimas que da lugar a la generación de prostaglandinas en 

macrófagos activados (Balsinde et al., 1999b).  
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3.4 PAPELES BIOLÓGICOS DEL ÁCIDO ARAQUIDÓNICO 

3.4.1 EICOSANOIDES 

La mayor parte de los efectos biológicos del ácido araquidónico se debe a los eicosanoides, 

productos derivados del metabolismo de este ácido que poseen múltiples funciones 

biológicas en el desarrollo de enfermedades asociadas a procesos inflamatorios. La 

producción de eicosanoides está mediada principalmente por tres grupos de enzimas: 

ciclooxigenasas, lipoxigenasas y citocromos P450 (figura 7).  

 

 

 

 

 

 

Fig. 7. Metabolismo del ácido araquidónico para la producción de 
eicosanoides. 
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Las prostaglandinas son derivados de la acción de las ciclooxigenasas que median en los 

signos característicos de los procesos inflamatorios. Las ciclooxigenasas (COX) catalizan la 

reacción de oxigenación en la que el ácido araquidónico se convierte en PGG2 y la reacción 

de peroxidación por la que PGG2 se convierte en prostaglandina H2. COX-1 se expresa 

constitutivamente en la mayoría de los tejidos mientras que COX-2 tiene una expresión 

mínima en la mayoría de las células, induciéndose en respuesta a numerosos estímulos 

proinflamatorios.  

Las estructuras de los genes de COX-1 y COX-2 están altamente conservadas (Appleby et 

al., 1994). COX-2 se expresa en muchos organismos como tres transcritos poliadenilados 

diferentes de 4,2, 3,8 y 2,2 kb. Las isoenzimas de COX contienen series en tándem de 

cuatro hélices anfipáticas que crean una superficie hidrofóbica y sufren modificaciones 

postraduccionales de glicosilación de asparaginas, de manera que pueden penetrar en la 

membrana lipídica (Simmons et al., 2004). 

La transcripción de COX-2 en ratón está controlada por diferentes elementos reguladores 

que se encuentran en la secuencia del promotor. El promotor de COX-2 contiene sitios de 

unión de factores de transcripción como NF-kB, c/EBP, CREB,  AP-1 y NFAT, los cuales 

actúan como reguladores positivos de la transcripción de COX-2 en diversos tipos celulares 

(Tazawa et al., 1994; Vila-del Sol y Fresno, 2005). 

La ciclooxigenasa-2 es un homodímero de 72 kDa, cuyos monómeros se mantienen unidos 

por interacciones hidrofóbicas, puentes de hidrógeno y puentes salinos entre los dominios 

de dimerización (figura 8). Los sitios activos de peroxidación y ciclooxigenación se 

encuentran separados físicamente. En el sitio activo de peroxidación se encuentra un grupo 

hemo coordinado a través de una histidina. En el sitio activo de ciclooxigenación se 

encuentra una diferencia clave entre COX-1 y COX-2, la sustitución de la isoleucina 509 de 

COX-1 por una valina en COX-2. Debido a esta diferencia existen drogas que inhiben 

selectivamente a la ciclooxigenasa-2 (Smith et al., 1996). 

La ciclooxigenasa-2 juega un papel fundamental en los procesos inflamatorios al convertir 

el ácido araquidónico en prostaglandinas. Actúa en la iniciación de la respuesta 

inflamatoria, como enzima proinflamatoria, y en la fase de resolución de la inflamación, 

como enzima antiinflamatoria (Gilroy et al., 1999). Esta enzima tiene también papeles en 

diferentes procesos fisiológicos, como en procesos de proliferación, transformación celular 

y oncogénesis (Smith y Langenbach, 2001). La expresión de COX-2 se encuentra altamente 
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La producción de eicosanoides en células P388D1 en respuesta a LPS/PAF y zimosán se 

determinó mediante HPLC, encontrándose que la prostaglandina D2 es el producto 

mayoritario, aunque también se produce, en menor cantidad, prostaglandina E2 y F2プ. La 

cantidad de ácido araquidónico no metabolizado en respuesta a estos estímulos es diferente 

debido, en parte, a que la cantidad de prostaglandina D2 en células estimuladas con zimosán 

es muy elevada (Schaloske et al., 2005). 

Estudios realizados en respuesta a infecciones virales indican que, en estas circunstancias, 

se produce un aumento de la producción de prostaglandina E2. La adición exógena de esta 

prostaglandina da lugar a un aumento de la replicación en la mayoría de los virus 

analizados. El mecanismo por el que la prostaglandina E2 es capaz de regular la replicación 

vírica no se conoce (Steer y Corbett, 2003). Estudios recientes en células RAW 264.7 

demuestran que en respuesta a la estimulación con poli IC, un análogo sintético de RNA 

viral, la prostaglandina E2 producida por COX-2 regula la inducción de la expresión de otra 

enzima inflamatoria, la óxido nítrico sintasa inducible (iNOS). En este modelo, la 

inhibición de la inducción de iNOS mediante el bloqueo de COX-2 por siRNA se recupera 

por adición de prostaglandina E2 exógena (Pindado et al., 2007). 

Los tromboxanos son derivados de la prostaglandina H2 que poseen propiedades 

vasoconstrictoras y regulan la agregación plaquetaria. Estudios recientes en ratones 

deficientes en cPLA2プ indican que la deficiencia heredada de la cPLA2プ está directamente 

relacionada con disfunción plaquetaria y la biosíntesis de eicosanoides, encontrándose 

disminuidos los niveles de tromboxanos, efecto que puede revertirse con ácido 

araquidónico (Adler et al., 2008). Además, los tromboxanos regulan la contracción del 

músculo liso y participan en procesos alérgicos, aterogénesis y metástasis de células 

cancerígenas (Nakahata, 2008). 

La 5-lipoxigenasa es la primera enzima de la ruta que da lugar a la síntesis de leucotrienos, 

los cuales participan en procesos de inflamación y parecen tener diferentes efectos sobre la 

salud y las enfermedades. Esta ruta es abundante en macrófagos, células foam y células 

inflamatorias como mastocitos, neutrófilos y células dendríticas. Esta enzima introduce un 

oxígeno activo en el carbono 5 del ácido araquidónico, dando lugar a 5-HPETE que se 

reduce a 5-HETE o se convierte en LTA4 que puede servir como intermediario para la 

síntesis de leucotrieno B4 por acción de la LTA4 hidrolasa o la síntesis de LTC4 mediante la 

LTC4 sintasa (Osher et al., 2006).  
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Diferentes autores han asociado la producción de leucotrienos con el desarrollo de 

procesos alérgicos, en concreto, la ruta de síntesis de leucotrieno B4 se considera una 

posible diana para el tratamiento del asma bronquial (Miyahara, et al., 2006). Estas 

moléculas participan en la acumulación leucocitaria, ingestión y muerte de 

microorganismos, así como en la generación de otros mediadores proinflamatorios. 

Diferentes estados de inmunodeficiencia se caracterizan por una deficiencia en la síntesis 

de leucotrienos (Peters-Golden et al., 2004). 

Las 12 y 15-lipoxigenasas catalizan una reacción bimolecular que requiere la presencia de 

un sustrato lipídico y oxígeno. Esta reacción lleva asociada la formación de intermedios 

radicalarios que permanecen unidos a la enzima pero, bajo ciertas condiciones de pH o 

concentración de oxígeno, pueden liberarse produciendo reacciones radicalarias en cadena. 

La especificidad por el sustrato depende de la isoforma de lipoxigenasa. La 5-LO humana 

tiene preferencia por los ácidos grasos con 20 carbonos pero las 12/15-LO oxigenan una 

gran variedad de ácidos grasos sin importar la longitud de la cadena. Los primeros 

productos de las 12/15-LO, HPETEs, se reducen para formar hidroxilípidos, ácidos 

hidroxieicosatetranoicos y, adicionalmente, pueden convertirse en hepoxilinas, que son 

moléculas señalizadoras en diversas rutas y precursoras de las trioxilinas o lipoxinas, con 

importantes funciones pro y antiinflamatorias (Kühn y O�Donnell, 2006). Las lipoxinas se 

han asociado con patologías respiratorias como el asma, donde se ha descrito que la 

lipoxina A4 bloquea las respuestas asmáticas (Levy, 2005). 

El citocromo P450 comprende una familia de enzimas que catalizan la formación de ácidos 

hidroxieicosatetranoicos (HETEs) y epoxieicosatrienoicos (EETs) a partir del AA. Estos 

metabolitos están implicados en enfermedades cardiovasculares regulando múltiples rutas 

de señalización. Así, por ejemplo, el 20-HETE media respuestas vasoconstrictoras, 

incrementa los niveles de calcio y potasio intracelular y activa la cascada de las MAPK 

(Elbekai y El-Kadi, 2006). Los EETs  tienen diversos efectos biológicos en la regulación de 

la fisiopatología cardiovascular y se ha descrito que contribuyen a la predisposición de 

isquemia miocárdica (Gauthier et al., 2007). 

Los isoprostanos, compuestos similares a las prostaglandinas, que se forman a partir de la 

peroxidación no enzimática del AA por acción de radicales libres, se han considerado desde 

su descubrimiento en 1990 marcadores de daño oxidativo y peroxidación lipídica en la 

patogénesis de enfermedades del sistema nervioso central (Greco y Minghetti, 2004). 
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Adicionalmente, el AA forma parte de la estructura de moléculas que participan en 

señalización, como los endocanabinoides (Hansen y Artmann, 2008), que modulan la 

liberación de neurotransmisores, regulando procesos biológicos como el apetito, el 

aprendizaje o la memoria. 

3.4.2 APOPTOSIS, CICLO CELULAR Y PROLIFERACIÓN 

El ácido araquidónico produce apoptosis cuando su concentración en el interior de la 

célula alcanza ciertos niveles. La acumulación de ácido araquidónico que se produce por la 

activación de las fosfolipasas A2 en la célula, debida a la respuesta frente a agentes externos 

o la inhibición de enzimas que participan en el metabolismo de este ácido, constituye una 

señal para la inducción de apoptosis (Balsinde et al., 2006).  

Estudios realizados en células endoteliales indican que el ácido araquidónico liberado por 

mediación de la iPLA2-VIA está asociado a la regulación de la proliferación. Estos estudios 

demuestran que la inhibición de esta enzima con BEL bloquea el crecimiento celular 

inhibiendo la síntesis de DNA y por tanto, la progresión de la fase S del ciclo celular. La 

inhibición de la síntesis de DNA celular puede revertirse mediante la adición de ácido 

araquidónico exógeno, mientras que la adición de otros metabolitos derivados de la iPLA2, 

como la lisofosfatilcolina o el diacilglicerol, no son capaces de revertir el efecto 

antiproliferativo del BEL.  En mamíferos es necesaria la actividad del complejo ciclina 

A/cdk2 para la síntesis de DNA y la actividad iPLA2 para la expresión de este complejo, ya 

que en presencia de BEL su expresión es muy reducida. El mecanismo por el que el ácido 

araquidónico regula la proliferación celular aún no ha sido descrito (Herbert y Walker, 

2006).  

Recientemente, un estudio realizado en la línea celular promonocítica U937 confirma el 

papel de la iPLA2 en el crecimiento celular. En este estudio se determina el papel de la 

cPLA2プ y la iPLA2-VIA en la proliferación celular. La inhibición de la cPLA2プ con 

pirrofenona no tiene efecto sobre la proliferación de estas células mientras que la inhibición 

de la iPLA2-VIA con BEL, MAFP u oligonucleótidos antisentido bloquea el crecimiento 

celular produciendo la parada del ciclo celular en las fases S y G2/M. Ensayos de unión de 

anexina-V y marcaje con azul tripán confirman que la disminución del crecimiento celular 

no se debe a la pérdida de viabilidad celular. En este estudio, la adición de ácido 

araquidónico exógeno no recupera el efecto producido por la inhibición de la iPLA2-VIA y 

el efecto antiproliferativo no se debe tampoco a metabolitos derivados de la oxigenación 
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del ácido araquidónico, indicando que en este caso sería la disminución del sustrato de la 

iPLA2, la fosfatidilcolina, la responsable del efecto antiproliferativo, debido posiblemente a 

su papel estructural en la membrana celular  (Balboa et al., 2008). Estos resultados indican 

que el mecanismo a través del que se regula el ciclo celular por la iPLA2 es diferente 

dependiendo del tipo celular. 

3.4.3 INTERACCIÓN CON PROTEÍNAS 

Una de las funciones biológicas que recientemente ha sido descrita para el ácido 

araquidónico es su papel en la interacción con proteínas celulares, especialmente proteínas 

implicadas en señalización sináptica y enfermedades neuronales. 

La sintaxina 3, una proteína de membrana, tiene un papel importante en el crecimiento 

neuronal y recientemente se ha identificado como diana del ácido araquidónico, lo que 

indica que este ácido graso podría funcionar en el cerebro incrementando el crecimiento 

neuronal (Darios y Davletov, 2006). Los ácidos grasos insaturados participan en procesos 

de exocitosis mediante la inducción del cambio conformacional de proteínas implicadas en 

este proceso como la sintaxina. El ácido araquidónico se intercala en la estructura de la 

proteína (figura 9), permitiendo que esta se despliegue para formar el complejo SNARE, el 

cual permite la fusión vesicular (Darios et al., 2007; Connell et al., 2007). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 9. Activación de la sintaxina 3 por acción del ácido araquidónico. 
Adaptada de Connell et al., 2007. 
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La プ-sinucleina es una proteína citosólica que tiene un papel importante en la enfermedad 

de Parkinson y otras enfermedades neurodegenerativas. La acumulación de esta proteína 

debida a cambios conformacionales que dan lugar a la formación de agregados se ha 

relacionado con la patogénesis de la enfermedad. Se ha descrito que los cambios 

conformacionales en esta proteína se producen cuando interacciona con los fosfolípidos de 

membrana, de manera que adopta una estructura プ-helicoidal produciendo fibras similares a 

las amiloides en la enfermedad de Alzheimer. Recientemente se ha descrito que este cambio 

conformacional es debido a la interacción con ácidos grasos poliinsaturados, 

principalmente ácido docosahexaenoico (DHA) y ácido araquidónico, ácidos grasos 

mayoritarios en los fosfolípidos de la corteza cerebral (Broersen et al., 2006). 

3.4.4 REGULACIÓN DE LA TRANSLOCACIÓN DE ENZIMAS 

Estudios recientes indican que el ácido araquidónico actúa como molécula señalizadora 

para la translocación de enzimas a sitios concretos de la célula.  

Los cuerpos lipídicos (LDs) son orgánulos celulares compuestos de triacilglicerol y ésteres 

de colesterol que poseen una composición de ácido grasos única (Tauchi-Sato et al., 2002) y 

son importantes para la generación de membranas celulares, generación de energía y 

reserva de numerosas proteínas e importantes en enfermedades relacionadas con la 

acumulación de grasas. La cPLA2プ se ha relacionado recientemente con la formación de 

estos cuerpos lipídicos. La inhibición farmacológica de la cPLA2プ y con siRNA muestra 

una disminución en la biogénesis de LDs. La fosforilación de la Ser505 es necesaria para la 

formación de cuerpos lipídicos, como se demuestra mediante estudios realizados 

transfectando células con mutantes en este residuo, en los que la generación de LDs es 

notablemente menor a la encontrada en las células transfectadas con la construcción nativa 

(Gubert et al., 2008). 

