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Las fosfolipasas son enzimas que hidrolizan enlaces éster de los fosfolipidos de membrana. Como
consecuencia de estas reacciones se genera una gran variedad de productos lipidicos que controlan un gran
namero de rutas de sefializacion celular. Las fosfolipasas de tipo A, son enzimas clave en este sentido debido
a su capacidad de generar &cidos grasos poliinsaturados libres, que son precursores de diversas familias de
compuestos con importantes funciones reguladoras de las reacciones de inmunidad innata e inflamacion.
Las células fagociticas expresan multiples formas de fosfolipasa A, o que ha suscitado un gran interés en
determinar sus funciones fisiolégicas y fisiopatoldgicas de cada una de ellas. Sobre la base de similitudes
bioquimicas y estructurales, las fosfolipasas A; se agrupan en seis grandes familias. Tres de ellas han sido
las més estudiadas en relacion con su participacién en procesos de sefializacion celular y produccion de
mediaadores lipidicos: las fosfolipasas A: citosolicas dependientes de calcio, las enzimas secretadas y las
citosolica independientes de calcio. Nuestros estudios describen la participacion de estos tres tipos de
fosfolipasa A. durante la ejecucion de respuestas inmunes innatas, con énfasis en la regulacion de procesos
que implican remodelacion de membranas (fagocitosis, formacion de gotas lipidicas) y la produccién de
nuevos mediadores lipidicos de la inflamacion.

Instituto de Investigaciones Farmacoldgicas, Universidad de Buenos Aires, viernes 3 diciembre 2021 (Slide 1).

Las fosfolipasas A, son hidrolasas que actdan especificamente sobre el enlace éster presente en la posicién sn-2
del esqueleto de glicerol del fosfolipido (Slide 2 — Phospholipase A, Action on Phospholipids). La reaccion da
lugar a un lisofosfolipido y un &cido graso libre, los cuales son ambos biolégicamente activos. Pues bien, esta
reaccion es de gran importancia biol6gica, porgue tiene consecuencias para un gran numero de procesos y
funciones celulares (Slide 3 — Importance of Phospholipid Hydrolysis by Phospholipase Ay). Por ejemplo, es una
reaccion que sirve para generar diversidad molecular; la fosfolipasa A, elimina un resto acilo, permitiendo que
entre otro en su lugar a través de aciltransferasas especificas; esto es lo que se conoce como el ciclo de Lands y
permite enriquecer las células con determinadas clases de acidos grasos, lo que influye en sus propiedaes biofisicas
tales como la fluidez, etc. También, la fosfolipasa A2 genera lisofosfolipidos cuya acumulacién influye en la
curvatura de una membrana, lo que es muy importante para la biogénesiss de organulos tales como las gotas
lipidicas, como veremos en un momento. Las fosfolipasas A, también ayudan en procesos de reparacion, porque
eliminan restos de &cidos grasos oxidados o truncados. Y por Gltimo, la funcién que haya hecho posiblemente méas
famosa a estas enzimas: las fosfolipasas A, son las principales responsables de movilizar acidos grasos
poliinsaturados para la sintesis de eicosanoides y derivados de &cidos grasos omega-3 como las resolvinas,
protectinas, etc, con papeles clave en inflamacion.

La actividad fosfolipasa A, esta muy presente en biologia; se calcula que la naturaleza ha producido mas de 30
proteinas diferentes con esta actividad; seguramente haya muchas méas aun por determinar. Tal variedad hizo
necesario establecer una clasificacion de estas enzimas (Slide 4 — Phospholipase A, Classification). El problema
es que la clasificacion, digamos mas sistematica, es muy confusa y nada informativa porque no obedece a criterios
funcionales o estructurales sino solo de orden cronoldgico; se fueron colocando en grupos segun se fueron
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describiendo o descubriendo. Asi, la primera es la fosfolipasa de grupo I, presente en el veneno de cobras y en
mamiferos en el pancreas. La segunda, la de grupo Il, muy parecida estructuralmente a la primera aunque
claramente diferente, es la enzima presente en el veneno de serpientes de cascabel y en humanos en el liquido
sinovial. La tercera, grupo Il1, en el veneno de abejas y escorpiones. Y asi sucesivamente hasta llegar a 16 grupos
(Slide 5 — Phospholipase A; Classification) (Slide 6 — Phospholipase A, Classification). Debe hacerse notar que
hay descritas algunas proteinas que poseen claramente actividad fosfolipasa Az y que no se incluyen en esta
clasificacion por grupos unas veces porque cuando se describieron se desconocian que poseyeran esta actividad,
otras porgue la actividad es residual comparada con otras actividades de la misma proteina y, en fin, otras veces
no se sabe muy bien por qué. En todo caso solo quiero destacar de esta clasificacion las enzimas de los grupos 1V,
V' y VI porgue son con las que trabajamos y de las que voy a hablar a continuacion.

