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La fosfolipasa A2 secretora (sPLA2) es una enzima que puede ser proaterogénica tanto en la circulación como en la pared arterial. En el plasma sanguíneo, la sPLA2 puede modificar las lipoproteínas en circulación e inducir la formación de partículas de LDL pequeñas y densas, las cuales están asociadas con un incremento en el riesgo a enfermedad cardiovascular.  El objetivo de este estudio fue evaluar si existe una relación entre la actividad de la sPLA2 dependiente e independiente de calcio y la obesidad. 

La actividad sPLA2 dependiente de calcio en plasma se midió empleando como substrato 1-hexadecanoil-2-(1-pirenedecanoil)-sn-glicero-3-fosfoglicerol amonio (pyrene PG). Los resultados obtenidos muestran que la actividad sPLA2 dependiente de calcio es significativamente mayor en sujetos obesos con/sin diabetes (0,042 UAF/min y 0,036 UAF/min respectivamente) al comparar con sujetos no obesos con diabetes y contol (0,0019 UAF/min y 0,0021 UAF/min respectivamente). La actividad sPLA2  dependiente  de  calcio  mostró  correlación  positiva  con los marcadores pro-inflamatorios y de dimensión corporal, además, de una correlación positiva con apoB (r=0,34; P=<0,001) y correlación negativa con Apo A (r=-0,45; P=<0,0001). Nuestros resultados sugieren que la actividad sPLA2 tipo IIA, dependiente de calcio parece estar relacionada con la obesidad y no con la diabetes per se, constituyendo un factor agregado de riesgo cardiovascular en estos sujetos.

Por otra parte, la actividad sPLA2 calcio independiente (PAF-AH) es mayor en sujetos obesos con/sin diabetes (0,023 UAF/min y 0,027 UAF/min respectivamente) con respecto a sujetos no obesos con diabetes y control (0,013 UAF/min y 0,014 UAF/min respectivamente), además mostró correlación positiva con los marcadores pro-inflamatorios. 

Para evaluar a cual de los tipos de sPLA2 correspondía la actividad dependiente de calcio en plasma, se empleó el Pyr-1 que es un inhibidor específico de la sPLA2 IIA y el Me-Indoxam un inhibidor específico para sPLA2 IIA y V. La mayor actividad enzimática sPLA2 observada en los sujetos obesos con/sin diabetes tipo 2 corresponde al tipo IIA (60-70%), siendo la actividad de tipo V menor al 10% y aproximadamente un 20% correspondiente a otros tipos de fosfolipasas. Dentro de los posibles grupos sPLA2 que pudieran explicar esta actividad no IIA, no V, el más probable es el tipo X. Además, demostramos por primera vez que la sPLA2 IIA y V se encuentran asociadas con las diferentes fracciones de lipoproteínas en plasma. 

En este trabajo se encontró que las VLDL y LDL de los sujetos obesos con/sin diabetes y los sujetos no obesos con diabetes tienen menor concentración de ácido sialico que los sujetos control. Además, las LDL de los sujetos obesos con/sin diabetes tienen mayor afinidad por PGCS que las LDL de los sujetos control. 
Nuestros resultados sugieren que la actividad aumentada sPLA2 total (dependiente + independiente de calcio) en sujetos obesos con/sin diabetes podría estar modificando las lipoproteinas en plasma (especialmente la LDL) haciendolas más susceptibles a modificaciones enzimáticas y no enzimáticas y aumentando su afinidad por proteoglicanos de la matriz extracelular, lo que llevaría a potenciar el proceso ateroesclerótico, constituyendo así un factor agregado de riesgo cardiovascular en estos sujetos.
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1. INTRODUCCION