Se ha propuesto recientemente que el ácido araquidónico actúa como señal independiente 

de los niveles de calcio intracelulares para la translocación de la cPLA2プ a cuerpos lipídicos, 

siendo estos una diana habitual de la cPLA2プ en respuesta a estímulos. Estos estudios se 

realizaron usando proteínas fluorescentes unidas a cPLA2プ, comprobando que en respuesta 

a ácido araquidónico se producía translocación al retículo endoplasmático y a los cuerpos 

lipídicos. El tratamiento con inhibidores de la síntesis de eicosanoides y mecanismos de 

reacilación indican que el producto principal de la activación de la cPLA2プ en este sistema, 
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el ácido araquidónico, produce la translocación de la enzima a los cuerpos lipídicos 

contribuyendo a la síntesis de mediadores lipídicos (Wooten et al., 2008).  

Otra enzima que recientemente se ha descrito que transloca en respuesta a ácido 

araquidónico es la 5-lipoxigenasa (5-LO). Estudios realizados en neutrófilos humanos 

indican que la translocación de la 5-LO a la membrana nuclear está regulada por ácido 

araquidónico. La inhibición de la liberación de ácido araquidónico al bloquear la cPLA2プ 

con pirrofenona evita la translocación de la 5-LO y la síntesis de leucotrienos en neutrófilos 

activados, efecto que se previene con la adición de ácido araquidónico exógeno, lo que 

confirma la relación funcional entre la cPLA2プ y el ácido araquidónico. Inhibidores redox y 

competitivos de la 5-LO indican que el sitio de regulación de la translocación debida al 

ácido araquidónico se encuentra en el sito catalítico de la enzima (Flamand et al., 2006). 
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El objetivo principal de este trabajo es identificar el papel de las fosfolipasas A2 en la 

respuesta inflamatoria de células inmunocompetentes como los macrófagos, centrándose 

en caracterizar el metabolismo del ácido araquidónico en macrófagos activados vía 

receptores Toll-like, regulación de la ciclooxigenasa de tipo 2 y posibles mecanismos de 

regulación de dos enzimas claves en estos procesos: cPLA2プ y sPLA2-V. De forma más 

específica los objetivos perseguidos son: 

• Perfil farmacológico y papel de las fosfolipasas en la liberación de ácido 

araquidónico y generación de eicosanoides durante la activación a través de 

diferentes receptores Toll-like.  

• Identificación de los metabolitos implicados en la inducción génica de COX-2 

durante la activación de macrófagos en respuesta a lipopolisacárido, enzimas que 

los producen y la diana sobre la que estos mediadores ejercen su acción. 

• Regulación de la actividad cPLA2プ por fosforilación durante la activación vía 

receptores Toll-like: cross-talk entre la sPLA2-V y la cPLA2プ. 
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5.1 MATERIAL BIOLÓGICO 

5.1.1 CÉLULAS 

Las líneas celulares utilizadas en este trabajo han sido macrófagos de ratón P388D1 (clon 

MAB) (Shinohara et al., 1999), cedida por el Dr. E. Dennis (Universidad de California en 

San Diego, La Jolla, CA, EE.UU.) y RAW 264.7 de American Type Culture Collection 

(Rockville, MD).  

Los macrófagos peritoneales se extrajeron de ratones machos C57BL/6 procedentes del 

animalario de la Universidad de Valladolid. 

5.1.2 ANTICUERPOS 

Los anticuerpos usados en este trabajo se enumeran en la siguiente tabla. 

Tabla 4. Anticuerpos 

Nombre Descripción Origen 

COX-2 
Anticuerpo policlonal de conejo 
(1:2000 para inmunodetección) 

Cayman (Ann Arbor, MI) 

c-Rel 
Anticuerpo policlonal de conejo 
(1:1000 para inmunodetección) 

Santa Cruz Biotechnology, 
Inc (Heidelberg, Germany) 

Fosfo-p44/42 MAPK 
(Thr202/Tyr204) 

Anticuerpo policlonal de conejo 
(1:2000 para inmunodetección) 

Cell Signaling Technology 
(Danvers, MA) 

Fosfo-cPLA2 (Ser505) 
Anticuerpo policlonal de conejo 
(1:1000 para inmunodetección) 

Cell Signaling Technology 
(Danvers, MA) 

Anti-conejo 
Anticuerpo secundario unido a 

peroxidasa (1:2000 para 
inmunodetección) 

GE Healthcare (Barcelona) 

 

5.1.3 PLÁSMIDOS 

Los plásmidos empleados en este trabajo han sido pEGFPN1 (Clontech) y GFP-V, 

pEGFPN1 que contiene la sPLA2 de grupo V humana cedido por el Dr. Yasuhito Shirai 

(Shirai et al., 2005). 
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5.2 MATERIAL QUÍMICO Y BIOQUÍMICO 

5.2.1 TAMPONES Y SOLUCIONES USADAS 

En la siguiente tabla se resume la composición de las soluciones utilizadas en este trabajo. 

Tabla 5. Tampones y soluciones 

Nombre Composición Uso 

PBS 1X 
0,14 M NaCl, 2,7 mM KCl, 10 mM 

Na2HPO4, 1,7 mM KH2PO4, pH 7,4 
Lavados y preparación 

de otros tampones 

Tampón de lisis 
150 mM NaCl, 20 mM Tris-HCl pH 7,4,   

0,5 % Triton X-100, 1 mM PMSF,  100 µM 
Na3VO4 e inhibidor de proteasas 

Lisis celular  

Tampón de lisis 
nuclear 

420 mM NaCl, 20 mM Tris-HCl pH 8,0,   
1,5 mM MgCl2, 0,2 mM EDTA, 25 % 

glicerol y NaCl 5 M 

Lisis de la membrana 
nuclear 

Tampón de ruptura 
de BDTM TransFactor 
WholeCell Extraction 

Kit 

20 mM HEPES pH 7,9, 20 % glicerol,       
1 % Nonidet P-40,1 mM de MgCl2, 0,5 mM 
EDTA, 0,1 mM EGTA,1 mM PMSF,  DTT 

e inhibidor de proteasas 

Lisis completa de la 
célula para preparar 

fracción total 

TAE 1X 
40 mM Tris-base, 0,1 % acético glacial, 1 

mM EDTA pH 8,8 
Corrida de geles de 

agarosa 

Tampón de Laemmli 
60 mM Tris, 10 % glicerol (v/v), 2 % SDS 
(p/v), 0,002 % azul de bromofenol (p/v)  

pH 6,8 y 2,5 % de ベ-mercaptoetanol 

Preparación de muestras 
para su análisis por      

SDS-PAGE 

Tampón running 1X 25 mM Tris-base, 0,2 M glicina, 0,01 % SDS
Corrida de geles de 

acrilamida 

Tampón de 
transferencia 

2,2 g/l de CAPS pH 11 
Transferencia de 

proteínas a membranas 
de PVDF 

Tampón de bloqueo PBS 1X + 5 % leche desnatada 
Bloqueo de membranas 
para inmunodetección 

Tampón de lavado PBS 1X + 0,1 % Tween 20 
Lavado de membranas 
en inmunodetección 
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Tabla 6. Continuación 

Nombre Descripción Estructura Origen 

LY311727 Inhibidor de sPLA2

 

Dr. E. 
Mihelich, 

Lilly 

Manoalide 
(Mano) 

Inhibidor de sPLA2

 

Biomol 

Metil araquidonil 
fluorofosfonato 

(MAFP) 

Inhibidor de iPLA2 
y cPLA2プ 

 

Cayman 

MK-886 

Inhibidor la 
proteína activadora 
de 5-lipoxigenasa 

(FLAP) 

 

Biomol 

NS-398 
Inhibidor de   

COX-2 

 

Sigma 

Pirrofenona    
(Pir) 

Inhibidor de 
cPLA2プ 

 

Dr. T. Ono, 
Japón 

Radicicol 
Inhibidor de   

COX-2 y c-Rel 

 

Calbiochem 
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5.2.3 AGONISTAS DE RECEPTORES TOLL-LIKE 

Los agonistas de TLRs usados en este trabajo son LPS y poli IC (Sigma), Pam3CSK4, 

HKLM, LTA, flagelina, FSL-1, imiquimod, gardiquimod y ODN 1826 (Invivogen). 

5.2.4 OLIGONUCLEÓTIDOS Y RNA DE INTERFERENCIA 

A continuación se detallan los oligonucleótidos usados en este trabajo. Todos provienen de 

Eurofins MWG Operon (Ebersberg, Alemania).  

Tabla 7. Oligonucleótidos para PCR 

Nombre Secuencia forward Secuencia reverse 

GIB 5�-CAC CCC AGT GGA CGA CTT AG-3� 5�-CCC GGA GCA TGA GTA GGA GT-3� 

GIIA 5�-TGC CTT CTA TGG ATG CCA CT-3� 5�-CCA CTT TTC TCC AGG CTC TTG-3� 

GIIC  5�-ATT GTC AAT GGG ACG GTG AC-3� 5�-TAG GTGGCCAGG TTC TCC TT-3� 

GIID 5�-ATT GTT GCT ATG CCC ACC TG-3� 5�-GCA CAC AGT TGC CTT TCA CA-3� 

GIIE 5�-CCC CAA GCT GGA AAA GTA CC-3� 5�-GTT GTG GCG AAA GCA AAG AG-3�

GIIF 5�-CTC AGG GCC TCT CCC TCT AA-3� 5�-CCA TGG ACT TCA GGT TCA GC-3� 

GIII 5�-CTGTGT GGC TTG GAA CTG GT-3� 5�-GGG GCT GGG AGT ATA TGA GG-3�

GV 5�-GAC CGT TGT TAT GGG CAA CT-3� 5�-GAG CCT CAT TGG ACA GAA GG-3� 

GX 5�-AGA CCG CTA CCC ATG GAA GT-3� 5�-AGG CAG TAA GCC AGC TCC TC-3� 

GXII 5�-CCA CTG TTT GGC GTT CAT CT-3� 5�-GGA ACT CCT CGT CAC AGT CG-3� 

GIVA 5�-GAG GGG CTT TAT TCC ACA CG -3� 5�-GTC CAA AAT CCC CGA CTC AT-3� 

GVIA 5�-ATG GGA AAG CAG GAG ATG GT-3� 5�-TCA TTT CAG CAC ACC CCT TC-3� 

     

Tabla 8. Oligonucleótidos antisentido y siRNA 

Nombre Secuencia 

Sense GV PLA2 5�-GGC TTG CTA GAA CTC AAG TCC-3� 

Antisense GV PLA2 5�-GGA CTT GAG TTC TAG CAA GCC-3� 

Control negativo 5�-AGG TAG TGT AAT CGC CTT CTT-3� 

siRNA sPLA2-V 5�-CAC GAC UCC UUC UGU CCA ATT-3� 
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5.3 CULTIVO CELULAR 

5.3.1 MEDIOS DE CULTIVO 

Las líneas celulares P388D1 y RAW 264.7 se mantuvieron en medio RPMI 1640 (Gibco) 

suplementado con 5 % o 10 % (v/v) de suero fetal bovino (Gibco) respectivamente, 2 mM 

de glutamina, 100 U/ml de penicilina y 100 µg/ml de estreptomicina (Gibco) a 37 ºC en 

atmósfera humificada de CO2/O2.  

Los macrófagos peritoneales de ratón se extrajeron como previamente fue descrito por 

Cohn y Benson, (1965) y se cultivaron en medio RPMI 1640 suplementado con 10 % (v/v) 

de suero fetal bovino, 2 mM de glutamina, 100 U/ml de penicilina y 100 µg/ml de 

estreptomicina. Los macrófagos se plaquearon y se incubaron durante 2 h antes de realizar 

los ensayos. 

5.3.2 ENSAYOS DE ESTIMULACIÓN 

Las células se plaquearon (106 células/ml), se dejaron adherir durante la noche y se usaron 

en los experimentos al día siguiente. Se lavaron dos veces con medio libre de suero y se 

incubaron durante 1 h antes de realizar los ensayos. Todos los experimentos se llevaron a 

cabo en medio sin suero.  

Cuando se requirió marcaje radiactivo, las células fueron incubadas durante el periodo de 

adherencia con 0,25 µCi/ml de [3H]AA (act. esp. 214 Ci/mmol, GE Healthcare) o           

0,1 µCi/ml de [14C]OA (53 mCi/mmol, GE Healthcare). El ácido graso marcado no 

incorporado se eliminó lavando con medio libre de suero y 0,5 mg/ml de albúmina. 

Cuando se utilizaron inhibidores se preincubó 30 minutos antes de añadir los estímulos. En 

los ensayos de fosforilación, las células se preincubaron 24 h en medio libre de suero antes 

de la estimulación. 
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5.4 DNA Y RNA 

5.4.1 TRANSFECCIÓN 

5.4.1.1 Transfección de siRNA y oligonucleótidos antisentido 

Para la transfección con siRNA se plaquearon 106 células/ml en medio libre de suero y se 

transfectaron con oligonucleótido (5-20 nM) en presencia de lipofectamina (Invitrogen)   

10 µg/ml durante 6 h. Tras este tiempo se añadió suero al 5 % y las células se cultivaron 

durante 20 h antes de realizar los ensayos. Como control negativo se usó un siRNA 

inespecífico.  

Para los ensayos de fosforilación, las células se transfectaron por electroporación con 

siRNA 20 nM, utilizando un kit de nucleofección (Amaxa Biosystems).  

La transfección con oligonucleótidos antisentido se realizó en presencia de 5 µg/ml de 

lipofectamina  y con 1 µM del oligonucleótido en medio libre de suero durante 6 h antes de 

tratar las células con estímulos (Barbour y Dennis, 1993). 

5.4.1.2 Transfección de plásmidos y producción de estables expresando GFP-GV 

Aproximadamente 3 µg de plásmido se transfectaron en P388D1 y RAW 264.7 (2x106 

células) por electroporación, utilizando un kit de nucleofección (Amaxa Biosystems). Para 

seleccionar las células transfectadas se incubaron con 0,3 mg/ml de geneticina (Gibco).  

La transfección se comprobó mediante citometría de flujo (Coulter EpicsXL-MCL 

citofluorómetro) analizando la fluorescencia verde de la EGFP en FL1 (505-545 nm) y 

mediante microscopía usando un microscopio de fluorescencia (Bio-Rad) con cámara 

Nikon. 

5.4.2 EXTRACCIÓN DE RNA Y SÍNTESIS DEL cDNA 

5.4.2.1 Método del Trizol 

La extracción del RNA total de las células se llevo a cabo siguiendo el protocolo descrito 

por Chomezynski y Sacchi, (1987), utilizando Trizol (Ambion). Las células se 

resuspendieron en 1 ml de Trizol hasta conseguir una solución homogénea. Se añadieron 

200 µl de cloroformo, y tras agitar vigorosamente, se centrifugaron a 12000 x g durante 10 
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minutos a 4 ºC, separándose las fases acuosa y orgánica.  