Claro, esta clasificacion por grupos es muy poco Util y por ello surgié otra clasificacion alternativa, basada en
similitudes biguimicas por tanto mucho mas préctica (Slide 7 — Phospholipase A, Classification). De acuerdo con
esta clasificacion, las fosfolipasas Az se agrupan en 6 grandes familias, a saber (empiezo por aqui siguiendo las
agujas del reloj): las SPLA; o0 enzimas secretadas dependientes de calcio, todas ellas de bajo peeso molecular, que
incluyen los grupos I, 11, 111, V, IX, X, Xi-XIV de la otra clasificacion; todas ellas usan un mecanismo comun
de catélisis utilizando la diada His/Asp; las cPLA; o enzimas citosélicas dependientes de calcio, de alto peso
molecular y que utilizan la diada catalitica Ser/Asp; las iPLA; enzimas citosélicas independientes de calcio, de
alto peso molecular y que utilizan la diada catalitica Ser/Asp; las enzimas PAF-AH, cuya carateristica comdn es
que hidrolizan especificamente PAF y usan la clasica triada catalitica Ser/His/Asp; las L-PLA, o enzimas
especificas de lisosomas y las adPLA; o enzimas especificas de tejido adiposo. Nuevamente mencionar aqui las
tres fosfolipasas A de las que voy a hablar a continuacion: sPLA; (V), cPLA: (IV) e iPLA; (VI).

En esta figura os presento la célula con la que trabajamos fundamentalmente en el laboratorio, el macréfago
humano. Esta célula tiene muchas ventajas para trabajar con ella, como por ejemplo que es muy grande, tiene un
metabolismo lipidico muy activo, y se transfecta bastante bien, lo que nos proporciona un modelo (til de una
célula humana primaria para estudiar las respuestas de activacion a largo plazo (Slide 8 — Human Blood
Monocyte-Derived Macrophages). La figura muestra un macréfago humano derivado de monocitos, tefiido en
azul con una proteina del metabolismo lipidico llamada lipina-1, de la que no voy a hablar hoy, que se localiza en
la superficie de estas enormes formaciones citoplaésmicas en morado que tienden a distribuirse en la periferia de
las células. Estas formaciones son gotitas de lipidos y, como puede verse, los macréfagos tienen muchas de ellas.
De esto hablaremos en un momento. Un aspecto muy importante de estas células es que a nivel de mRNA expresan
al menos 15 formas de fosfolipasa A,. (Slide 9 — Phospholipase A, Expression in Human Macrophages). Esto,
aparte de complicar las cosas, plantea preguntas muy interesantes: por qué o para qué tantas? Realizan funciones
especificas todas y cada una de ellas o varias de ellas son redundantes? Bien, de todo esto vamos a hablar a
continuacion. Una vez més recuerdo los nombres de las tres fosfolipasas A, de las que vamos a hablar, cPLAza,
SPLA>-V y iPLA,B (Slide 10 — Three PLAS).

Comenzamos con la primera, la cPLAz0 y nuestros estudios sobre su participacion en sefalizacion y formacion
de gotas lipidicas (Slide 11 — cPLA2a, Lipid Signaling and Lipid Droplets). Bien, en primer lugar vamos a hablar
de lacPLAa (Slide 12 — Group IVA Phospholipase A). Esta es una enzima con la que, por unas razones u otras,
llevo toda la vida trabajando, asi que nos conocemos bastante bien. Se trata de una enzima muy interesante porque
tiene un poquito de todo y eso la hace muy atractiva desde muchos puntos de vista. La enzima tiene dos dominios,
a la izquierda hay un dominio C2 en naranja, que es un dominio de unién de calcio y lipidos, similar al existente
en numerosisimas proteinas, las PKCs son un claro ejemplo, y a la derecha el dominio catalitico con estructura en
forma de o/ hidrolasa, caracteristico de muchas hidrolasas, 8 laminas § conectadas por 6 hélices a. Esta enzima
tiene sin embargo un dominio estructural que la hace Unica: la presencia de un tapa doble que protege al centro
activo. No se conoce ninguna otra hidrolasa que tenga un mecanismo de tapa similar. En condiciones de reposo,
esta enzima es soluble, se halla en el citosol. Cuando ocurre la activacion celular, el Ca%* libre citosélico aumenta,
lo que hace que la enzima transloque a membranas gracias al dominio C2. Estos dos puntos violeta representan
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los dos atomos de Ca?* que se precisan para la translocacion. Dicha translocacion puede ser fortalecida e incluso
puede también ocurrir en condiciones de ausencia de elevaciones de calcio debido en la presencia en la proteinas
de dos clusters de unién a lipidos anionicos, uno a C1P y el otro a PIP,. Bien, una vez que la enzima ha translocado,
el dominio catalitico entra en contacto con el sustrato y lo hace abriendo la primera tapa, que son estas dos hélices
a. Una vez ha ocurrido esto, la segunda tapa, en morado, se retira también, dejando al descubierto el pocket con
los aminoacidos cataliticos. Una gran mayoria de hidrolasas usan la triada Ser/Asp/His para la catalisis; la cPLAza
usa Ser/Asp asistidos por Arg. Y por ultimo, la tercera gran caracteristica Gnica de esta enzima es que presenta
una enorme predileccion for fosfolipidos con AA, lo que no ocurre con ninguna otra lipasa. Esta gran predileccién
es consecuencia de su sitio activo tan particular que solo acomoda bien residuos poliinsaturados en configuracion
cis. Es importante enfatizar que esto no significa que la enzima no pueda hidrolizar los fosfolipidos sin AA,; lo
hara, pero un ritmo mucho mas lento. Finalmente, otra caracteristica importante de esta enzima es que se fosforila
en Ser505, que se indica con este punto azul celeste en la figura. Esta fosforilacion es necesaria para que la enzima
muestre actividad plena, y es llevada a cabo por miembros de la familia MAPK, ERK, p38 y JNK y parece ser
muy importante no tanto para aumentar la actividad enzimatica como para mantener una configuracion
Optimamente activa que le permita translocarse a la membrana en cuestion. Dependiendo del tipo de la célula y
del estimulo el MAPK implicado varia.