1.1. Ateroesclerosis General

La ateroesclerosis se describe como una enfermedad multifactorial crónica de tipo inflamatorio, en la cual mecanismos inmunológicos interactúan con factores metabólicos de riesgo para iniciar, propagar y activar lesiones del árbol arterial. La característica más resaltante es el engrosamiento de la pared arterial, debido a una acumulación de lípidos y tejido conectivo en proporción variable y la concomitante reducción en el diámetro del lúmen vascular (Berliner y Heincke 1996; Ross 1993; Ross 1999). Es importante recordar que modernamente inflamación, es un concepto básicamente molecular y no debe interpretarse solamente en los términos descritos por Virchow en 1858 de calor, rubor, dolor y malfunción orgánica. Las complicaciones derivadas de la ateroesclerosis, entre las cuales se encuentran infarto al miocardio, infarto cerebral y trombosis vascular periférica, constituyen la principal causa de morbilidad y mortalidad en países del hemisferio occidental, siendo responsables de cerca de la mitad de todas las muertes entre sujetos de edad avanzada, mayores de 45 años en hombres y mayores de 65 años en mujeres (Pyöralä y col 1994; Shepherd 1997; WHO 1997).                                                                               
La ateroesclerosis, es una enfermedad “silenciosa” y de progreso lento cuyos inicios se puede remontar a etapas tan tempranas como la infancia manifestándose clínicamente en la edad adulta. La aparición de lesiones es generalmente focalizada, especialmente en aquellas zonas del árbol arterial donde se producen bifurcaciones, ramificaciones o curvaturas, en donde los patrones de flujo sanguíneo se ven alterados (Reape y Groot 1999). En los humanos, las lesiones ateroescleróticas aparecen con mayor frecuencia en las arterias carótidas, coronarias, basilar y vertebrales y en las grandes arterias elásticas como la aorta, las ilíacas y las femorales (Simionescu y Simionescu 1993).  Los síntomas dependen del lugar donde se desarrolla la ateroesclerosis y su evolución, puede conducir a eventos trombóticos, isquémicos y dependiendo del órgano afectado, la muerte del organismo (Ross 1993).

Varias hipótesis, han sido postuladas a lo largo de los años para explicar las bases moleculares y celulares de la aterogénesis. Ejemplos de estas son; la “Hipótesis de respuesta al daño” (Ross y Glomset 1973), la “Teoría de la oxidación” (Witztum y Steinberg 1991) y más recientemente la “Hipótesis de la respuesta a la retención” (Williams y Tabas 1995). Todas estas hipótesis postulan que anormalidades en el metabolismo de lípidos y lipoproteínas son necesarias para desarrollar la aterogénesis. Sin embargo, los factores responsables para la retención focal de lipoproteínas y los eventos moleculares y celulares claves durante el desarrollo de la lesión, permanecen por esclarecerse. 
Las razones para la gran variabilidad en la progresión de la lesión entre individuos con similares perfiles lipídicos en plasma, son desconocidas. Este conocimiento es importante para la mejor comprensión del metabolismo de las lipoproteínas a nivel de la pared arterial así como el diseño de medidas para la prevención del desarrollo y progresión de la lesión ateroesclerótica (Williams y Tabas 1995).

Pared arterial
En una arteria sana hay una clara estratificación de los distintos constituyentes del mesenquima. La pared arterial está formada por tres capas: la intima, la media y la adventicia. El endotelio, formado por una sola capa de células provee a la luz de las arterias de una superficie no trombogénica y constituye una barrera parcial y selectiva que separa a la pared arterial de la sangre que circula por ellas. Inmediatamente por debajo del endotelio se encuentra la región subendotelial o íntima arterial, un espacio acelular compuesto primordialmente de componentes de la matriz extracelular, como fibras de colágeno, elastina y proteoglucanos, los cuales son secretados por células de la musculatura lisa. Seguidamente se encuentra la lámina elástica interna que separa la íntima de la media, una región densamente poblada de células de la musculatura lisa. Más externamente se encuentra la adventicia, una región de tejido conectivo, fibroblastos y sus productos (Figura 1) (Stary y col 1992).


[image: image3]
Figura 1. Capas de la arteria.
Etapas de la ateroesclerosis
La placa ateromatosa que caracteriza a la ateroesclerosis es el resultado de la acumulación progresiva de material graso en la íntima, concomitante con el crecimiento de la capa muscular lisa y la respuesta inflamatoria localizada, con la participación de los linfocitos T y macrófagos (Ross 1993; Ross 1999). En la evolución de la placa ateromatosa se pueden distinguir tres etapas:
· El primer estado de formación en la ateroesclerosis, es la estría grasa. La estría grasa o lesiones ateroescleróticas tempranas están presentes en humanos desde muy temprana edad (Stary 1990; Ross 1993; Ross 1999). Son lesiones visibles, de color amarillo ligeramente elevadas, estrechas y orientadas longitudinalmente. Estas lesiones contienen primordialmente macrófagos derivados de monocitos circulantes en sangre, linfocitos T y macrófagos con depósitos intracelulares de lípidos. Estos últimos debido a la masiva acumulación de lípidos adquieren una particular apariencia morfológica y son conocidos como células espumosas (del inglés “foam cells”). Los lípidos predominantes en las células espumosas son ésteres de colesterol y colesterol libre (Figura 2) (Stary 1990; Ross 1993; Simionescu y Simionescu 1993; Ross 1995; Berliner y Heinecke 1996; Ross 1999).
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Figura 2. Formación de la estría grasa (Ross 1999).