En la fase acuosa, en la que se encuentra el RNA, se añadieron 0,5 ml de isopropanol. Se 

centrifugó la fase, se decantó el sobrenadante y el precipitado se lavó con etanol al 70 % en 

H2O DEPC (Ambion). Una vez lavado, se dejó secar a temperatura ambiente y se 

resuspendió en H2O DEPC.  

La cantidad de RNA se determinó por espectrofotometría midiendo las absorbancias a 260 

y 280 nm, longitudes a las que los ácidos nucleicos y las proteínas presentan la máxima 

absorbancia. El cociente A260/A280 indica la pureza del RNA. Se considera que las muestras 

son adecuadas cuando los valores de este cociente están comprendidos entre 1,8 y 2. 

La concentración de RNA en µg/µl se calcula con la siguiente fórmula: 

[RNA] µg/µl = A260 x factor de dilución x 40 (factor de absorbancia del RNA) x 1/1000 

5.4.2.2 Kit de extracción 

El RNA usado en la PCR cuantitativa se extrajo usando el kit de Ambion RNAqueous-

4PCR kit, siguiendo las instrucciones del fabricante (Ambion Inc, Austin TX). 

5.4.2.3 Síntesis de cDNA 

Se diluyó 1 µg de RNA hasta un volumen de 40 µl en H2O DEPC en presencia de primers 

aleatorios y se calentó a 65 ºC durante 5 min. Las muestras se dejaron 10 minutos a 

temperatura ambiente y se añadieron dNTPs (4 mM), tampón de la transcriptasa reversa, 

inhibidor de RNasa (0,8 U/µl), y transcriptasa reversa (1 U/µl), hasta un volumen final de 

50 µl, incubándolo a 37 ºC durante 1 h. Después se calentó a 90 ºC durante 5 minutos.  

5.4.3 AMPLIFICACIÓN EN CADENA DE LA POLIMERASA (PCR Y RT-PCR) 

5.4.3.1 PCR y electroforesis en geles de agarosa 

Para la amplificación del DNA se utilizó 1U de DNA polimerasa de T. aquaticus (Biotools) 

con el tampón suministrado por la casa comercial, 2 mM de MgCl2, 0,4 mM de una mezcla 

de dNTPs y 20 ng de cada oligonucleótido, en un volumen final de 50 µl. El molde 

utilizado fue cDNA.  
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Para la amplificación de las fosfolipasas se usó el siguiente programa:  

15 minutos a 95 ºC  

40 ciclos:  15 segundos a 95 ºC  

30 segundos a 61 ºC  

30 segundos a 72 ºC 

10 minutos a 72 ºC  

La separación electroforética de fragmentos de DNA se realizó en geles de agarosa 

(Biotools) al 2 % (p/v), preparados y corridos en tampón TAE 1X (tabla 5).  

5.4.3.2 RT-PCR 

La expresión de la sPLA2-V se determinó mediante un ensayo Taqman basado en la técnica 

de PCR a tiempo real. Para cuantificar los niveles de mRNA de la enzima se usaron sondas 

Taqman específicas (Applied Biosystems, Foster City, CA). Como gen de referencia se usó 

actina. La reacción de amplificación se realizó en un volumen final de 20 µl. Las reacciones 

se llevaron a cabo usando la solución de Taqman (Taqman Universal Master Mix). Se usó el 

detector Chromo4 Detector PTI-200 (MJ Research) con las siguientes condiciones: 50 ûC 

durante 2 min, 95 ûC durante 10 min seguido de 40 ciclos de 95ûC durante 15 segundos y 

60 ûC durante 1 minuto. El análisis de cuantificación se realizó mediante el método ﾟﾟCt 

(Livak y Schmittgen, 2001; Pfaffl, 2001). 
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5.5 PROTEÍNAS 

5.5.1 PREPARACIÓN DE FRACCIONES CELULARES 

Los extractos celulares para el análisis de proteínas por inmunodeteción se obtuvieron 

incubando las células con tampón de lisis (tabla 5). Se incubó 40 minutos en hielo, se 

centrifugó a 12000 rpm durante 10 minutos y se recogió el sobrenadante.  

Los núcleos se lisaron con el tampón de lisis nuclear descrito por Beg et al., (1993) y se 

centrifugó a 13000 rpm durante 30 minutos para recoger el sobrenadante. 

La fracción total se obtuvo tratando las células con el kit comercial BDTM TransFactor 

Whole Cell Extraction Kit (BD Biosciences, Erembodegem, Bélgica). 

5.5.2 CUANTIFICACIÓN DE PROTEÍNAS 

La proteína total en los extractos celulares se determinó mediante el método Bradford, 

(1976), que se basa en el desplazamiento del máximo de absorción (de 465 a 595 nm) del 

azul de Coomasie en presencia de proteína. La recta patrón se hizo con albúmina de suero 

bovino (Sigma). 

5.5.3 ELECTROFORESIS EN GELES DE ACRILAMIDA E INMUNODETECCIÓN 

La separación electroforética se realizó mediante geles de SDS-poliacrilamida discontinuos 

al 10 %. La proteína cargada en los geles depende de la proteína analizada: 4 µg de proteína 

para la detección de COX-2 y c-Rel y 50 µg de proteína para p-ERK1/2 y p-cPLA2. Las 

muestras se desnaturalizaron hirviéndolas 5 minutos con tampón de Laemmli (tabla 5). La 

inmovilización se realizó sobre membranas de PVDF (Millipore) mediante transferencia 

húmeda (Bio-Rad) durante 1 h a 200 mA en tampón de transferencia (tabla 5). 

Las membranas se incubaron, posteriormente, con tampón de bloqueo (tabla 5) durante 1 

h. Se incubó con el anticuerpo primario diluido en PBS-Tween 0,1 % durante 1 h. Tras tres 

lavados de 10 minutos cada uno, se incubó con anticuerpo secundario o proteína A unida a 

peroxidasa diluidos en PBS-Tween 0,1 % durante 1 h. Tras los lavados, el reconocimiento 

de los anticuerpos se detectó con el sistema ECL (Enhancer Chemi Luminiscence).  
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5.6 OTRAS TÉCNICAS 

5.6.1 MEDIDA DE LA LIBERACIÓN DE ÁCIDOS GRASOS 

Las células marcadas con [3H]AA o [14C]OA se incubaron con medio libre de suero durante 

1 h antes de añadir los estímulos en presencia o ausencia de inhibidores y en presencia de 

0,5 mg/ml de albúmina. Tras el tiempo de estimulación indicado en cada ensayo, se 

recogieron los sobrenadantes y se centrifugaron 5 minutos a 1400 rpm para eliminar las 

células despegadas. La radiactividad se midió mediante contaje radiactivo en un contador 

de centelleo (Beckman Coulter LS 6500). 

5.6.2 ENSAYOS DE ACTIVIDAD  

5.6.2.1 Preparación de sustratos 

Las membranas se prepararon marcando 1,5x106 células U937 con 0,75 µCi/ml de [3H]AA 

durante 18 h. Tras lavar 3 veces con PBS, se resuspendieron con HEPES 100 mM, pH 7,5 

a 4 ºC. Después de sonicar 1 minuto se centrifugaron durante 10 minutos a 12000 rpm. El 

sobrenadante se centrifugó a 30000 rpm 1 hora, las membranas se resuspendieron en PBS y 

se contó la radiactividad incorporada. 

Las micelas se prepararon mezclando 100000 cpm de dipalmitoil fosfatidilcolina tritiada 

(act. esp. 60 Ci/mmol, GE Healthcare) con el mismo compuesto sin marcar para obtener 

una concentración 100 µM en un volumen final de 150 µl (Ackermann et al., 1994). Se 

evaporó con N2, se añadió Triton X-100 para tener una concentración 400 µM y tampón 

HEPES 100 mM a pH 7,5 (con 5 mM de EDTA para iPLA2). Se agitó, se calentó 1 minuto 

a 40 ºC y se sonicó en el baño de ultrasonidos durante 5 minutos.  

5.6.2.2 Actividad cPLA2, sPLA2 e iPLA2 

La actividad cPLA2 y sPLA2 en homogeneizados celulares se determinó mediante un 

ensayo con membranas descrito previamente por Diez et al., (1994). Alícuotas de 100 µg de 

proteína se incubaron durante 1 h para la cPLA2 o 2 h para la sPLA2 a 37 ºC con HEPES 

100 mM (pH 7,5) en presencia de 1,3 mM de CaCl2 y 100000 dpm de membranas marcadas 

con [3H]AA. Cuando se determinó la actividad cPLA2 se usó 25 µM de LY311727 y 25 µM 

de BEL y para la actividad sPLA2 se añadió 1 µM de pirrofenona y 25 µM de BEL.  
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En los ensayos con sPLA2 purificada (cedida por A. Aarsman, Universidad de Utrecht, 

Holanda) se usaron 50 ng de proteína. 

La actividad sPLA2 en sobrenadante se determinó usando como sustrato micelas 

(Ackermann et al., 1994), en HEPES 100 mM (pH 7,5), durante 2 h a 37 ºC y en presencia 

de CaCl2 1,3 mM. 

La actividad iPLA2 se determinó  en alícuotas de 100 µg de proteína durante 2 h a 37 ºC 

con HEPES 100 mM (pH 7,5) que contenía 5 mM de EDTA y 100 µM de micelas (Pérez et 

al., 2004). 

La extracción de lípidos se hizo por el método descrito por Bligh & Dyer, (1959) y se 

separaron por cromatografía en capa fina (TLC), usando como fase móvil hexano/dietil 

éter/ácido acético (70:30:1). Los ácidos grasos libres se rasparon y se midió la radiactividad 

en un contador de centelleo. 

5.6.3 ANÁLISIS DE FACTORES DE TRANSCRIPCIÓN 

Las células se incubaron con los estímulos durante 6 h antes de su lisis con tampón de 

ruptura de BDTM TransFactor WholeCell Extraction Kit (tabla 5). La determinación de la 

activación de los diferentes factores de transcripción se realizó mediante un kit comercial 

basado en la técnica de ELISA, BDTM TransFactor  Profiling Kit (Inflammation 1).  
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6.1 FOSFOLIPASAS A2 EN MACRÓFAGOS DE RATÓN 

6.1.1 EXPRESIÓN DE FOSFOLIPASAS A2 EN P388D1 Y RAW 264.7 

Los macrófagos, una de las células inflamatorias por excelencia, constituyen un sistema 

ideal para la identificación de nuevas dianas moleculares en la cascada de producción de 

prostaglandinas, ya que presentan una gran cantidad de ácido araquidónico esterificado en 

sus membranas y además responden a numerosos estímulos proinflamatorios liberando 

este ácido graso.  

Para estos estudios se dispone de líneas celulares macrofágicas procedentes de distintas 

cepas de ratón, las células P388D1 procedentes de ratones DBA/2 y las células RAW 264.7 

de ratones BALB/c.  

La expresión de fosfolipasas depende del tipo celular y del tejido, por lo que se analizaron 

los niveles de mRNA de fosfolipasas A2 presentes en las líneas celulares P388D1 y RAW 

264.7. Se extrajo el RNA y mediante PCR convencional se analizó la expresión de cPLA2プ, 

iPLA2-VIA y de diferentes grupos de la familia de las fosfolipasas A2 secretadas. En ambas 

líneas celulares se expresan la cPLA2プ, la iPLA2-VIA y las fosfolipasas A2 secretadas IB, 

IID, V y XII. Además, en las células RAW 264.7 se expresa la IIE (figura 10). 

 

 

 

 

 

En la liberación de ácido araquidónico están implicadas dos tipos de fosfolipasas 

dependientes de calcio en respuesta a diferentes estímulos, la cPLA2 de grupo IV y algunos 

miembros de la familia de las fosfolipasas secretadas, particularmente, los grupos IIA, V y 

Fig. 10. Fosfolipasas A2 secretadas en macrófagos de ratón. 
Determinación mediante PCR de la expresión de las fosfolipasas A2 
secretadas en P388D1 y RAW 264.7. 
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X (Murakami et al., 1998; Balsinde et al., 2002). El hecho de que en las líneas celulares 

P388D1 y RAW 264.7 no se expresen las sPLA2 de grupo IIA ni X, facilita el estudio de la 

implicación de la sPLA2-V en los procesos celulares que llevan a la liberación de ácido 

araquidónico por esta enzima. 

6.1.2 VALIDACIÓN DE LOS INHIBIDORES DE FOSFOLIPASAS 

La aproximación más directa para estudiar el papel de las fosfolipasas A2 en un proceso es 

la inhibición de su actividad mediante inhibidores químicos (Balsinde et al., 1999a). 

Actualmente se dispone de inhibidores específicos de las diferentes familias de PLA2. 

La pirrofenona es un inhibidor reversible selectivo de la actividad de la cPLA2プ (Ono et al., 

2002), la afinidad de este inhibidor por la cPLA2プ es dos órdenes de magnitud superior a la 

afinidad por fosfolipasas A2 secretadas. El escalaradial, un sesterpenoide tetracíclico marino 

aislado de C. Mollior que posee propiedades antiinflamatorias in vivo e in vitro, es un 

inhibidor irreversible de la actividad sPLA2 (Monti et al., 2005, 2007). El BEL es un 

inhibidor irreversible de la actividad iPLA2 que ejerce su acción mediante unión covalente a 

la enzima. Este inhibidor tiene una especificidad 1000 veces superior por las PLA2 

independientes de calcio con respecto a las dependientes (Hazen et al., 1991). 

6.1.2.1 Pirrofenona 

La validación del uso de la pirrofenona se realizó en células RAW 264.7 mediante ensayos 

de actividad para esta enzima en presencia o ausencia del inhibidor. Además, se utilizaron 

inhibidores de las fosfolipasas A2 secretadas, escalaradial y LY311727, para comprobar que 

la inhibición de las sPLA2 no disminuye la actividad cPLA2プ y que estos inhibidores 

tampoco afectan directamente a esta actividad.  

La medida de la actividad cPLA2プ se determinó usando como sustrato membranas celulares 

marcadas con [3H]AA, midiéndose el ácido araquidónico liberado mediante contaje 

radiactivo. En la figura 11 se observa que la pirrofenona bloquea casi por completo la 

actividad enzimática de la cPLA2, mientras que el escalaradial y el LY311727, a una 

concentración a la que la actividad sPLA2 está inhibida en células activadas con LPS, no 

afectan a la actividad cPLA2. 
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6.1.2.2 Escalaradial 

El escalaradial es un inhibidor de sPLA2 que ha sido utilizado en el estudio de la 

implicación de estas enzimas en diversas funciones celulares, incluyendo la liberación de 

ácido araquidónico (Barnette et al., 1994; Marshall et al., 1994). Sin embargo, los estudios 

con este inhibidor son complicados debido a los potenciales efectos inhibitorios de este 

compuesto sobre la actividad de la cPLA2, particularmente cuando se usan concentraciones 

superiores a 10 µM (Marshall et al., 1994). 

Para validar el uso del escalaradial se evaluó en primer lugar la concentración de esta droga 

a la que se bloqueaba la actividad de la sPLA2 sin afectar a la actividad de la cPLA2. Para 

ello se trataron las células con LPS para inducir la expresión y actividad de la sPLA2, se 

prepararon los homogeneizados y se midieron distintas actividades PLA2 en presencia de 

diferentes concentraciones de escalaradial, usando membranas como sustrato.  