Estudios con quimeras de GFP han demostrado que la cPLAa transloca de manera muy notoria a membranas
perinucleares (Slide 13 — Translocation of cPLAa to Perinuclear Membranes), pero estudios mas exhaustivos y
cuidadosos han mostrado que también se puede translocar a otras membranas. Por ejemplo, en células fagociticas,
la enzima se transloca al fagosoma, como veremos posteriormente, pero en este caso me interesa enfatizar que se
transloca a las gotas lipidicas. Estos no son datos nuestros (Slide 14 — Translocation of cPLAa to Lipid Droplets).

Si echamos un vistazo de cerca a una de estas gotitas de lipidos, lo que vemos es algo como esto (Slide 15 — Lipid
Droplets): una monocapa de fosfolipidos decorada con una variedad de proteinas y dentro de un nucleo
hidrofobico compuesto por triglicéridos (TAG) y ésteres de colesterol (CE). Durante muchos afios estas gotas de
lipidos se consideraron Unicamente como organulos inertes de almacenamiento de lipidos neutros para ser
movilizados en caso de necesidad energética. Pero hoy sabemos que, ademas de ese papel de almacenamiento, las
gotas de lipidos cumplen papeles de gran relevancia. En primer lugar, actuando como plataformas en las que un
gran numero de enzimas sefializadoras del metabolismo lipidico pueden encontrarse e interaccionar y, en segundo
lugar, se ha visto que las gotas lipidicas tienen una participacion fundamental en el desarrollo y progresién de
enfermedades metabdlicas con base inflamatoria, de las cuales la mas frecuente es la enfermedad cardiovascular.

Bien para comenzar a estudiar el papel de la cPLAza en la formacion de gotas lipidicas hicimos uso de células
deficientes en la enzima por siRNA y medimos la formacién de gotas lipidicas por citometria de flujo (Slide 16 —
cPLAsa Depletion Blocks Lipid Droplet Formation). Las células se trataron con AA que, aparte de moverse a los
lipidos neutros, también induce sefializacién activa. Después se tifieron con Bodipy para detectar las gotas
lipidicas y la fluorescencia se midi6 por citometria de flujo. Este desplazamiento a la derecha de la fluorescencia
de las células tratadas con AA indica la formacion de gotas lipidicas. Sin embargo, al eliminar la cPLAza. por
SiRNA este desplazamiento de la fluorescencia no se observa, indicando que no se forman gotas. Asi pues, la
cPLA:a es claramente necesaria para que las células acumulen gotas lipidicas en respuesta a AA. Como acabo de
comentar, en este sistema el AA funciona como un estimulo, es decir, activa rutas de sefializacion, como puede
verse en esta figura, donde el AA activa las MAP quinasas p38, JNK (Slide 17 — Arachidonic Acid Activates
MAP Kinases in Human Macrophages). No vimos efecto en ERK, por eso no se muestra. Como también comenté
anteriormente, la cPLAa se fosforila por los miembros de la familia MAPK y esta fosforilacidn es necesaria para
que la enzima exprese su actividad plena. EI AA induce la fosforilacion de cPLAza y esta fosforilacion es inhibida
en parte por inhibidores de p38 y JNK pero no de ERK (Slide 18 — Phosphorylation of cPLAza. by Both p38 and
JNK). Es importante notar que cuando los inhibidores de p38 y JNK se afiaden juntos, la fosforilacion de cPLAza
se inhibe muy fuertemente, incluso por debajo del basal, sugiriendo una actuacion conjunta de las dos quinasas.
Y cédmo se relacionan todo estos datos de fosforilacidn e inhibidores con la formacion de gotas lipidicas? (Slide
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19 — cPLAa Inhibition Blocks Lipid Droplet Formation). Aqui tenemos las células con sus nucleos tefiidos de
azul con DAPI y en verde las gotas formadas tras estimulacion con AA. En presencia del inhibidor de cPLAza
pirrofenna, la formacion de gotas se inhibe de manera clara, como era de esperar. Esto es idéntico a lo que vimos
hace un momento usando citometria de flujo y sSiRNA. Y con respecto a los inhibidores de MAP quinasas, vemos
aqui a la derecha que, si usamos el inhibidor de p38 no sucede mucho, las células todavia producen un nimero
significativo de gotas lipidicas. Lo mismo ocurre si usamos el inhibidor de JNK. Sin embargo, si utilizamos ambos
al mismo tiempo, se observa una inhibicion muy fuerte de la formacion de gotas lipidicas. Asi, las mismas
condiciones que bloquean la fosforilacién/activacion de cPLAo conducen a la inhibicién de la formacién de
gotitas lipidicas. Es decir para que se inhiba la formacion de gotas, hace falta inhibir INK y p38 simultadneamente,
justo igual que para inhibir la fosforilacion de cPLAza (Slide 19 — cPLAya Inhibition Blocks Lipid Droplet
Formation). Entonces, como resumen de estos datos, mostramos este modelo (Slide 20 — Simultaneous Activation
of p38 and JNK by AA Stimulates cPLAa), donde AA activa p38 y JNK (pero no ERK) y estas dos quinasas
fosforilan cPLAz0. para activarla, de modo que la enzima regula la sintesis de gotas lipidicas. Estos datos son
novedosos en tanto que indican que son dos MAP quinasas distintas las que activan cPLA2a y no una, como se
tiende a pensar habitualmente. Dos puntos importantes a tener en cuenta aqui. Es posible que p38 y JNK actlen
sobre la cPLAza simultdnea pero independientemente; sin embargo, ya que ambas quinasas fosforilan la enzima
en el mismo residuo, eso parece un poco raro, y nos lleva a pensar quer tal vez haya una quinasa intermedia que
se activa tanto por p38 y JNK. Esta quinasa seria la que directamente fosforila la cPLAa. Esta es una hipotesis
en la que estamos trabajando actualmente asi como verificar si esto podria tener algo que ver con la transloacion
de esta enzima a la superficie de la gota. En segundo lugar, como exactamente media la cPLAza la formacion de
gotas lipidicas? La respuesta es que no lo sabemos. Si sabemos, sin embargo, que la enzima no regula la sintesis
de lipidos neutros, como se muestra en esta diapositiva, donde la inhibicion de cPLA.a con pirrofenona no
modifica la produccion de TAG en respuesta a AA (Slide 21 — cPLAa Does Not Regulate Neutral Lipid
Synthesis). Por tanto es posible que la enzima participe en alguna etapa critica de la formacion del organulo
propiamente dicho.