Una vez iniciado el proceso las células endoteliales resultan afectadas por lo que se modifica la permeabilidad, lo que facilita el paso de macromoléculas al subendotelio y entre ellas las LDL. La LDL es oxidada a LDL minimamente oxidada (LDL-mm), la cual estimula la formación de moléculas de unión a monocitos (X-LAM), MCP-1 y MCSF. Esto causa la entrada y maduración de monocitos, los cuales fuertemente oxidan la LDL y forman células espumosas (Stary 1990; Ross 1993; Simionescu y Simionescu 1993; Ross 1995; Berliner y Heinecke 1996; Ross 1999).
· El segundo estado en el proceso ateroesclerótico es la formación de la placa fibrosa. En esta etapa se han descrito elevaciones que ocupan la luz original de la arteria y son claramente visibles a la inspección ocular como prominencias blanquecinas. En este estado, los procesos se hacen cada vez más complejos y las interacciones se aceleran más y más entre sí. Mayor cantidad de LDL penetra, aumentando entonces el sustrato para posibles modificaciones, con el consiguiente aumento en la captación por macrófagos, con lo cual crece el núcleo de lípidos acumulados según se muestra en la Figura 3 (Berliner y Heinecke 1996; Ross 1993; Ross 1999).

[image: image5]
            Figura 3. Formación de la capa fibrosa (Ross 1999).

La LDL oxidada y la lisofosfatidilcolina, estimulan las células endoteliales, estas estimulan a las plaquetas y estas comienzan a fabricar diferentes sustancias entre ellas, el factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF). Este factor estimula la transformación fenotípica de las células musculares lisas (CML), alterando su fisiología con la adquisición de nuevas propiedades como la migración, la proliferación y la secreción (Berliner y Heinecke 1996; Ross 1993; Ross 1999). 

Las CML se desplazan hasta el espacio subendotelial de la íntima y allí, se dedican a fabricar los componentes de la matriz extracelular como colágeno, elastina, fibras elásticas, proteoglucanos, glicosaminoglucanos, fibronectina y laminina entre otras sustancias. Así, las CML se convierten en el elemento que va a rodear al depósito de grasa, es decir, al núcleo central lleno de células espumosas y de esta forma, la placa ateromatosa queda delimitada por una cápsula fibrosa más o menos densa alrededor del núcleo de lípidos (Berliner y Heinecke 1996; Ross 1993; Ross 1999). 

La LDL oxidada provoca la muerte de células espumosas formando así un centro necrótico. Esta placa podría permanecer estable por muchos años. El grado por el cual tales placas disminuyen el lumen de la arteria, depende de la cantidad de lípidos depositados en el centro necrótico de la placa así como, la cantidad de CML asociadas a la proliferación y la formación de tejido conectivo (Berliner y Heinecke 1996; Ross 1993; Ross 1999).

· Posteriormente la lesión ateroesclerótica progresa a la llamada lesión complicada, que se caracteriza por calcificación, necrosis y ulceración. Durante esta etapa y los estados previos, los monocitos continúan entrando al borde de la lesión del vaso. La LDL oxidada, estimula los monocitos y CML del borde de la lesión para incrementar la formación de metaloproteasas (MP) y disminuye la producción de inhibidores de metaloproteasas (TIMP). La LDL oxidada, también estimula a las células endoteliales para producir factor tisular (FT) y disminuir la síntesis del inhibidor del factor activador de plasminógeno (PAI). Finalmente, los lípidos de la LDL oxidada por si mismos, aceleran la agregación plaquetaria. (Figura 4) (Ross 1995; Ross 1999; Berliner y Heinecke 1996).
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                             Figura 4. Formación de la lesión complicada (Ross 1999).

Frecuentemente ocurren hemorragias cuando la placa fibrosa distorsiona severamente la arquitectura de la pared arterial, causando que pequeñas arteriolas que suplen la pared arterial con sangre (vasa vasorum) se rompan y sangren, lo cual puede conducir a la calcificación. En la superficie de la lesión puede producirse trombos, tales trombos son el evento terminal que lleva a la oclusión arterial (Ross 1995; Ross 1999; Berliner y Heinecke 1996).