Fig. 11. Actividad cPLA2 en RAW 264.7. (A), la actividad cPLA2 se midió 
en células sin tratar en presencia o ausencia de pirrofenona 1 µM. (B), las 
células fueron tratadas con 100 ng/ml de LPS durante 20 h y se midió la 
actividad cPLA2 en presencia de escalaradial 4 µM o LY311727 25 µM. 
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Fig. 12. Efecto del escalaradial en la actividad PLA2. Las células fueron 

expuestas a LPS (100 ng/ml). Después de 20 h de incubación, se prepararon 

los homogeneizados y se analizó el efecto del escalaradial en la actividad 

cPLA2 (A) y sPLA2 (B). El efecto del escalaradial en la actividad sPLA2 en 

proteína pura de rata (50 ng/ensayo) se muestra en (C). 
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La actividad cPLA2 se determinó en presencia de BEL y LY311737, para asegurar que la 

actividad de la iPLA2 y la sPLA2 endógenas no contribuye a la actividad medida. La 

actividad sPLA2 se realizó en presencia de pirrofenona y BEL para eliminar las 

interferencias de la actividad de la cPLA2 y la iPLA2, respectivamente. Como se muestra en 

las figuras 12A y 12B, cuando se utilizan concentraciones hasta 5 µM, el escalaradial no 

afecta a la actividad cPLA2 mientras que la actividad sPLA2 se inhibe de manera 

dependiente de la dosis de esta droga. Por encima de 3 µM se observa una inhibición de la 

actividad casi completa.  

Para validar la especificidad del ensayo, los experimentos se realizaron también con 

proteína purificada. La cantidad de enzima usada fue de 50 ng/ensayo. La figura 12C 

muestra como el escalaradial inhibe la sPLA2-V pura de manera dependiente de la 

concentración, de forma similar a la inhibición observada cuando la fuente de enzima son 

los homogenizados celulares. 

6.1.2.3 BEL 

En trabajos previos se ha descrito que el BEL produce apoptosis a concentraciones 

elevadas en determinadas líneas celulares (Fuentes et al., 2003). Para evitar estos efectos, se 

utilizó una concentración baja de BEL, 5 µM. Para determinar el efecto del BEL a esta 

concentración sobre la actividad iPLA2 en células RAW 264.7, se hicieron homogeneizados 

de células sin tratar o tratadas con BEL 5 µM durante 30 minutos y se determinó la 

actividad iPLA2. Como se muestra en la figura 13, la actividad iPLA2 está parcialmente 

inhibida con BEL 5 µM. 

 

 Fig. 13. Inhibición de la iPLA2 con BEL. Las células RAW 264.7 se 
trataron con BEL 5 µM y se determinó la actividad iPLA2 en los 
homogeneizados. 
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6.2 PERFIL FARMACÓLOGICO EN MACRÓFAGOS 

6.2.1 PAPEL DE LAS FOSFOLIPASAS A2 EN LA LIBERACIÓN DE ÁCIDO 
ARAQUIDÓNICO 

En trabajos previos se ha demostrado que en diversos tipos celulares la activación a través 

de receptores Toll-like produce la activación de fosfolipasas A2. Sin embargo, los efectores 

implicados y los mecanismos de señalización desencadenados por la activación a través de 

cada receptor no han sido descritos. 

6.2.1.1 Liberación de ácido araquidónico 

Para describir el papel de las fosfolipasas A2 en la ruta de señalización vía receptores Toll-

like, se estudió el efecto de la activación vía TLR en la liberación de ácido araquidónico en 

P388D1 y RAW 264.7 utilizando 10 agonistas diferentes de TLRs. Las células, marcadas 

con [3H]AA, se trataron con los agonistas de TLRs durante 20 h y el ácido araquidónico 

liberado se estimó en el sobrenadante mediante contaje radiactivo. 

 

Tabla 9. Agonistas de TLRs 

Nombre Descripción TLR 

LPS Lipopolisacárido procedente de E. coli 0111:B4 4 

Poli IC Ácido poliinosínico-policitidílico (dsRNA) 3 

Pam3CSK4 Lipoproteína sintética bacteriana 2/1 

HKLM Preparado de L. monocytogenes muerta por calor 2 

LTA Ácido lipoteitoico purificado de S. aureus 2 

Flagelina 
Componente mayoritario de los flagelos de S. 

thyphimurium 
5 

FSL-1 Lipoproteína sintética diacilada 2/6 

Imiquimod Pequeña molécula antiviral sintética 7 

Gardiquimod Compuesto de imidazoquinolina 7 

ODN 1826 
Oligonucleótido sintético       

5�-TCCATGACGTTCCTGACGTT-3� 
9 
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En ambas líneas celulares se encontró que, a las concentraciones usadas, la estimulación a 

través de los receptores Toll-like daba lugar a la liberación de AA, excepto cuando las 

células eran estimuladas vía TLR5 (flagelina) o TLR9 (ODN 1826). Como se muestra en la 

figura 14, la estimulación vía TLR3 (poli IC) y TLR4 (LPS) produce la liberación de gran 

cantidad de ácido araquidónico en P388D1 y RAW 264.7, 5 y 8 veces más respectivamente, 

en relación con las células sin estimular. Cuando la estimulación ocurre vía TLR2/1 

(Pam3CSK4), TLR2 (HKLM y LTA) y TLR2/6 (FSL-1), el incremento en la liberación de 

AA es de 3 veces el control, mientras que vía TLR7 (imiquimod y gardiquimod) la 

respuesta es casi dos veces el basal en RAW 264.7 y muy baja en P388D1.  

 

 

 

 

 

Fig. 14. Liberación de ácido araquidónico por agonistas de TLRs en 
P388D1 y RAW 264.7. Las células, P388D1 (A) o RAW 264.7 (B), se 
marcaron con [3H]AA antes del tratamiento con los agonistas durante 20 h y 
la liberación de AA se estimó mediante contaje radiactivo. 1. Ctrl, 2. LPS 
(100 ng/ml), 3. Poli IC (25 µg/ml), 4. Pam3CSK4 (1 µg/ml), 5. HKLM (108 
cél/ml), 6. LTA (1 µg/ml), 7. Flagelina (50 ng/ml), 8. FSL-1 (1 µg/ml), 9. 
Imiquimod (5 µg/ml), 10. Gardiquimod (1 µg/ml), 11. ODN 1826 (1 µM). 
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Estos resultados indican que la estimulación vía TLR está asociada a la activación de las 

fosfolipasas A2, siendo la cantidad de ácido araquidónico en respuesta a los agonistas 

diferente en función del TLR a través del que se produce la activación. Cuando la 

estimulación se produce vía TLR3 o TLR4, la liberación de ácido araquidónico es muy 

elevada, lo que sugiere una alta producción de  eicosanoides en los macrófagos en respuesta 

a infecciones virales o bacterianas.  

6.2.1.2 Efecto de la inhibición de las fosfolipasas A2 sobre la liberación de ácido araquidónico 

En trabajos previos se ha descrito que cada PLA2 presente en macrófagos P388D1 tiene un 

papel diferente en la activación celular y transducción de señales. Para estudiar la 

implicación de la cPLA2プ, sPLA2 e iPLA2 en la liberación de AA mediada por TLRs, se 

usaron inhibidores específicos de la actividad de estas enzimas. Las células P388D1 y RAW 

264.7, marcadas con 0,25 µCi de [3H]AA, se incubaron con pirrofenona 1 µM (figura 15), 

escalaradial 4 µM (figura 16) o BEL 5 µM (figura 17) durante 30 minutos antes de añadir 

los correspondientes estímulos. Tras incubar durante 20 h, se determinó la liberación de 

ácido araquidónico. 

En células P388D1, la pirrofenona inhibe fuertemente la liberación de AA, indicando que la 

contribución de la cPLA2プ es clave en este proceso (figura 15A). La contribución de la 

sPLA2 a la liberación de AA es dependiente del agonista utilizado (figura 16A). Cuando los 

receptores TLR2, TLR2/1, TLR2/6 y TLR7 son activados, la contribución de la sPLA2 es 

muy similar a la de la cPLA2プ, pero vía TLR3 y TLR4, la contribución de esta familia de 

enzimas es menor que la de la cPLA2プ.  

En RAW 264.7 la liberación de AA se bloquea completamente en todos los casos cuando la 

cPLA2プ es inhibida (figura 15B). La inhibición de la sPLA2 reduce la liberación de AA en 

menor grado que la inhibición de la cPLA2プ, pero su contribución a este proceso es 

importante a través de los receptores TLR2, TLR2/1, TLR2/6 y TLR7 (figura 16B). La 

contribución de la sPLA2 en la liberación de AA a través del TLR3 y TLR4 es menor que a 

través de los otros receptores, siendo similar a la contribución en P388D1. 

A diferencia de la cPLA2プ y la sPLA2, la inhibición de la iPLA2 no tiene efectos 

significativos en la liberación de ácido araquidónico en ninguna de las dos líneas celulares 

durante la activación a través de los receptores Toll-like (figura 17). 
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Fig. 15. Efecto de la inhibición de cPLA2プ en la liberación de ácido 
araquidónico. Las células P388D1 (A) y RAW 264.7 (B), marcadas con 
[3H]AA, se incubaron durante 30 min en ausencia (~) o presencia de 
pirrofenona 1 µM (á) antes de la exposición a los agonistas de TLRs  
durante 20 h. La liberación de AA se midió en el sobrenadante. 1. Ctrl,   
2. LPS (100 ng/ml), 3. Poli IC (25 µg/ml), 4. Pam3CSK4 (1 µg/ml),   
5. HKLM (108 cél/ml), 6. LTA (1 µg/ml), 7. Flagelina (50 ng/ml), 8. FSL-1 
(1 µg/ml), 9. Imiquimod (5 µg/ml), 10. Gardiquimod (1 µg/ml), 11. ODN 
1826 (1 µM). 
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Fig. 16. Efecto de la inhibición de sPLA2 en la liberación de ácido 
araquidónico. Las células P388D1 (A) y RAW 264.7 (B), marcadas con 
[3H]AA, se incubaron durante 30 min en ausencia (~) o presencia de 
escalaradial 4 µM (á) antes de la exposición a los agonistas de TLRs  durante 
20 h. La liberación de AA se midió en el sobrenadante. 1. Ctrl, 2. LPS   
(100 ng/ml), 3. Poli IC (25 µg/ml), 4. Pam3CSK4 (1 µg/ml), 5. HKLM   
(108 cél/ml), 6. LTA (1 µg/ml), 7. Flagelina (50 ng/ml), 8. FSL-1 (1 µg/ml), 
9. Imiquimod (5 µg/ml), 10. Gardiquimod (1 µg/ml), 11. ODN 1826   
(1 µM). 
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Fig. 17. Efecto de la inhibición de iPLA2 en la liberación de ácido 
araquidónico. Las células P388D1 (A) y RAW 264.7 (B), marcadas con 
[3H]AA, se incubaron durante 30 min en ausencia (~) o presencia de BEL 5 
µM (á) antes de la exposición a los agonistas de TLRs  durante 20 h. La 
liberación de AA se midió en el sobrenadante. 1. Ctrl, 2. LPS (100 ng/ml),   
3. Poli IC (25 µg/ml), 4. Pam3CSK4 (1 µg/ml), 5. HKLM (108 cél/ml), 6. 
LTA (1 µg/ml), 7. Flagelina (50 ng/ml), 8. FSL-1 (1 µg/ml), 9. Imiquimod 
(5 µg/ml), 10. Gardiquimod (1 µg/ml), 11. ODN 1826 (1 µM). 
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6.2.1.3 Sobreexpresión de sPLA2-V 

Los ensayos utilizando inhibidores químicos tienen limitación para discriminar entre los 

diferentes tipos de sPLA2s, por lo que se sobreexpresó la sPLA2-V mediante la transfección 

celular de un plásmido que contiene su secuencia. La implicación de la sPLA2-V en la 

liberación de AA y producción de prostaglandinas en la línea P388D1 se ha documentado 

previamente en repuesta a diversos estímulos. Para estudiar la implicación de la sPLA2-V en 

la liberación de ácido araquidónico en procesos de estimulación a través de receptores Toll-

like, las células P388D1 y RAW 264.7 se transfectaron con un plásmido que contiene la 

sPLA2 de grupo V unida a GFP o con el plásmido que contiene sólo la GFP como control.  

 

 

 

 

 

 

Fig. 18. Sobreexpresión de sPLA2-V en P388D1. Las células, 
transfectadas con GFP (~) o GFP-V (á), se trataron con LPS durante 20 h y 
se midió la liberación de ácido araquidónico (A) y la actividad sPLA2 en el 
sobrenadante (B). 



                                          RESULTADOS 

 
64

En células P388D1 se produce un aumento en la liberación de ácido araquidónico y en la 

actividad enzimática de la sPLA2-V en el medio extracelular en respuesta a LPS. Este efecto 

es mucho mayor en células que han sido transfectadas con el plásmido que contiene la 

sPLA2-V, confirmando que la enzima transfectada es funcional y puede secretarse al medio 

extracelular (figura 18). 

Debido a que el LPS es capaz de liberar gran cantidad de ácido araquidónico, se analizó 

esta respuesta en función del tiempo de estimulación en células transfectadas con sPLA2-V. 

Las células marcadas con [3H]AA fueron expuestas a 100 ng/ml de LPS durante distintos 

tiempos y se analizó la liberación de AA en los sobrenadantes. Como se observa en la 

figura 19, las células que sobreexpresan la sPLA2-V liberan más ácido araquidónico, 

especialmente a tiempos largos de estimulación. 

 

 

 

 

 

 

Fig. 19. Efecto de la sobreexpresión de sPLA2-V en la liberación de 
AA en P388D1 estimuladas con LPS. Las células transfectadas con 
plásmidos conteniendo GFP (~) o GFP-V (á) se marcaron con [3H]AA y se 
trataron con 100 ng/ml de LPS durante los tiempos indicados. 
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También se estudió si este efecto tenía lugar tras estimulación a través del resto de los 

TLRs. La liberación de ácido araquidónico se midió tras estimulación con los agonistas de 

TLRs en células control y células que sobreexpresan la sPLA2-V durante 20 h. Como se 

muestra en la tabla 10, las células P388D1 que sobreexpresan la sPLA2-V presentan un 

aumento en la liberación de AA con respecto a las células que no sobreexpresan la enzima.  

 

TABLA 10. Incremento de AA liberado en P388D1 que sobreexpresan sPLA2-V 

Agonista Concentración % incremento de  AA 

liberado respecto al control

LPS  100 ng/ml 35  

Poli IC  25 µg/ml 38 

Pam3CSK4 1 µg/ml 38 

HKLM 108 cél/ml 20 

LTA 1 µg/ml 33 

Flagelina 50 ng/ml 28 

FSL-1 1 µg/ml 31 

Imiquimod 5 µg/ml 33 

Gardiquimod 1 µg/ml 48 

ODN 1826 1 µM 56 

 

Para confirmar el papel de la actividad sPLA2-V, las células RAW 264.7, control y 

transfectadas con sPLA2-V, fueron tratadas con LPS en presencia o ausencia de 

escalaradial. Las células que sobreexpresan la sPLA2-V liberan mayores niveles de AA y este 

efecto puede revertirse pretratando las células con escalaradial 4 µM (figura 20). 