DGAT y ACAT, las enzimas terminales para la biosintesis de TAG y CE, respectivamente, se distribuyen
homogéneamente a lo largo del reticulo endopldsmico y son capaces de sintetizar una gran cantidad de lipidos
neutros en respuesta a diversas situaciones tales como sobrecarga externa de lipido, estrés de reticulo
endoplédsmico o activacion celular (Slide 22a — Essential Role of cPLAa in Inducing Positive Membrane
Curvature). Inicialmente, los lipidos neutros que se forman se acomodan en el espacio hidrofdbico entre las dos
hemicapas del reticulo endoplasmico hasta un punto donde las dos hemicapas comienzan a separarse (Slide 22b
— Essential Role of cPLA,a in Inducing Positive Membrane Curvature). La gotita de lipido naciente necesita una
curvatura local positiva de la membrana en la base de la membrana del reticulo endoplasmico para crecer. La
acumulacion de lisofosfolipidos, que tienen una conformacion en forma de la cufia (en rosa en la diapositiva),
genera una curvatura local de la membrana positiva, que permite a la gota brotar (Slide 22¢ — Essential Role of
CPLAa in Inducing Positive Membrane Curvature) Puesto que los lisofosfolipidos son generados por fosfolipasas
Ao, el papel clave de cPLA2a en este proceso podria explicarse facilmente. Una vez que se genera la curvatura
positiva requerida en la linea de base de la gotita del lipido, mas lipidos neutros se pueden acomodar dentro de la
monocapa del fosfolipido, lo que se acompafia de nueva sintesis y remodelacion de los fosfolipidos de la
membrana para mantener el proceso. Las moléculas de fosfatidilcolina en la superficie de la gotita del lipido se
enrigquecen particularmente en los &cidos grasos monosaturados, 1o que no ocurre con las moléculas en el reticulo
endoplasmico (Slide 23d — Essential Role of cPLAa in Inducing Positive Membrane Curvature). Una vez que la
gota lipidica sobresale claramente de la membrana del reticulo endoplasmico, se necesita la conversion de
lisofosfolipidos conicos en fosfolipidos cilindricos, para establecerer una curvatura neutra que confiera estabilidad
y proteja el nucleo hidrofébico de lipolisis (Slide 23e — Essential Role of cPLAa in Inducing Positive Membrane
Curvature). Finalmente, antes de que la gotita del lipido se forme completamente, se requiere una curvatura
negativa local en la linea de fondo de la membrana del reticulo endopldsmico. Esto es promovido por la
acumulacién de acido fosfatidico (en color verde en la diapositiva), que induce una curvatura negativa fuerte
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espontanea. El acido fosfatidico se cree que se genera principalmente por fosfolipasa D (Slide 23f — Essential
Role of cPLAa in Inducing Positive Membrane Curvature).

La idea general detras de todo esto es que debe de haber una relacion intima entre cPLAza y la estructura del
reticulo endoplasmico durante el proceso de desarrollo de la gota que se establece a través de la relacion
fosfolipido a lisofosfolipido. En apoyo de esta hipotesis tenemos algunas evidencias experimentales de que
cPLA0 puede efectivamente regular la estructura del reticulo endopldsmico. Se trata de un experimento de
microscopia electronica realizado en el laboratorio de nuestro colaborador Enrique Claro de la Universitat
Autonoma de Barcelona (Slide 24 — Inhibition of cPLAso Alters the Endoplasmic Reticulum Structure). Se puede
ver que las células control han sido activadas para generar gotitas de lipidos y la estructura del reticulo
endoplasmatico parece completamente normal. Sin embargo, si utilizamos células deficientes en cPLAa , o solo
no se observan gotitas lipidicas, sino que hay, siempre segun el individuo del servicio de microscopia electrénica,
muestras claras de estructuras tubulovesicular anormales en el reticulo endopldsmico compatible con una
composicidn fosfolipidica aberrante. Por tanto, como conclusion de esta parte podemos decir que la cPLAza es
algo mas que una enzima sefializadora que regula la cascada de sintesis de eicosanoides sino que participa en otras
funciones celulares aparentemente muy distintas, como son los procesos de regulacion de la homeostasis de
membrana a través de la modulacion del ratio fosfolipido:lisofosfolipido (Slide 25 — cPLAva Participates in Other
Cellular Functions...)