En conjunto, los resultados de la sobreexpresión de la sPLA2-V en ambas líneas celulares 

implican a esta enzima en la liberación de ácido araquidónico en respuesta a la estimulación 

a través de receptores Toll-like, asignándola un papel como amplificador en la liberación de 

AA durante este proceso. 
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6.2.2 INDUCCIÓN DE COX-2 A TRAVÉS DE RECEPTORES TOLL-LIKE 

En trabajos previos se ha documentado que la expresión de COX-2 se induce en respuesta 

a estímulos y que las fosfolipasas A2 juegan un papel importante en esta inducción 

(Balsinde et al., 1999b). Aunque ambas líneas celulares son macrófagos procedentes de 

ratón, presentan algunas diferencias respecto a la inducción de COX-2. Como se muestra 

en la figura 21, en P388D1, la inhibición de la sPLA2 produce la inhibición de la expresión 

de la ciclooxigenasa-2 en respuesta a LPS. Por el contrario, la inhibición de esta enzima en 

RAW 264.7 no afecta a la expresión de COX-2, lo que indica una regulación diferente de la 

misma. 

Se estudió el efecto de los agonistas de TLRs en la expresión de COX-2 en P388D1 y RAW 

264.7. En la figura 22 se muestra que la expresión de COX-2 se induce en respuesta a la 

activación vía TLR, aunque el nivel de expresión de esta enzima es distinto dependiendo 

del agonista utilizado. Los agonistas de TLR5 y TLR9 no indujeron la expresión de COX-2, 

lo que concuerda con los datos previos obtenidos en la medida de liberación de AA. 

 

Fig. 20. Efecto de la sobreexpresión de sPLA2-V en la liberación de 
AA en RAW 264.7. Las células se transfectaron con el plásmido con GFP 
(~) o GFP-V (á) y se analizó la liberación de AA en células tratadas con 100 
ng/ml de LPS (LPS), escalaradial 4 µM (Scal) o ambos (Scal + LPS). 
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Fig. 21. Expresión de COX-2 en P388D1 y RAW 264.7. Las células, 
P388D1 (A) o RAW 264.7 (B), fueron tratadas con escalaradial 4 µM en 
presencia o ausencia de LPS y la expresión de COX-2 se determinó 
mediante inmunodetección. 

Fig. 22. Inducción de COX-2 a través de receptores Toll-like. Las 
células, P388D1 (á) o RAW 264.7 (á), fueron tratadas con agonistas de 
TLRs durante 20 h y se analizó la expresión de COX-2 por 
inmunodetección. Los niveles de COX-2 se representan como 
cuantificación densitométrica de las bandas. 1. Ctrl, 2. LPS (100 ng/ml),   
3. Poli IC (25 µg/ml), 4. Pam3CSK4 (1 µg/ml), 5. HKLM (108 cél/ml),   
6. LTA (1 µg/ml), 7. Flagelina (50 ng/ml), 8. FSL-1 (1 µg/ml), 9. 
Imiquimod (5 µg/ml), 10. Gardiquimod (1 µg/ml), 11. ODN 1826 (1 µM). 
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6.3 REGULACIÓN DE LA EXPRESIÓN DE COX-2 

Estudios previos sugieren que la inducción de COX-2 está regulada por un metabolito 

derivado de la sPLA2-V (Bingham et al., 1996; Balsinde et al., 1999b; Shinohara et al., 1999). 

Para el estudio de la regulación de la expresión de la COX-2 en macrófagos se utilizó la 

línea P388D1, estimulando con LPS (TLR4) y poli IC (TLR3), ya que estos estímulos 

liberan gran cantidad de ácido araquidónico y la expresión de COX-2 se induce 

fuertemente.  

Ensayos previos en P388D1 establecen que hay un efecto dosis-respuesta en la expresión 

de COX-2 en respuesta a LPS con un máximo de expresión entre las 12 y 18 horas 

(Shinohara et al., 1999). Para comprobar el papel de la sPLA2-V en esta respuesta se 

midieron los niveles de mRNA de la sPLA2-V en respuesta a LPS a distintos tiempos 

mediante PCR cuantitativa, observándose un incremento de la expresión de la sPLA2-V de 

manera dependiente del tiempo (figura 23).  

 

 

 

 

 

 

Fig. 23. Incremento de los niveles de mRNA de sPLA2-V con LPS. El 
incremento de sPLA2-V se determinó mediante PCR cuantitativa en células 
P388D1 estimuladas con 100 ng/ml de LPS a diferentes tiempos. 
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La expresión de COX-2 en P388D1 estimuladas con poli IC se determinó mediante 

inmunodetección. En este caso también se observa una inducción de COX-2 dependiente 

de la concentración y del tiempo (figura 24). 

 

 

 

 

 

 

 

Datos recientes demuestran que, además o en lugar de actuar extracelularmente, algunas 

sPLA2s podrían hidrolizar fosfolípidos intracelularmente antes de secretarse al medio 

extracelular (Ni et al., 2006). Teniendo en cuenta estos datos se probó el efecto de un 

inhibidor permeable de la sPLA2, el escalaradial, en la expresión de COX-2. 

Los efectos del escalaradial en la expresión de COX-2 en macrófagos tratados con LPS se 

muestran en la figura 25. El escalaradial bloquea la expresión de COX-2 de manera 

dependiente de la concentración. La buena correspondencia entre los efectos del 

escalaradial en la actividad sPLA2 (figura 12) y la expresión de COX-2, junto con el hecho 

de que la actividad de la cPLA2 no se ve afectada a las concentraciones indicadas, sugiere 

que la inhibición por escalaradial de COX-2 está relacionada directamente con la inhibición 

de la actividad celular de la sPLA2 celular.  

Fig. 24. Efecto del poli IC en la expresión de COX-2. (A), las células 
P388D1 fueron tratadas con las concentraciones de poli IC indicadas. La 
expresión de COX-2 se analizó por inmunodetección. (B), las células fueron 
tratadas con 25 µg/ml de poli IC durante los tiempos indicados. La 
expresión de COX-2 se analizó por inmunodetección. 
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6.3.1 EFECTO DE LA INHIBICIÓN DE LA sPLA2-V POR siRNA 

Las aproximaciones farmacológicas no permiten distinguir entre diferentes sPLA2s, por lo 

que se han probado nuevas estrategias para tratar de bloquear la sPLA2-V celular de manera 

más específica, como la inhibición mediante siRNA.  

Las células P388D1 fueron transfectadas con siRNA de sPLA2-V y expuestas a LPS 

analizando posteriormente el contenido de COX-2. Al no disponer de un anticuerpo 

específico para la sPLA2-V, la eficiencia de la transfección se evaluó mediante ensayos 

enzimáticos de actividad. El tratamiento con diferentes concentraciones de siRNA inhibe la 

expresión de COX-2 de manera dependiente de la dosis (figura 26A). La inhibición parcial 

de la expresión podría deberse a que el siRNA sólo bloquea parcialmente la expresión de 

sPLA2, existiendo aún una fracción importante de actividad a 20 nM, la concentración más 

alta de siRNA utilizada sin pérdida de la viabilidad celular (figura 26B).  

Aunque estos resultados sugieren un papel regulador de la sPLA2-V en la expresión de 

COX-2, la inhibición mediante siRNA no produce mejora en la inhibición de la expresión 

con respecto a otros métodos probados anteriormente.  

 

Fig. 25. Efecto del escalaradial en la expresión de COX-2. Las células 
P388D1 fueron incubadas con LPS (100 ng/ml) en presencia de distintas 
concentraciones de escalaradial. Después de 20 h de incubación se analizó la 
expresión de COX-2 por inmunodetección. 
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La acción específica del escalaradial se estudió mediante un ensayo en el que las células 

previamente tratadas con siRNA de sPLA2-V y, por lo tanto, expresando una menor 

cantidad de la enzima, fueron expuestas a escalaradial 3 µM, una concentración que 

produce poco efecto sobre los niveles de expresión de COX-2 en las células que expresan 

niveles normales de sPLA2-V. Como se muestra en la figura 27A, la expresión de COX-2 

en respuesta a LPS en células deficientes en sPLA2-V por el tratamiento con siRNA contra 

esta enzima disminuye aún más por tratamiento con escalaradial. Por lo tanto, las células 

que expresan menores niveles de sPLA2-V requieren menor cantidad de escalaradial para 

inhibir la expresión de COX-2. Estos datos demuestran que el efecto del escalaradial sobre 

la expresión de COX-2 ocurre vía sPLA2-V. 

Fig. 26. Inhibición de sPLA2-V con siRNA. Las células P388D1 fueron 
tratadas con las concentraciones indicadas de siRNA contra sPLA2-V, 
expuestas a LPS y se analizó la expresión de COX-2 (A). La actividad sPLA2 
en los homogeneizados fue medida como se describe en Materiales y métodos 
(B). 
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También se evaluó el efecto del manoalide, otro inhibidor de la sPLA2 (Lombardo y 

Dennis, 1985) en la producción de COX-2 inducida por LPS (figura 27B). Este compuesto, 

a concentraciones que no interfieren con la actividad celular de la cPLA2, promueve una 

inhibición de la expresión de COX-2 de manera dependiente de la concentración. Debido a 

que la estructura del manoalide no tiene relación con la del escalaradial, estos datos dan una 

evidencia adicional del papel de la sPLA2 en la regulación de la inducción de COX-2 en 

respuesta al LPS. 

 

Fig. 27. Inhibición de la expresión de COX-2 con siRNA y 
escalaradial y manoalide. (A), las células fueron tratadas con siRNA de 
sPLA2-V (20 nM) y expuestas a LPS (100 ng/ml) en ausencia o presencia de 
escalaradial 3 µM. La expresión de COX-2 se analizó por inmunodetección. 
(B), las células fueron tratadas con LPS (100 ng/ml) en ausencia o presencia 
de las concentraciones indicadas de manoalide. La expresión de COX-2 se 
analizó por inmunodetección.
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6.3.2 EXPRESIÓN DE COX-2 EN MACRÓFAGOS PERITONEALES DE RATÓN 

Para comprobar que el efecto del escalaradial en la inducción de COX-2 en macrófagos 

P388D1 tratados con LPS es relevante fisiológicamente, y no sólo una peculiaridad de la 

línea celular usada, se realizaron estudios en macrófagos peritoneales de ratón C57BL/6. 

De acuerdo con los datos obtenidos en P388D1, el escalaradial inhibe la expresión de 

COX-2 en macrófagos de ratón tratados con LPS de manera dependiente de la 

concentración (figura 28A). 

 

 

 

 

 

 

También se estudió el efecto de la inhibición de la cPLA2プ en la inducción de COX-2 en 

macrófagos peritoneales de ratón mediante el uso de los inhibidores MAFP y pirrofenona. 

Aunque el MAFP es un inhibidor dual de cPLA2/iPLA2 (Lio et al., 1996), la pirrofenona 

inhibe específicamente la cPLA2プ. Como se muestra en la figura 28B, ambos inhibidores, 

usados a una concentración a la que se inhibe completamente la actividad de la cPLA2, 

bloquean la producción de COX-2 en macrófagos estimulados con LPS. Esto concuerda 

con los resultados obtenidos en P388D1, en los que se necesita una cPLA2プ funcionalmente 

activa para la inducción de sPLA2-V y producción de COX-2 en respuesta a LPS (Balsinde 

et al., 1999b). 

Fig. 28. Expresión de COX-2 en macrófagos peritoneales murinos 
estimulados con LPS. Los macrófagos fueron tratados con LPS (100 
ng/ml) durante 20 h en ausencia o presencia de las concentraciones 
indicadas de escalaradial (A), pirrofenona 1 µM o MAFP 10 µM (B). La 
expresión de COX-2 fue analizada por inmunodetección. 
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6.3.3 EFECTO DEL ESCALARADIAL SOBRE LA LIBERACIÓN DE ÁCIDOS 
GRASOS EN P388D1 ESTIMULADAS CON LPS 

A diferencia de la cPLA2プ, la sPLA2-V no hidroliza preferentemente los fosfolípidos que 

contienen ácido araquidónico, siendo capaz de liberar significativamente otros ácidos 

grasos como el ácido oleico (Balsinde et al., 2000). Por esta razón, se analizó el efecto de la 

inhibición de la cPLA2プ por pirrofenona y de la sPLA2 por escalaradial sobre la liberación 

de AA y OA en P388D1.  

La liberación de ácido oleico en P388D1 inducida por LPS se inhibe utilizando escalaradial, 

lo que confirma la participación de la sPLA2. La liberación de ácido araquidónico también 

se inhibe en estas condiciones con escalaradial en un menor grado, 20-30 % (figura 29). 

Este nivel de inhibición concuerda con el reciente estudio de Arm y colaboradores en 

ratones deficientes en sPLA2-V, que estima que la contribución de la sPLA2-V a la 

producción de eicosanoides es de un 35 % (Diaz et al., 2006).  

 

 

 

 

Fig. 29. Efecto del escalaradial y la pirrofenona en la liberación de OA 
y AA en células estimuladas con LPS. Las células P388D1 marcadas con 
[14C]OA (A) o [3H]AA (B), fueron incubadas durante 20 h en ausencia (~) o 
presencia (á) de LPS (100 ng/ml), y en ausencia (Ctrl) o presencia de 
escalaradial 4 µM (Scal) o pirrofenona 1 µM (Pir). El contenido en ácido 
graso libre fue medido en el sobrenadante por contaje radiactivo. 
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Como se esperaba, la inhibición de la cPLA2プ por pirrofenona inhibe fuertemente la 

liberación de ambos ácidos, lo que apoya el hecho de que esta enzima tiene un papel 

regulador sobre la liberación de ácido oleico y que es el principal efector en la liberación de 

ácido araquidónico (Han et al., 2003). 

6.3.4 IDENTIFICACIÓN DEL METABOLITO DERIVADO DE LA sPLA2-V 
IMPLICADO EN LA PRODUCCIÓN DE COX-2 

6.3.4.1 Ácidos grasos y metabolitos derivados de ciclooxigenasas o lipoxigenasas 

Los resultados anteriores indican que en células P388D1 estimuladas con LPS se produce la 

hidrólisis de fosfolípidos mediada por sPLA2-V y la inhibición de sPLA2 por escalaradial 

bloquea la liberación de ácidos grasos y la inducción de COX-2. Para estudiar la posible 

relación entre los ácidos grasos libres y la expresión de COX-2, se estudió el efecto del 

tratamiento celular con ácido araquidónico u oleico en la producción de COX-2. La 

incubación de las células con diferentes concentraciones de estos ácidos (hasta 100 µM) y 

durante distinto tiempo (hasta 24 h) no indujo la expresión de COX-2 en células P388D1 

(datos no mostrados). 