Bien, pasamos ahora a hablar un poco de la enzima secretada SPLA2-V (Slide 26 — sPLA»-V, Macrophage
Polarization and Phagocytosis). Todas las enzimas secretadas se parecen mucho unas a otras aunque tanbién
poseen detalles carateristicos especificos que las diferencian y que les dotan de funciones especificas dentro de
las células. Aspecto muy importante: aunque se Ilamen secretadas, estas enzima pueden funcionar, de hecho lo
hacen, dentro de las células. Nosotros hemos trabajado mucho con una de ellas, la de grupo V, cuya caracteristica
estructural més acusada es que carece de los puentes disulfuro que son carateristicos de las enzimas secretadas
méas comunes, las de los grupos | y I, digestivas y sinoviales y de venenos de serpiente. Esta figura muestra la
estructura trdimensional de la enzima (Slide 27 — Group V Secreted Phospholipas A, (SPLA2-V), De bajo peso
molecular y aspecto muy compacto, necesian niveles milimolares de calcio para la catélisis (bola magenta) y
utiliza una diada His/Asp. Notese por ultimo que la enzima ataca al fosfolipido desde la cabeza polar, es decir no
ve el &cido graso que va a cortar y esto explica por qué estas enzimas no muestran practicamente especificidad
por lo que respecta al acido graso. Si la muestran algo con respecto a la cabeza polar; por ejemplo la de group V
gue nos ocupa ataca mal fosfatidilcolina porque en la zona de interaccion con el fosfolipido la enzima presenta
aminodcidos hidrofébicos que no se llevan bien con la carga positiva de la colina.

Dependiendo del entorno, los macréfagos pueden encontrarse en dos estados diferentes de activacion, lo que se
denomina polarizacion (Slide 28 — Polarized Activation of Macrophages). Por un lado esté la respuesta clésica o
M1, que lleva a los macrdfagos a adquirir un fenotipo proinflamatorio y se desencadena por estimulos como LPS
o IFNy y conduce a la secrecién de citoquinas proinflamatorias como las indicadas en la figura; y por otro lado
estd la M2 o respuesta alternativa, antiinflamatoria, pro-resolutiva, IL-4 es el estimulo tipico y finalmente conduce
a la regulacion positiva de genes antiinflamatorios como 1L-10, TGFa 0 ARG-1 entre otros. Bien, pues lo primero
que se nos ocurrio fue pensar en que pasaria con la expression de las fosfolipasas A, de los macréfagos bajo
condiciones de polarizacion. Entonces, estimulamos las células con LPS + IFNy para obtener macrofagos M1 e
IL-4 para obtener macrofagos M2 (Slide 29 — Expression of PLA,s During Human Macrophage Polarization) y
después analizamos por gPCR la expresion de los diferentes genes. Y lo que nos encontramos fue ago inesperado.
Solo una fosfolipasa A varid significativamente, la sSPLA2-V, y lo hizo en condiciones M2, no M1 como se
preveia en la idea de que esta SPLA,-V es pro-inflamatoria. Estos datos sugieren que no es el caso y es algo que
otros autores también vieron de modo independiente. La SPLA2-V no es pues una enzima que participe en
condiciones pro-inflamatorias, sino anti-inflamatorias. Se comprob6 por inmunoblot que la induccion del gen de
sPLA,-V conduce a un incremento dependiente del tiempo de la proteina (Slide 30 — Induction of SPLA,-V Protein
During Macrophage Activation by 1L-4). Para verificar si esta induccion es algo particular de la IL-4 0 es un rasgo
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general de la polarizacion a M2, probamos a continuacion otros estimulos que también polarizan a M2, como son
el C-MSF y la IL-10 (Slide 31 — Induction of sPLA,-V Protein by Other M2 Stimuli). En ambos casos, la SPLA,-
V incrementd de forma bastante clara, 1o que indica que la SPLA-V es realmente un buen marcador del estado de
activacion M2.

Cuales son las consecuencias funcionales de este incremento de sPLA2-V inducido por IL-4? Una de las
caracteristicas funcionales mas evidentes de los macréfagos polarizados a M2 es el incremento de su capacidad
fagocitica. Por tanto, analizamos la capacidad de estas células para fagocitar zimosan, que es un homogeneizado
de la pared celular de la levadura S. cerevisiae en presencia y ausencia de SPLA,-V (Slide 32 — sPLA,-V Depletion
Inhibits IL-4- Stimulated Zymosan Phagocytosis). Como puede verse en la diapositiva, las céllas tratadas con IL-
4 fagocitan mucho mas zimosan que las células sin tratar. Cuando se usaron células deficientes en sPLA,-V, dicho
incremento no se observa. En la siguiente diapositiva se muestra el experimento contrario, el efecto de
sobreexpresar la sPLA»-V sobre la capacidad fagocitica de las células (Slide 33 — sPLA,-V Overexpression
Increases Zymosan Phagocytosis). Puede apreciarse que, simplemente sobreexpresando la enzima, la capacidad
fagocitica de las células incrementa tanto como si las células se hubieran tratado con IL-4, haciendo pues
innecsario el tratamiento con IL-4 para observar el mismo nivel de respuesta.