A continuación se estudió si el efecto inhibitorio del escalaradial sobre COX-2 en P388D1 

estimuladas con LPS podía ser revertido con ácido araquidónico o ácido oleico. Para esto 

las células fueron incubadas con OA o AA exógeno (hasta 100 µM), tratadas con LPS, en 

presencia o ausencia de escalaradial y se analizó la producción de COX-2 mediante 

inmunodetección. Los ácidos grasos se añadieron 1 h antes o a la vez que el LPS. No se 

observó reversión de la inhibición por escalaradial de la producción de COX-2 bajo 

ninguna de las condiciones. Estos resultados indican que los ácidos grasos no son los 

metabolitos derivados de acción de la sPLA2-V responsables de la producción de COX-2 

(datos no mostrados). 

Para estudiar la posible implicación de un metabolito oxigenado del ácido araquidónico, la 

producción de COX-2 inducida por LPS fue estudiada en presencia de diferentes 

inhibidores de ciclooxigenasa y lipoxigenasa, indometacina, MK-886, baicaleína, NS-398, 

ébselen y aspirina (figura 30). Estos compuestos se usaron a diferentes concentraciones y se 

añadieron 30 minutos antes de la adición del LPS. Ninguno de los inhibidores probados 

ejercieron efecto sobre la expresión de COX-2, descartando la participación de un 

metabolito derivado del ácido araquidónico en el proceso. 
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6.3.4.2 Recuperación de la expresión de COX-2 

Excluida la participación de ácidos grasos libres o derivados oxigenados del AA en la 

producción de COX-2 inducida por LPS, se centró la atención en el otro producto de la 

hidrólisis de fosfolípidos catalizada por sPLA2, los lisofosfolípidos. Experimentos iniciales 

indicaron que añadiendo lisofosfolípidos exógenos a las P388D1 estos eran rápidamente 

metabolizados por reacciones de acilación o hidrólisis. Para solventar este problema, se 

utilizó un análogo estable de lisoPC, metil-lisoPC, el cual, debido a sus enlaces éter en las 

posiciones sn-1 y sn-2, no puede ser hidrolizado a glicerofosfocolina o acilado para formar 

fosfatidilcolina (figura 31). 

 

 

Fig. 30. Efecto de inhibidores de lipoxigenasa y ciclooxigenasa sobre 
la expresión de COX-2. Las células fueron pretratadas con indometacina 
25 µM, MK-886 10 µM y baicaleína 10 µM (A) y con NS-398 5 µM, ébselen 
10 µM y aspirina 25 µM (B) durante 30 min y posteriormente expuestas a 
LPS (100 ng/ml) durante 20 h. El efecto en la expresión de COX-2 se 
analizó por inmunodetección. 
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Fig. 32. Recuperación  con metil-lisoPC de los efectos inhibitorios del 
escalaradial sobre la expresión de COX-2 inducida por LPS. (A), las 
células fueron pretratadas durante 30 min con escalaradial (4 µM). Se añadió 
LPS (100 ng/ml) y las concentraciones indicadas de metil-lisoPC y las 
células fueron incubadas durante 20 h. La producción de COX-2 se 
determinó por inmunodetección. (B), cuantificación densitométrica de las 
bandas de A. (C), las células fueron expuestas a LPS (100 ng/ml) y las 
concentraciones indicadas de metil-lisoPC durante 20 h. La expresión de 
COX-2 se determinó por inmunodetección. 
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Para estudiar la acción específica de la metil-lisoPC, se ensayó la capacidad de este 

compuesto para recuperar la inhibición de COX-2 producida por la pirrofenona al actuar 

sobre la cPLA2プ en células estimuladas con LPS. A diferencia del escalaradial, la inhibición 

de COX-2 producida por la pirrofenona no se recupera con metil-lisoPC (figura 33). Estos 

resultados demuestran que es la lisoPC generada por la sPLA2-V, y no la producida por la 

cPLA2プ, la que está específicamente relacionada con la producción de COX-2.  

 

 

     
 

 

 

 

Fig. 33. Recuperación con metil-lisoPC de los efectos inhibitorios de 
la pirrofenona sobre la expresión de COX-2 inducida por LPS. (A), las 
células fueron pretratadas durante 30 min con pirrofenona (1 µM). Se 
añadieron las concentraciones indicadas de metil-lisoPC y LPS (100 ng/ml) 
y las células fueron incubadas durante 20 h. La producción de COX-2 fue 
determinada por inmunodetección. (B), cuantificación densitométrica de las 
bandas en A. 
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Este ensayo se realizó de la misma manera usando poli IC como estímulo celular para 

inducir COX-2. En este caso, no hay recuperación de la expresión tras la inhibición de la 

sPLA2 ni de la cPLA2 (figura 34).  

Para explorar la posibilidad de que la sPLA2 generase lisofosfolípidos actuando 

extracelularmente, los niveles de lisoPC se midieron en el sobrenadante de células 

estimuladas con LPS, en presencia y ausencia de escalaradial. Para esto, las células se 

marcaron con 0,5 µCi/ml de [3H]colina durante 2 días (Balboa et al., 2003b; Pérez et al., 

2004). Después de los diferentes tratamientos, los lípidos de los sobrenadantes se 

extrajeron con n-butanol a 4 ºC y se separaron mediante cromatografía en capa fina. No se 

detectaron cantidades significativas de [3H]lisoPC en los sobrenadantes tratados con LPS 

frente a los no tratados, indicando que la lisoPC no se acumula extracelularmente en estas 

condiciones (datos no mostrados). 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 34. Recuperación con metil-lisoPC de los efectos inhibitorios del 
escalaradial y la pirrofenona sobre la expresión de COX-2 inducida 
por poli IC. Las células fueron pretratadas durante 30 min con escalaradial 
4 µM (A) o pirrofenona 1 µM (B). Se añadió poli IC (25 µg/ml) y las 
concentraciones indicadas de metil-lisoPC y las células fueron incubadas 
durante 20 h. La producción de COX-2 se determinó por inmunodetección. 
(C) y (D), cuantificación densitométrica de las bandas en A y B. 
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Los resultados obtenidos sugieren que la lisofosfatilcolina está implicada en la ruta de 

activación de COX-2 a través de la sPLA2 cuando se activan las células con LPS pero no 

con poli IC. Por lo tanto, la ruta de activación de la expresión de COX-2 debe ser diferente 

dependiendo del receptor a través del que se produce la activación. 

6.3.4.3 Factores de transcripción implicados en la expresión de COX-2 dependiente de sPLA2 

La regulación de la transcripción de COX-2 en ratón está mediada por diferentes elementos 

regulatorios distribuidos en la secuencia del promotor de COX-2. El promotor de COX-2 

contiene una TATA box clásica, una E-box y sitios de unión para factores de transcripción 

como NF-━B, C/EBP, CREB, AP-1 y NF-AT, los cuales se ha demostrado que actúan 

como elementos reguladores positivos para la transcripción de COX-2 en diferentes tipos 

celulares (Tazawa et al., 1994; Appleby et al., 1994).  

Para estudiar cual de estos elementos está regulando la sPLA2 en la estimulación de P388D1 

con LPS, se analizó la inhibición de la actividad de factores de transcripción por 

escalaradial. Mediante un ensayo basado en la técnica de ELISA para factores de 

transcripción, se midió la actividad de factores de transcripción relacionados con la 

inflamación, ATF2, CREB-1, c-fos, c-Rel, NF-━B p65 y NF-━B p50 en P388D1 estimuladas 

y sin estimular y en presencia o ausencia de escalaradial durante 6 h. NF-━B p65, c-fos y    

c-Rel se activaron con LPS, pero sólo la actividad de c-Rel se inhibía en células pretratadas 

con escalaradial 4 µM y se recuperaba cuando la estimulación con LPS se realizaba en 

presencia de metil-lisoPC 8 µM (figura 35).  

Estos resultados sugieren que  en respuesta a LPS se produce la activación de c-Rel y este 

factor de transcripción está implicado en la regulación de la expresión de COX-2. El 

metabolito a través del que se produce la activación de c-Rel es la lisofosfatidilcolina 

derivada de la acción de la sPLA2 sobre los fosfolípidos de la membrana celular, ya que tras 

el tratamiento de las células con el análogo de lisoPC, metil-lisoPC, se produce la 

recuperación de la actividad de c-Rel previamente bloqueada por escalaradial. En conjunto, 

estos resultados indican que  la sPLA2 juega un papel clave en la regulación de la expresión 

de COX-2.  
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La expresión de c-Rel se analizó mediante inmunodetección. Tras el tratamiento de las 

células (pretratadas o no con escalaradial) con LPS solo o en presencia de metil-lisoPC 

durante 6 h, la expresión de c-Rel se determinó en la fracción celular total en células 

P388D1. Los niveles de expresión de este factor de transcripción se inducen por LPS y esa 

inducción se inhibe con escalaradial. Además, la metil-lisoPC recupera los niveles de 

expresión inducidos por LPS en célula pretratadas con escalaradial (figura 36). 

 

 

Fig. 35. Recuperación con metil-lisoPC de la actividad transcripcional 
de c-Rel inhibida por escalaradial en células estimuladas con LPS. Las 
células fueron pretratadas durante 30 min con escalaradial (4 µM) y se 
añadió LPS (100 ng/ml) y metil-lisoPC (8 µM), manteniendo las células en 
cultivo durante 6 h. La actividad transcripcional de c-Rel fue medida con un 
método comercial, como se describe en Materiales y métodos. 
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Puesto que los factores de transcripción actúan en el núcleo celular se analizó la presencia 

de c-Rel en esta fracción. Para comprobar el incremento del factor de transcripción c-Rel 

en la fracción nuclear en respuesta a LPS se separó esta fracción y se analizaron los niveles 

de c-Rel mediante inmunodetección. Las células se trataron con LPS durante los tiempos 

indicados, se lisaron y se centrifugó para precipitar los núcleos. Se lisaron los núcleos y se 

analizó el contenido de c-Rel en ambas fracciones. Como se muestra en la figura 37, los 

niveles de expresión de c-Rel aumentan en el núcleo en respuesta a LPS y este aumento es 

dependiente del tiempo.  

 

Fig. 36. Efecto del escalaradial en la expresión de c-Rel en la fracción 
celular total. (A), las células fueron pretratadas durante 30 min con 
escalaradial (4 µM). Se añadió metil-lisoPC (8 µM) y LPS (100 ng/ml) y las 
células fueron incubadas durante 6 h. La producción de c-Rel fue 
determinada por inmunodetección. (B), cuantificación de la intensidad de las 
bandas de A. 
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Para comprobar que la expresión de COX-2 y c-Rel está relacionada temporalmente, se 

determinaron los niveles de expresión de COX-2 y c-Rel en respuesta a LPS en función del 

tiempo de activación mediante inmunodetección. En la figura 38 se muestra como la 

expresión de ambas proteínas aumenta, siendo la expresión de c-Rel máxima a partir de las 

4 h mientras que la expresión de COX-2 sigue aumentando hasta las 24 h. 

 

 

 

 

Para confirmar que existe una relación entre ambas proteínas se estudió el efecto del 

radicicol en la expresión de COX-2. El radicicol es un metabolito fúngico que inhibe la 

actividad transcripcional de c-Rel en macrófagos tratados con LPS, reduciendo la expresión 

de c-Rel (Jeon et al., 2000). Como se muestra en la figura 39, el radicicol inhibe la 

producción de c-Rel y COX-2 en paralelo en P388D1 tratadas con LPS, sugiriendo que 

ambos procesos están relacionados. 

Fig. 37. Expresión de c-Rel en P388D1 tratadas con LPS. Las células se 
trataron con 100 ng/ml de LPS durante los tiempos indicados y se separó la 
fracción nuclear. La expresión de c-Rel se analizó mediante 
inmunodetección. 

Fig. 38. Tiempo-respuesta de COX-2 y c-Rel con LPS. Las células se 
trataron con 100 ng/ml de LPS durante los tiempos indicados y la expresión 
de COX-2 y c-Rel se midió en la fracción celular total. 
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Fig. 39. Efecto del radicicol en la producción de c-Rel y COX-2 en 
células estimuladas con LPS. Las células fueron tratadas con LPS (100 
ng/ml) durante 6 h en ausencia o presencia de las concentraciones indicadas 
de radicicol. La expresión de COX-2 y c-Rel se determinó por 
inmunodetección (A). (B), cuantificación densiométrica de las bandas de A, 
COX-2 (á) y c-Rel (á). (C), contenido en c-Rel vs. COX-2 a las diferentes 
concentraciones de radicicol. 
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6.4 FOSFORILACIÓN DE ERK1/2  Y cPLA2プ DURANTE LA 
ACTIVACIÓN A TRAVÉS DE TLRs 

6.4.1 OPTIMIZACIÓN DEL TIEMPO DE FOSFORILACIÓN 

En trabajos previos se ha mostrado que la fosforilación de cPLA2プ es necesaria para la 

liberación de ácido araquidónico en macrófagos P388D1, y que esta fosforilación 

incrementa la actividad específica de la enzima (Balboa et al., 2000). Esta fosforilación se 

debe a la acción de las MAP quinasas, un grupo de proteínas que fosforilan residuos serina 

y treonina y que se activan a través de una cascada de fosforilación secuencial en respuesta 

a estímulos externos. En concreto, se ha descrito que la activación de la ruta de ERK, a 

través de la que se fosforilan ERK1/2, da lugar a la fosforilación de la cPLA2プ. 

En primer lugar, se determinó el tiempo óptimo al que la fosforilación de cPLA2プ y 

ERK1/2 es máxima en células P388D1 y RAW 264.7 tratadas con LPS. Las células se 

preincubaron en medio libre de suero durante 24 h antes de la estimulación para permitir la 

desfosforilación completa de la cPLA2プ. Los niveles de fosforilación se midieron mediante 

inmunodetección. Como se muestra en la figura 40, la fosforilación de estas enzimas 

alcanza su máximo a los 30 minutos de estimulación en ambos tipos celulares. 

 

 

 
Fig. 40. Fosforilación de ERK1/2 y cPLA2プ en respuesta a activación 
a través de TLR4. Las células se trataron con 100 ng/ml de LPS durante 
los tiempos indicados y la fosforilación se analizó mediante 
inmunodetección en P388D1 (A) y RAW 264.7 (B). 
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6.4.1.1 Fosforilación de ERK1/2 con agonistas de TLRs 

Para estudiar la acción específica de la estimulación por TLRs en la activación de ERK1/2, 

se analizó la fosforilación de ERK1/2 en respuesta a agonistas de receptores Toll-like. 

Como se muestra en la figura 41, la activación de TLR2, 3, 4, 2/1, 2/6 y 7 da lugar a la 

fosforilación de ERK1/2 mientras que los agonistas de TLR5 y TLR9, de acuerdo con los 

datos obtenidos en la liberación de ácido araquidónico y la expresión de COX-2, no 

indujeron la fosforilación de estas enzimas. 

 

 

 

 

 

 

6.4.2 PAPEL DE LA sPLA2-V EN LA FOSFORILACIÓN DE ERK1/2 Y cPLA2α 

Para investigar el papel de la sPLA2-V en la estimulación vía TLRs se usó el inhibidor 

específico de sPLA2 escalaradial. Como se muestra en la figura 42, la fosforilación de 

ERK1/2 se inhibe acusadamente por escalaradial y, como se esperaba, los niveles de 

fosforilación de cPLA2プ decrecen cuando la fosforilación de ERK1/2 esta inhibida. La 

inhibición de la fosforilación de la cPLA2プ depende del estímulo, 78 % para LPS (TLR4), 

100 % para poli IC (TLR3), 66 % para Pam3CSK4 (TLR2/1), 95 % para HKLM (TLR2) y 

52 % para LTA (TLR2). Aunque los resultados mostrados en las figuras 42A y 42B inducen 

a pensar que la activación de ERK1/2 está bajo el mismo tipo de regulación, se encontró 

que la activación de P388D1 a través de TLR2/6 y TLR7 llevaba a la fosforilación de 

ERK1/2 pero el escalaradial no era capaz de bloquear esta fosforilación (figura 42C), por 

lo que parece que esta fosforilación no es dependiente de la actividad sPLA2.  

Fig. 41. Fosforilación de ERK1/2 en respuesta a agonistas de TLRs. 
Las células P388D1 se trataron con agonistas de TLRs durante 30 minutos y 
se analizó la expresión de COX-2 por inmunodetección. 1. Ctrl, 2. LPS (100 
ng/ml), 3. Poli IC (25 µg/ml), 4. Pam3CSK4 (1 µg/ml), 5. HKLM (108 
cél/ml), 6. LTA (1 µg/ml),  7. Flagelina (50 ng/ml), 8. FSL-1 (1 µg/ml), 9. 
Imiquimod (5 µg/ml), 10. Gardiquimod (1 µg/ml), 11. ODN 1826 (1 µM). 
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Para confirmar que este efecto se debe a la inhibición de la actividad sPLA2, las células se trataron 

con otro inhibidor de la sPLA2, manoalide, y un inhibidor específico de la cPLA2プ, pirrofenona. 

Como se muestra en la figura 43, la fosforilación de ERK1/2 y cPLA2プ se bloquea con 

manoalide.  

Fig. 42. Efecto de la inhibición de sPLA2 en la fosforilación de 
ERK1/2 y cPLA2プ. Las células P388D1 se trataron con escalaradial 4 µM 
durante 30 minutos antes de añadir los agonistas de TLRs. Los efectos en la 
fosforilación de ERK1/2 y cPLA2 se analizaron por inmunodetección.  
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En resumen, en macrófagos estimulados a través de los TLRs 2, 3, 4, y 2/1, la fosforilación de 

cPLA2プ está regulada por la fosforilación de ERK1/2 y, durante esta activación, la sPLA2 

controla la fosforilación de ERK1/2. Esto no ocurre en el caso del TLR7 y TLR2/6, lo que 

sugiere otra posible ruta de señalización a través de estos receptores. 

          

             

 

 

 

 

  

Fig. 43. Efecto de la inhibición de PLA2 en la fosforilación de ERK1/2 
y cPLA2プ. (A), las células P388D1 se trataron con manoalide 4 µM o 
pirrofenona 1 µM, expusieron a 100 ng/ml de LPS durante 30 minutos y se 
detectó la fosforilación por inmunodetección. (B), cuantificación 
densitométrica de las bandas en (A), Ctrl (~), LPS (á) manoalide + LPS (á) 
y pirrofenona + LPS (á).
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6.4.3 FOSFORILACIÓN DE ERK1/2 Y cPLA2プ EN CÉLULAS P388D1 ESTIMULADAS A 
TRAVÉS DE TRL4 

La implicación de la sPLA2-V en la fosforilación de ERK1/2 y cPLA2プ se confirmó mediante la 

inhibición de la expresión de esta enzima por oligonucleótido antisentido y RNA de interferencia. 

En primer lugar, las células se transfectaron con oligonucleótido antisentido contra la sPLA2-V, 

se estimularon con LPS y se analizaron los niveles de fosforilación de ERK1/2 mediante 

inmunodetección.  

Se realizaron diferentes ensayos, modificando la concentración del oligonucleótido, la densidad 

celular y otros parámetros que influyen en la eficiencia de transfección. Seguidamente se 

determinaron las condiciones óptimas para la inhibición de la sPLA2-V mediante PCR 

cuantitativa (datos no mostrados). 

Como se observa en la figura 44, la inhibición de la fosforilación de ERK1/2 tras la inhibición de 

la sPLA2-V es muy baja, debido a la baja eficiencia de transfección. Aún así, estos resultados 

sugieren que la sPLA2-V está regulando la fosforilación de ERK1/2 cuando los macrófagos se 

activan a través del TLR4 con LPS, confiriendo a esta enzima un papel regulador de la actividad 

de la cPLA2プ. 

  

 

 

 

 

 

 

Fig. 44. Inhibición de la fosforilación de ERK1/2 por oligonucleótido 

antisentido en P388D1 estimuladas vía TLR4. Las células P388D1 se 

transfectaron con oligonucleótido antisentido control (S) o contra sPLA2-V   

(AS) y se estimularon con 100 ng/ml de LPS. La fosforilación de ERK1/2 

se detectó por inmunodetección.  
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La inhibición de los niveles de fosforilación de cPLA2プ no se pudo detectar por este método por 

lo que se analizó la fosforilación de ERK1/2 y cPLA2プ en células transfectadas por nucleofección 

con siRNA frente a sPLA2-V. La inhibición de la expresión de esta enzima produce una 

disminución en la fosforilación de ERK1/2, siendo la eficiencia de transfección mayor que 

cuando se transfectó con oligonucleótido antisentido. Se encontró, además, una inhibición en la 

fosforilación de cPLA2プ que, mediante cuantificación densitométrica de las bandas se determinó 

que corresponde a aproximadamente un 20-25 % con respecto a las células estimuladas con LPS 

(figura 45). Estos resultados confirman el papel de la sPLA2-V en la regulación secuencial de la 

fosforilación de ERK1/2 y cPLA2プ en respuesta a la estimulación a través del TLR4. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 45. Inhibición de la fosforilación de ERK1/2 y cPLA2プ por siRNA 

en P388D1 estimuladas vía TLR4. Las células P388D1 se transfectaron 

con siRNA 20 nM control (CN) o contra sPLA2-V (sPLA2) y se estimularon 

con LPS durante 30 minutos. La fosforilación de ERK1/2 y cPLA2プ se 

detectó por inmunodetección. 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

7 DISCUSIÓN
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7.1 PERFIL FARMACOLÓGICO EN MACRÓFAGOS 

La respuesta inmune innata en células como los macrófagos está asociada con la activación 

de complejas redes de señalización. Los macrófagos utilizan receptores de reconocimiento 

de patrones como los receptores Toll-like para desencadenar respuestas antimicrobianas 

que combaten la infección. El reclutamiento de los TLRs a los fagosomas provee un 

mecanismo por el que la fagocitosis y las respuestas inflamatorias se pueden asociar 

(Underhill y Ozinsky, 2002). En macrófagos peritoneales de ratón se ha establecido que, en 

respuesta a un estímulo fagocítico, la sPLA2 de grupo V también es reclutada al fagosoma 

(Balestrieri et al., 2006). En P388D1 ha sido descrito que la sPLA2-V colocaliza con la 

cPLA2プ y COX-2 durante la estimulación vía TLRs para facilitar la producción de 

eicosanoides (Balboa et al., 2003c). 

En este trabajo se han utilizado 10 agonistas diferentes de receptores Toll-like para definir 

el papel de las fosfolipasas A2 en la liberación de ácido araquidónico a través de los 

distintos receptores. En respuesta a activación a través de TLR2, TLR2/1, TLR2/6, TLR3, 

TLR4 y TLR7 en P388D1 y RAW 264.7 se produce liberación de ácido araquidónico en 

ambas líneas celulares, confirmando el papel de las fosfolipasas A2. La cantidad de ácido 

araquidónico liberado y la contribución de cada fosfolipasa A2 a este proceso pueden variar 

en función del agonista que produce la activación, lo que sugiere diferentes rutas de 

activación a través de los distintos receptores. En células de mamífero, diferentes PLA2 

actúan en distintas localizaciones celulares y sobre diferentes reservas de ácido 

araquidónico (Murakami et al., 1998; Bingham et al., 1999). Aunque existe una regulación 

separada de estas enzimas hay una interacción funcional que confiere al sistema una 

eficiente regulación del metabolismo del ácido araquidónico (Shirai et al., 2005). Además, la 

diferencia en la señalización mediada por la activación a través de TLRs puede modificarse 

dependiendo del tipo celular y de otros estímulos presentes en el entorno (Gay y Gangloff, 

2007). Los agonistas de TLR5 y TLR9 no producen liberación de ácido araquidónico en 

ninguna de las líneas celulares empleadas. Los resultados obtenidos coinciden con estudios 

previos en células RAW 264.7 que demuestran la inducción de la generación de 

eicosanoides en macrófagos con agonistas de TLRs, excepto a través de TLR5, donde no 

se encontró un aumento en la producción de eicosanoides (Buczynski et al., 2007). 
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El papel de la flagelina en la activación de la respuesta inmune ha sido descrita en 

macrófagos peritoneales, implicándola en la producción de citoquinas. En estos estudios, 

en respuesta a la activación a través de TLR5, se produce una disminución de los niveles de 

la citoquina antiinflamatoria IL-10 inducidos por la activación de otros TLRs, mientras que 

los niveles de la citoquina proinflamatoria IL-12 incrementan (Vicente-Suárez et al., 2007). 

Aunque se ha documentado que en respuesta a oligonucleótidos CpG se produce 

liberación de ácido araquidónico en macrófagos (Lee et al., 2008), no se observó liberación 

en estos ensayos realizados en P388D1 y RAW 264.7. Esto podría deberse a diferencias en 

las líneas celulares o en las condiciones experimentales. 

La aproximación más directa para estudiar la implicación de las fosfolipasas A2 en un 

proceso es la inhibición de su actividad mediante inhibidores químicos (Balsinde et al., 

1999a). El tratamiento de P388D1 y RAW 264.7 con el inhibidor selectivo de cPLA2プ, 

pirrofenona, y el inhibidor permeable de sPLA2, escalaradial, mostró que la contribución de 

estas fosfolipasas a la liberación de ácido araquidónico depende del TLR activado. No se 

observaron cambios en la liberación de ácido araquidónico cuando se usó BEL, inhibidor 

de iPLA2. El tratamiento con inhibidores de la cPLA2プ, sPLA2 e iPLA2 indica que, en estas 

condiciones, la cPLA2プ es el principal efector en la liberación de ácido araquidónico y la 

contribución de las fosfolipasas A2 secretadas es dependiente del agonista de TLR a través 

del que se produce la activación. Su contribución a la liberación de ácido araquidónico 

sugiere un papel amplificador de las PLA2 secretadas en este proceso. 

La sobreexpresión enzimática se ha utilizado para dilucidar el papel de la sPLA2-V en la 

liberación de ácido araquidónico ya que los inhibidores químicos no permiten diferenciar 

entre las distintas clases de sPLA2. La sobreexpresión de sPLA2-V en P388D1 y RAW 264.7 

produce un aumento en la liberación de ácido araquidónico, confirmando el papel de esta 

enzima en el proceso.  

Como se ha descrito en trabajos previos, la iPLA2 no participa en la liberación de ácido 

araquidónico, incluso, se encuentra que los niveles de ácido araquidónico liberado 

aumentan con la inhibición de la iPLA2. Hay que destacar que el ácido graso libre puede 

generarse también por rutas alternativas independientes de iPLA2 que puede ser 

significativo en algunos casos, como en el caso de la inhibición de la reacilación de ácidos 

grasos (Balboa y Balsinde, 2006).  
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En este estudio, se ha analizado la expresión de ciclooxigenasa-2 en respuesta a la 

activación a través de TLRs, y como se esperaba, cuando hay liberación de ácido 

araquidónico, hay un incremento de la expresión de COX-2, lo que sugiere que se induce la 

expresión de esta enzima para la producción de prostaglandinas a partir del ácido 

araquidónico liberado.  

En conjunto estos resultados sugieren un modelo de activación de macrófagos a través de 

receptores Toll-like que implica la activación de la cPLA2プ y la sPLA2-V. La activación con 

agonistas de TLR2, 2/1, 2/6, 3, 4 y 7 induce la liberación de ácido araquidónico mediada 

principalmente por la cPLA2プ y donde la sPLA2-V participa amplificando esta señal de 

manera dependiente del TLR a través del que se produce la activación. Adicionalmente, 

esta activación lleva asociada la inducción de la expresión de ciclooxigenasa-2 (figura 46). 

 

 

Fig. 46. Esquema de liberación de ácido araquidónico e inducción de 
COX-2 en P388D1 y RAW 264.7 a través de receptores Toll-like. 
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7.2 REGULACIÓN DE LA EXPRESIÓN DE COX-2   

En estudios previos se ha demostrado que la generación tardía de eicosanoides en respuesta 

a LPS en la línea celular P388D1 lleva varias horas e implica la síntesis de novo de las dos 

enzimas reguladoras implicadas, sPLA2-V y COX-2 (Shinohara et al., 1999; Balsinde et al., 

1999b). La expresión elevada de estos dos efectores puede prevenirse inhibiendo la 

actividad cPLA2プ, lo que indica el papel clave que la cPLA2プ juega como regulador 

principal de la producción de eicosanoides en macrófagos tratados con LPS.  

La expresión de COX-2 también se bloquea si se inhibe la actividad sPLA2-V. Por lo tanto, 

la sPLA2-V tiene dos papeles diferentes durante la respuesta de generación de eicosanoides 

tardía: incrementa los niveles de ácido araquidónico libres hidrolizando los fosfolípidos que 

contienen araquidónico, lo que deriva en la formación de eicosanoides y, alternativamente, 

amplifica la liberación de eicosanoides regulando directamente la producción de COX-2. 

En los estudios realizados en este trabajo, en células P388D1 el inhibidor permeable 

escalaradial inhibe fuertemente la expresión de COX-2 y la liberación de ácido oleico, y 

bloquea en menor grado la liberación de ácido araquidónico. Estos datos sugieren que, bajo 

estas condiciones, la sPLA2-V amplifica la respuesta tardía de eicosanoides mediada por 

LPS, debido principalmente a su efecto sobre la expresión de COX-2. En ensayos 

realizados con escalaradial en RAW 264.7 se observa que la inhibición de la sPLA2-V en 

esta línea celular no inhibe la expresión de COX-2. Estos datos coinciden con los 

obtenidos en estudios recientes por Arm y colaboradores (Diaz et al., 2006), donde la 

sPLA2-V endógena regula la expresión de COX-2 y la generación de PGD2 de forma 

diferente dependiendo de la cepa de ratón. Estos ensayos se realizaron en mastocitos de 

ratones en los que el gen que codifica para la sPLA2-V está interrumpido. Por lo tanto, 

estos resultados proporcionan una sólida evidencia de que, dependiendo de la base 

genética, existen dos fenotipos atendiendo a la implicación de la sPLA2-V en la generación 

de eicosanoides. 

Las pruebas farmacológicas y genéticas (oligonucleótidos antisentido) en estudios previos 

indicaban que se requiere la actividad enzimática de la sPLA2-V para la inducción de    

COX-2 (Balsinde et al., 1999b), sugiriendo la participación de un metabolito derivado de la 

sPLA2-V en este proceso.  