Logicamente, la SPLA>-V es una enzima y por tanto, la pregunta obvia siguiente es si esos incrementos de la
capacidad fagocitica de las células estan relacionados con cambios en el contenido fosfolipidico de las células
(Slide 34 — Do these effects correlate with changes in phospholipid content?). Para responder a esta pregunta
procedimos a analizar el contenido fosfolipidco de estas células mediante cromatografia de liquidos acoplada a
espectrometria de masas. Utilizamos células deficentes en sSPLA:-V por siRNA. La siguientec diapositiva muestra
el contenido celular de las especies mayoritarias de PC (Slide 35 — Phosphatidylcholine (PC) Species in IL-4-
Treated Human Macrophages) en células tratado o no con IL-4 y con niveles normales o reducidos de sPLAz-V.
En ningun caso pudimos apreciar ninguna diferencia significativa. Tampoco observamos nada apreciable cuando
analizamos fosfolipidos de etanolamina (Slide 36 — Phosphatidylethanolamine (PE) Species in IL-4-Treated
Human Macrophages) o de inositol (Slide 37 — Phosphatidylinositol (P1) Species in IL-4-Treated Human
Macrophages). Ya dije anteriormente que estas células son muy grandes y tienen una enorme cantidad de lipidos;
por tanto si la respuesta a IL-4 no es muy extensa el efecto se veria apantallado por la gran cantidad de lipido
presente. Finalmente se nos ocurrié mirar el contenido celular en lisofosfolipidos, que son un producto directo de
la accion de la SPLA2-V y ademas su contenido celular es necesariamente menor (Slide 38 — Lysophospholipid
Species in IL-4-Treated Human Macrophages). De nuevo, no se observaron hay diferencias entre las células
tratadas con IL-4 frente a las control; sin embargo, cuando examinamos las células deficientes en sPLA2-V se
observé un cambio muy Ilamativo, resaltado por las flechas rojas. Los niveles de todas las especies de lisoPE
disminuyeron significativamente. Téngase en cuenta que la diminucion de los niveles de lisoPE se observa en las
células tratadas con IL-4, pero no en las células no tratadas, lo que indica que esta bajada esta relacionada con el
estado de activacion de la célula. En otras palabras, en las células tratadas con IL-4 la SPLA-V es necesaria para
mantener los niveles de lisoPE (Slide 39 — LysoPE levels are maintained by sPLA,-V in IL-4-treated cells).
Entonces, ¢cudl es la consecuencia bioldgica de este hallazgo? Para responder a esto volvimos a nuestro ensayo
de fagocitosis y lo que tratamos de determinar fue si la adicion de lisoPE exdgeno tiene algun efecto sobre la
fagocitosis (Slide 40 — LPE Restores Phagocytosis in sSPLA,-V-Deficient Cells - Zymosan). Igual que antes, la
IL-4 aumentd la fagocitosis de las particulas de zimosan y la presencia de lisoPE no mostré ningun efecto
significativo. Pero, ¢qué sucede si usamos células deficientes en SPLA>-V? (Slide 41 — L PE Restores Phagocytosis
in SPLA,-V-Deficient Cells - Zymosan). La respuesta de IL-4 se inhibe y la adicidn de lisoPE restaura casi por
completo la respuesta, por lo que lisoPE sustituye a SPLA-V en estas condiciones. Este experimento se repitio
usando esta vez bacterias vivas, E. coli, como estimulo fagocitico, y los resultados fueron los mismos, es decir,
lisoPE restauro el efecto IL-4 en células deficientes en SPLA>-V (Slide 42 — LPE Restores Phagocytosis in
sPLA,-V-Deficient Cells - Bacteria). La siguiente diapositiva muestra que este efecto de lisoPE es especifico, ya
gue ningun otro lisofosfolipido, lisoPC o lisoPl, lo reproduce (Slide 43 — LPC and LPI Do Not Restore




Phagocytosis in sSPLA,-V-Deficient Cells). Por tanto, como conclusion de esta parte de la charla, hemos visto
que lisoPE participa de modo clave en el incremento de la actividad fagocitica de los macréfagos polarizados a
M2 y que este metabolito es producido por sPLA:-V (Slide 44 — LysoPE is involved in IL-4-induced

phagocytosis).

Para profundizar en estos efectos de SPLA2-V, pensamos que podria ser importante investigar la
compartimentacion de la sintesis de lisoPE, es decir, en qué parte de las célula se produce este lisoPE o, en otras
palabras, determinar la localizacion subcelular de la enzima que lo estd produciendo. Con este fin utilizamos
células transfectadas con sPLA2-V unidas a EGFP (Slide 45 — sPLA»-V Does Not Translocate to the Phagosome
in Human Macrophages). En la célula en reposo puede verse que el citoplasma esta salpicado de puntos verdes
gue probablemente representan granulos secretores. Cuando tratamos las células con zimosan para que comience
la fagocitosis, los puntos verdes de sSPLA-V en el citoplasma desaparecen muy probablemete porque la enzima
se esta secretando, pero no vemos ninguna acumulacion de color verde alrededor de las particulas, lo que sugiere
gue la enzima no interactua significativamente con el fagosoma. Esto es algo que nos sorprendid, ya que trabajos
anteriores de otros habian demostrado que sPLA-V se transloca al fagosoma en macrofagos de raton. Otra notable
diferencia entre las células humanas y de raton.