                                         DISCUSIÓN 

 
97

Un problema es estos estudios es el hecho de que estas estrategias sólo inhiben 

parcialmente la sPLA2. Esto añade complejidad a la búsqueda del metabolito implicado,  ya 

que los niveles restantes del metabolito también podrían producir efectos biológicos, como 

sugiere el hecho de que la inhibición de COX-2 en estas condiciones es siempre 

incompleta.  

Para solventar este problema, se utilizaron nuevas estrategias para bloquear la actividad 

sPLA2-V. Se utilizó RNA de interferencia contra la sPLA2-V. El uso del siRNA no produce 

una inhibición completa de la sPLA2-V y, aunque se observa una disminución en la 

expresión de COX-2, no se consigue la inhibición total de esta enzima, por lo que, en este 

caso, la tecnología del siRNA no produce ninguna mejora sobre los anteriores métodos.  

Trabajos recientes han dado lugar a la posibilidad de que la sPLA2-V actúe en el interior de 

las células durante la secreción en lugar de actuar fuera de la célula cuando la secreción ha 

ocurrido (Mounier et al., 2004; Ni et al., 2006). Por lo tanto, estos autores sugieren que el 

papel de la sPLA2-V en la movilización de ácido araquidónico debe ser investigado antes o 

durante la secreción de la enzima. En estudios previos se utilizó un derivado impermeable 

en la célula, LY311727, inhibidor que no produjo efectos cuantitativos en la inducción de 

COX-2, por lo que se supuso que podría actuar solamente en la fracción de sPLA2 que se 

encontraba fuera de la célula pero no en la enzima que actuaba dentro, antes o durante la 

secreción (Balsinde et al., 1999b). Para comprobar esta hipótesis se usó el inhibidor 

permeable escalaradial. Este compuesto a concentraciones bajas, 4 µM, es capaz de 

bloquear completamente la actividad de la sPLA2 e inducir una fuerte inhibición de la 

expresión de COX-2 (aprox. 90 %). En conjunto, estos resultados coinciden con el papel 

intracelular de la sPLA2 en la inducción de COX-2.  

Como recientemente se ha discutido (Ni et al., 2006), los investigadores han asumido que la 

sPLA2 funciona fuera de la célula. Esta asunción se debe principalmente a los 

descubrimientos que mostraron niveles altos de sPLA2 en exudados inflamatorios y las 

propiedades bioquímicas de la proteína, en particular su alto contenido en puentes 

disulfuro. Los fagocitos circulantes secretan cantidades significativas de sPLA2 (Balsinde et 

al., 1988; Degousee et al., 2002), las cuales eventualmente se pueden asociar con las 

membranas celulares de las células de origen o vecinas, y/o ser reinternalizadas para ejercer 

acciones hidrolíticas en diversos sitios celulares (Balboa et al., 2003c; Murakami et al., 1998, 

1999, 2001, 2002). La habilidad de la sPLA2-V para actuar en células vecinas hidrolizando 
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los fosfolípidos en condiciones fisiológicas ha sido demostrada sin ninguna ambigüedad 

(Kim et al., 2002a; Wijewickrama et al., 2006; Muñoz et al., 2006).  

La sPLA2-V extracelular puede promover la movilización de ácido araquidónico en células 

carentes de cPLA2プ, lo cual indica que, a pesar de los efectos secundarios en cPLA2プ, la 

sPLA2-V hidroliza fosfolípidos y produce lisoPC directamente (Muñoz et al., 2003). Estos 

resultados demuestran la acción intracelular de la sPLA2-V antes de la secreción, dando 

lugar al concepto de que existen múltiples sitios y modos de acción para la sPLA2-V en las 

células. El hecho de que la sPLA2-V funcione en células vecinas a través de un mecanismo 

paracrino o actúe en las células originarias por un mecanismo autocrino o simplemente 

funcione intracelularmente antes de la secreción dependería en último término del tipo 

celular y de la naturaleza de los estímulos.  

Recientemente se ha encontrado que en los macrófagos P388D1 tratados con LPS, la 

sPLA2-V se localiza en grandes gránulos citoplásmicos que contienen caveolina (Balboa et 

al., 2003c). Esta localización se correlaciona con la presencia de COX-2, sugiriendo una 

relación causa-efecto (Shinohara et al., 1999). En estos estudios, la localización de la sPLA2-

V en gránulos citoplásmicos se previene parcialmente tratando las células con heparina, un 

polisacárido que secuestra algunas enzimas sPLA2 en el medio de cultivo y, de esta manera, 

bloquea sus efectos en las células. Por lo tanto, estos estudios sugieren un papel autocrino 

para la sPLA2-V en P388D1 donde la enzima, después de secretarse al medio extracelular, 

se reinternaliza en las células para ejercer su papel biológico en un compartimento 

intracelular.  

Aunque el escalaradial es un inhibidor selectivo de sPLA2, este compuesto también puede 

inhibir a otras enzimas, ya que a concentraciones altas el escalaradial también afecta la 

actividad cPLA2 (Marshall et al., 1994, 2000). Sin embargo, el escalaradial a concentraciones 

que inhibe la actividad sPLA2 y la expresión de COX-2 (<5 µM), no afecta la actividad 

cPLA2, como se ha demostrado en ensayos in vitro.  

Hay evidencias adicionales para apoyar que la inhibición de la actividad sPLA2-V por 

escalaradial es responsable de la inhibición de la expresión de COX-2: 1) el hecho de que, a 

concentraciones que ejercen poco efecto sobre la expresión de COX-2, el escalaradial es 

capaz de producir un bloqueo cuantitativo de la expresión de COX-2 en células que 

expresan menores niveles de sPLA2-V mediante tratamiento con siRNA y 2) la habilidad de 

la metil-lisoPC, un análogo del producto de la sPLA2-V, para recuperar completamente los 
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efectos inhibitorios del escalaradial en la expresión de COX-2 inducida por LPS.  

Además, la metil-lisoPC no recupera la expresión de COX-2 en células tratadas con 

pirrofenona, sugiriendo que es la lisoPC producida por la sPLA2-V la que está 

específicamente implicada en la expresión de COX-2. El mecanismo intracelular de 

señalización por el que la lisoPC derivada de la sPLA2-V media en la expresión de COX-2 

está asociado con la activación transcripcional del factor c-Rel.  

Mediante un ensayo de actividad transcripcional basado en la técnica de ELISA se midió 

simultáneamente el efecto de la inhibición de la sPLA2-V sobre 6 factores de transcripción. 

La activación de c-fos y c-Rel está inhibida por escalaradial y, de estos, sólo la inhibición de 

c-Rel se recupera tratando las células con metil-lisoPC. Además, en células tratadas con 

radicicol se observa inhibición de la expresión de c-Rel y COX-2.  

Estos resultados, junto con resultados previos (Balsinde et al., 1999b; Shinohara et al., 1999), 

sugieren un modelo para la inducción de COX-2 en P388D1 estimuladas, donde el LPS 

induce primero la expresión de sPLA2-V de manera dependiente de cPLA2プ. La sPLA2-V 

cataliza la hidrólisis de fosfolípidos dando lugar a una acumulación de lisoPC que produce 

la activación de c-Rel dando lugar a la inducción de COX-2 (figura 47). En conjunto, estos 

resultados resaltan la complejidad de la respuesta en macrófagos a LPS respecto a la 

expresión de COX-2 y sugieren un papel clave de las fosfolipasas A2 intracelulares en la 

regulación de este proceso. 
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Fig. 47. Esquema de regulación de la expresión de COX-2 en P388D1 
activadas a través de TLR4 con LPS. 
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7.3 REGULACIÓN DE LA ACTIVIDAD cPLA2プ POR FOSFORILACIÓN 

La cPLA2プ puede fosforilarse en múltiples residuos de serina, como la Ser454, Ser437, Ser505 y 

Ser727. El aumento de la actividad cPLA2プ por fosforilación en la serina 505 a través de 

ERK1/2 ha sido descrita por numerosos autores. En macrófagos peritoneales de ratón se 

ha descrito que entre los diversos mecanismos a través de los que esta enzima está regulada 

para incrementar la liberación de ácido araquidónico se encuentra la fosforilación de la 

Ser505 (Qui et al., 1993), aumentando la liberación de ácido araquidónico con diversos 

estímulos. 

La fosforilación en la Ser727 se ha descrito recientemente como mecanismo de regulación de 

la actividad de esta enzima. A diferencia de la regulación a través de la Ser505, estos estudios 

revelan que el aumento de la actividad se debe a que esta fosforilación permite la ruptura de 

puentes de hidrógeno entre la cPLA2プ y A2t, permitiendo la interacción de la cPLA2プ con 

la membrana y la hidrólisis de fosfolípidos (Tian et al., 2007). 

En primer lugar, se estudió el efecto de diferentes agonistas de TLRs sobre la fosforilación 

secuencial de ERK1/2 y cPLA2プ. La estimulación a través de los TLR2, TLR2/1, TLR2/6, 

TLR3, TLR4 y TLR7 en P388D1 y RAW 264.7 da lugar a la fosforilación de las MAP 

quinasas ERK1/2 y de la cPLA2プ. Sin embargo, el tratamiento de P388D1 y RAW 264.7 

con agonistas de TLR5 y TLR9 no induce fosforilación de ERK1/2. Estudios previos de 

fosforilación de ERK1/2 en macrófagos muestran como la flagelina no es capaz de inducir 

la fosforilación de ERK1/2, disminuyendo los niveles de fosforilación de estas enzimas 

inducidos por LPS, lo que sugiere un papel de regulador negativo de este proceso (Vicente-

Suárez et al., 2007). Por otro lado, la fosforilación de ERK1/2 y cPLA2プ en macrófagos ha 

sido descrita previamente en respuesta a oligonucleótidos CpG (Lee et al., 2008). Esta 

discrepancia podría deberse a las diferentes condiciones experimentales utilizadas con 

respecto a las utilizadas en este trabajo, lo que puede dar lugar a diferentes resultados en la 

fosforilación. 

El papel de la sPLA2-V  en la regulación de la fosforilación de la cPLA2プ en respuesta a 

agonistas de TLR2 ha sido recientemente documentado en mastocitos de ratón (Kikawada 

et al., 2007). Este estudio realizado en células procedentes de ratones deficientes en sPLA2-

V muestran como tras la activación con Pam3CSK4 la producción de leucotrieno C4 y 



                                         DISCUSIÓN 

 
102

prostaglandina D2 es mucho menor que en células procedentes de ratones control. Además, 

la fosforilación de ERK1/2 y cPLA2プ disminuye, por lo que la actividad de la sPLA2-V 

endógena se relaciona con la regulación de la amplificación de la actividad cPLA2プ 

mediante fosforilación.   

A partir de estos resultados, se analizó el efecto que produce la inhibición de sPLA2 por 

escalaradial en la fosforilación de cPLA2プ durante la activación celular por los diversos 

agonistas que inducen la fosforilación de ERK1/2 en P388D1 y RAW 264.7. Los resultados 

obtenidos indican que la inhibición de la sPLA2 da lugar a una inhibición en la fosforilación 

de ERK1/2, seguida de la inhibición en la fosforilación de cPLA2プ, pero este efecto es 

dependiente del TLR a través del que se produce la activación, ya que no se observa 

cuando se estimula a través de los TLRs 2/6 y 7. 

Estos resultados coinciden con los datos obtenidos por Arm y colaboradores (Kikawada et 

al., 2007) en mastocitos procedentes de ratones deficientes en sPLA2-V, en los que se 

confirma que el efecto observado a través de TLR2 es específico para esta ruta de 

señalización y no se observa cuando usan otros estímulos. Los resultados obtenidos en este 

estudio sugieren la posibilidad de que la activación a través de distintos TLRs ocurra a 

través de diferentes rutas de activación. 

El uso de otro inhibidor de la sPLA2 en presencia de LPS, el manoalide, confirma que la 

inhibición de la actividad de esta enzima reduce los niveles de fosforilación de ERK1/2 y 

cPLA2プ. Adicionalmente, se analizó el efecto de la inhibición de la sPLA2-V por 

oligonucleótido antisentido diseñado para bloquear la expresión de esta enzima. Los datos 

obtenidos muestran que la inhibición de la expresión de la sPLA2-V da lugar a una 

reducción de los niveles de ERK1/2 fosforiladas. Debido a la baja eficiencia que esta 

técnica produce en la inhibición de la expresión de sPLA2-V, la disminución de los niveles 

de cPLA2プ fosforilada no es apreciable. Cuando la transfección se realiza con RNA de 

interferencia contra la sPLA2-V la eficiencia es mayor y se observa una inhibición de la 

fosforilación de cPLA2プ de aproximadamente un 20-25 %.  

En conclusión, estos datos sugieren que la activación a través de diferentes receptores Toll-

like lleva asociada diferentes rutas de señalización. La activación a través de TLR2, 2/1, 3 y 

4 implica la activación de sPLA2-V y cPLA2プ y, adicionalmente, la amplificación de 

actividad cPLA2プ mediante fosforilación. Este proceso de fosforilación está regulado por la 

actividad de la sPLA2-V, que controla la fosforilación secuencial de ERK1/2 y cPLA2プ.  
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Por otro lado, la activación a través de TLR2/6 y 7 también activa la cPLA2プ y la sPLA2-V 

dando lugar a la liberación de ácido araquidónico, pero la fosforilación de ERK1/2 y 

cPLA2プ es independiente de la actividad de la sPLA2-V (figura 48). Estos resultados 

atribuyen a la sPLA2-V endógena un papel en la respuesta inmune innata amplificando la 

respuesta de la cPLA2プ, bien mediante el abastecimiento de ácido araquidónico o mediante 

regulación secuencial de la fosforilación de cPLA2プ y ERK1/2. 

 

 

 

 

 
Fig. 48. Esquema de regulación secuencial de la fosforilación de 
ERK1/2 y cPLA2プ por la sPLA2-V. 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

8 CONCLUSIONES 



                                          CONCLUSIONES 

 
105

1. La contribución de cada fosfolipasa A2 a la liberación de ácido araquidónico en 

macrófagos P388D1 y RAW 264.7 en respuesta a estímulos a través de receptores 

Toll-like es variable en función del TLR a través del que se produce la activación, 

pero en todos casos está mediada, principalmente, por la acción de la cPLA2プ, 

mientras que la sPLA2-V amplifica este proceso. 

2. La sPLA2-V contribuye a la activación de la cPLA2プ mediante la regulación de la 

fosforilación secuencial de ERK1/2 y cPLA2プ, siendo este efecto dependiente del 

receptor a través del que se produce la activación. 

3. La expresión de ciclooxigenasa-2 en P388D1 y macrófagos de ratón C57BL/6 en 

respuesta a LPS está regulada por la actividad de la sPLA2-V de manera 

dependiente de la concentración. 

4. La lisofosfatidilcolina derivada de la hidrólisis de fosfolípidos por sPLA2-V en 

respuesta a LPS controla la inducción génica de ciclooxigenasa-2 en macrófagos y 

este efecto es dependiente del receptor a través del que se produce la activación. 

5. La inhibición de la sPLA2-V por escalaradial impide la activación transcripcional de 

c-Rel, efecto que puede revertirse mediante la adición de lisofosfatidilcolina, por lo 

que el efector a través del que la lisofosfatidilcolina ejerce su acción sobre la 

ciclooxigenasa-2 en respuesta a LPS es el factor de transcripción c-Rel. 
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