Este comportamiento de la SPLA-V también contrasta fuertemente con el de la cPLAzq, a la que hacemos regresar
a la charla, que se transloca al fagosoma (Slide 46 — cPLA,o  Translocates to the Phagosome in Human
Macrophages). Estos son macrofagos humanos transfectados con EGFP-CPLAa., expuestos a zimosan en rojo. Se
puede ver claramente el desplazamiento de la enzima al fagosoma, que se aprecia aun mejor en pseudocolor. Y
ya que estamos con la cPLAa, diremos que si lo que transfectamos es una cPLA2a mutante que no se puede
fosforilar porque le hemos reemplazado la Ser®® por una Ala, la enzima no transloca (Slide 47 — S505A cPLAa
Mutant Does Not Translocate to the Phagosome), lo que demuestra la importancia de la translocacién para que
esta enzime manifieste su funcionalidad. En la parte superior de la figura se muestra mismo que en la anterior,
translocacion de la enzima. Pero si se usa un mutante S505A, que previene la fosforilacion, la enzima no se
transloca en absoluto.

Y bueno, ¢qué esta haciendo cPLAza en el fagosoma? Los resultados que tenemos a este respecto son ciertamente
sorprendentes (Slide 48 — cPLA»a Inhibition Modifies the Pattern of Phagosome Internalization). En la parte
superior, se muestra un macrofago después de 2 h de exposicion a zimosan; las particulas fagocitadas parecen
estar concentradas en el interior de la célula, alrededor del nicleo. Sin embargo, si usamos pirrofenona, un
inhibidor de cPLAa, hay muchas particulas alrededor del ndcleo, pero también hay muchas dispersas alrededor
del citoplasma. Y si usamos células deficientes en cPLAza por siRNA, vemos lo mismo, muchas células dispersas
alrededor del citoplasma. Aqui a la derecha esta la cuantificacion. Con todo esto podemos mostrar un esquema
como el que se muestra en esta diapositiva (Slide 49 — Distinct Roles for SPLA>-V and cPLAa in Regulating
Phagocytosis), que indica que hay dos fosfolipasas A, implicadas en fagocitosis en macréfagos humanos. Por un
lado, la sPLA2-V que no sabemos exactamente donde estd funcionando. Especulamos quizés en la membrana
plasmatica, cerca del fagosoma, donde hidroliza PE para generar lisoPE, que es necesario para regular la extensién
y la cantidad de particulas ingeridas. Por otro lado, tenemos el cPLAa, que interactia con el fagosoma y de alguna
manera regula la internalizacion de las particulas. Y una Ultima pregunta que me gustaria abordar en este tema es
si estas dos enzimas interacttan, si hay algun tipo de cross-talk entre ellas. Y la respuesta es si, hay interaccion.
Si tomamos células deficientes en SPLA,-V por siRNA, las ponemos a fagocitar zimosan y examinamos el estado
de fosforilacién de cPLA2a, encontramos que hay una disminucion significativa; aqui a la derecha esta la
cuantificacion. Asi que esto es muy interesante porque si SPLA,-V regula la fosforilacion de cPLAza y la
fosforilacion de cPLA2a es importante para la translocacion al fagosoma, la sPLA>-V estd regulando la
translocacion de cPLAo al fagosoma (Slide 50 — sPLA,-V Depletion by siRNA Inhibits cPLAa
Phosphorylation). Por tanto como coclusio de esta parte, vemos que hay dos fosfolipasas regulando la fagocitosis
pero su funcidn no es redundante; una regula la extension del proceso y la otra la internalizacion (Slide 51 — Two
Distinct Phosholipase A,s Regulate Phagocytosis in a Non-Redundant Manner).
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Y ya por fin pasamos a la ultima parte de la charla, en la que vamos a hablar de la enzima independiene de calcio
y de su papel en el metabolismo del &cido palmitoleico (Slide 52 — iPLA,B and Palmitoleic Acid Metabolism).
En esta figura se muestra la estructura tridimensional de la enzima, determinada hace solo tres afos (Slide 53 —
Group VIA Phospholipase A; - iPLA>B). La conformacion activa de la enzima es un dimero. Cada mondmero
consta de dos dominios, el catalitico, a través del cual ocurre la interaccién con el otro monémero, y un dominio
con repeticiones de anquirina. Este dominio es muy comun en proteinas que interaccionan consigo mismas o con
otras proteinas, por lo que al principio se asumié que este seria el dominio de interaccion de los monémeros. Pues
no; el dominio de anquirina es quien interacciona con la membrana. En rosa los aminoécidos cataliticos, Ser y
Asp. No esta nada claro que esta enzima experimente modificaciones post-translacionales. La enzima no muestra
tampoco especificidad de sustrato, es decir, puede hidrolizar cuaquier acido graso. Sin embargo, y esto es
importante, si se ha apreciado que en células manifiesta una clara preferencia por especies que contienen palmitico
en la posicion 1, la que no se hidroliza, y fosfocolina en la 3, sugiriendo que las especies conteniendo estos
sustratos se acomodan 6ptimamente al sitio activo. O, alternativamente que la enzima se sitda e localizaciones
muy ricas en este tipo de fosfolipidos. Bien el estudio de la funcion biolégica de la iPLA2B ha resultado
enormemente complejo y solo hasta la obtencidn del ratén k.o. hace unos 10-15 afios se han podido describir con
claridad algunas de sus funciones especificas, aunque su papel en inmunidad innata e inflamacion sigue siendo
practicamente desconocido. Una de las primeras funciones atribuidas a esta enzima es la de participar la
remodelacién de las cadenas de acidos grasos de los fosfolipidos (lo que se conoce como el ciclo de Lands) a
través de su regulacion de los niveles celulares de lisofosfolipidos aceptores (Slide 54 — Antisense inhibition of
iPLA;B Reduces Cellular LysoPC Levels). Esta enzima tampoca transloca al fagosoma durante la activacion de
los macrdfagos por estimulos fagociticos, ya se ve en la figura que no se mueve, parece estar como asociada a las
mitocondrias (Slide 55 — iPLAyB Does Not Translocate to the Phagosome in Human Macrophages( y tampoco
parece tener un papel relevante en la regulacion de la produccion de eicosanoides; es decir que no libera cantidades
significativas de &cido araquidonico, al menos en comparacion con la cPLAa (Slide 56 — Inhibition of iPLA,J
Does not Affect Eicosanoid Production). En esta diapo se muestra un analisis por LC/MS de la produccion de
eicosanoides en células fagocitando zimosan y en presencia o no de inhibidores de cPLAz0. 0 iPLA2B. Puede verse
que la inhibicidn de la cPLAa por pirrofenona practicamente elimina por completo la respuesta, mientras que la
inhibicién de la iPLA,B por FKGK18 practicamente no tiene efecto.

Otra de las lineas de investigacion en mi laboratorio se ocupan del &cido palmitoleico y sus isbmeros posicionales.
Este acido supongo que les resultara muy familiar a todos aquellos del auditorio que trabajen en enfermedades
metabolicas, aterosclerosis, diabetes, obesidad o metabolismo de lipidos en general, ya que es una de las
“estrellas” actuales del campo (Slide 57 — Palmitoleic Acid). Se ha descrito en raton ya hace algunos afios que el
acido palmitoleico funciona como una hormona lipidica o adipoquina, liberada por el tejido adiposo para regular
el metabolismo de los lipidos en el higado y mejorar la sefializaciéon de la insulina. También se ha sugerido que
posee un cierto caracter anti-inflamatorio, aunque todo esto es un tema de acalorado debate ya que los datos
obtenidos en ratdén no siempre coinciden con los datos obtenidos en humanos. Pero en cualquier caso, el interés
por los posibles efectos beneficiosos del palmitoleico esta yendo tan lejos que uno puede ir a cualquier herbolario
o parafarmacia, o al internet, Amazon.com o tiendas similares en linea, y comprar todo el omega-7 que uno quiera.
No sé si se podré leer desde ahi, pero pero aqui en la etiqueta dice: "The New Good Fat"; que no se puede negar
que como slogan comercial es una frase muy buena; que sea mas 0 menos cierta ya es otro cantar en el que no
vamos a entrar. Pues bien, analizando por LC/MS la distribucion del acido palmitoleico en macréfagos, nos
encontramos que mas del 70% se halla en una sola especie, PC(16:0/16:1)... acabo de decir hace un momento
que este tipo de especies le encantan a la iPLAB... (Slide 58 — Distribution of 16:1 Fatty Acids Between
Phospholipids). Pero es que los macréfagos expuestos a estimulos fagociticos liberan &cido palmitoleico de las
fofolipidos de membrana, parte del cual va al medio extracelular (Slide 59 — Release of 16:1 Fatty Acids by
Activated Macrophages). Y otra parte se utiliza para reacciones de remodelacion y se transfiere de unos
fosfolipidos a otros, en este caso de PC a Pl, y también se usa para formar FAHFA, o sea ésteres de acidos grasos
con acidos grasos hidroxilados. Esta es una familia de lipidos descrita muy recientemente y que parece posse
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fuertes propiedades anti-diabéticas y anti-inflamatorias (Slide 60 — Metabolism of 16:1 Fatty Acids by Activated
Macrophages). No sabemos aun el significado biolégico de todo esta remodelacion lipidica, pero esté claro que
el palmitoleico es un acido graso que experimenta importantes variaciones durante la activacion celular que
requieren que se libere de su localizacién. Y claro, se nos ocurrié que la responsable de esta movilizacién de
pamitoleico podria ser la iPLA2B. Hicimos los correspondientes andlisis, tanto usando inhbidores especificos
como inhibicion por siRNA 'y, efectivamente, la iPLA2p parece ser la responsible (Slide 61 — Inhibition of iPLA,[
Blocks 16:1 Release from Activated Macrophages). Asi, con estos datos en esta diapo presento nuestra vision
actual de este tema. (Slide 62 — Final Scheme). Pensamos que dentro del macrofago hay dos fosfolipasas Az
citosdlicas de parecido tamafio pero con funciones claramente diferenciadas; por un lado cPLAa regulando las
cascadas de formacion de metabolitos derivados de PUFASs y por otro lado la iPLAB regulando el metabolismo
del &cido palmitoleico y regulando por tanto nuevas vias de activacion lipidica. Conclusion con la diapositiva de
Agradecimientos (Slide 53 — Acknowledgments). A comprehensive list of significant papers from our lab,
evidently related to this talk, follows. Esto es to, esto es to, esto es todo amigos!
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