Factores de riesgo de la ateroesclerosis
El término “factor de riesgo cardiovascular” es ampliamente utilizado para describir aquellas características, encontradas en los individuos sanos, que a través de estudios epidemiológicos han sido asociadas a la aparición subsiguiente de enfermedades cardiovasculares (Pyöralä y col 1994). En la Tabla I se muestran los factores de riesgo que predisponen al padecimiento ateroesclerótico, estos pueden clasificarse, según el origen de los mismos, en factores modificables y no modificables. 
Entre los factores modificables, existe una muy fuerte evidencia de que los estilos de vida asociados a la “cultura occidental” (dietas ricas en calorías y grasas saturadas, el hábito tabáquico y la inactividad física) tienen un importante papel como causa de la ocurrencia en masa de enfermedades cardiovasculares. Dichos estilos de vida originan cambios bioquímicos y fisiológicos en los individuos que promueven el desarrollo de la ateroesclerosis y los fenómenos trombóticos asociados (Pyöralä y col 1994).

Por otro lado, existe también un importante componente no modificable como la edad, el sexo y la susceptibilidad genética individual a la ateroesclerosis. No obstante, se sabe que la modificación favorable del estilo de vida, reduce el riesgo de padecer enfermedades cardiovasculares, lo cual es considerado como la mejor forma de prevenir dichas enfermedades (Pyöralä y col 1994).
Tabla I Factores de riesgo ateroesclerótico

	Factores Modificables
	Factores No modificables

	Colesterol sanguíneo elevado
	Edad

	Tabaquismo
	Sexo

	Consumo excesivo de bebidas alcohólicas
	Historia familiar de enfermedades 

	Inactividad física / obesidad
	cardiovasculares        u         otras

	Presión sanguínea elevada
	enfermedades ateroescleróticas a

	Hiperglicemia / Diabetes
	edad temprana.


LDL y  Aterogénesis

La relación de la LDL con la enfermedad cardiovascular ateroesclerótica se evidenció con estudios epidemiológicos que mostraron que su riesgo aumentaba en personas con niveles elevados de la lipoproteína (Steinberg 2002). Esta hipótesis fue reforzada cuando demostraron que la ausencia del receptor de LDL producía una enfermedad muy severa de origen genético, llamada hipercolesterolemia familiar, cuyas consecuencias inmediatas eran altos niveles de colesterol en plasma y una ateroesclerosis generalizada a temprana edad (Brown y col 1981).


La deposición de lipoproteínas ricas en colesterol en la íntima y su subsiguiente modificación parece ser una condición necesaria y suficiente para el desarrollo de lesiones ateroescleróticas. En modelos animales usados para el estudio de la aterogénesis, se requiere de un aumento de las concentraciones circulantes de las lipoproteínas que contienen apoB-100 (lipoproteínas apoB) para que se produzcan lesiones en la íntima arterial. Hasta el momento no se han descrito modelos animales de esta enfermedad, en los que se hayan inducido lesiones similares a las que presentan los humanos sin provocar previamente hiperlipemias, que implican altas concentraciones circulantes de lipoproteínas ricas en colesterol y cuya principal apolipoproteína sea la apoB-100 (Hurt-Camejo y Camejo 1999).


Existen otros procesos  que pueden contribuir al progreso de las lesiones ateroescleróticas pero no parecen ser suficientes o necesarios. Por ejemplo, no cabe duda de que agentes como el estrés hemodinámico, los procesos inflamatorios crónicos o la hiperhomocisteinemia son capaces de inducir alteraciones morfológicas y bioquímicas en células del endotelio (Davies y Tripathi 1993; DiCorletto y Soyombo 1993). Sin embargo, en ausencia de hiperlipemias estos estímulos no llevan al desarrollo de lesiones ateroescleróticas. En modelos animales con hiperlipemias se desarrollan lesiones incluso en zonas del endotelio intacto en las que no existe estrés hemodinámico (Schwenke y Carew 1989). Más aún, en zonas de flujo turbulento proclives al desarrollo de lesiones, la alteración mejor documentada es un aumento en la retención de lipoproteínas apoB (Schwenke y Carew 1989; Schwenke 1995). Todo esto indica que la retención de las lipoproteínas apoB en la íntima, precede al desarrollo de las lesiones. En el caso de la enfermedad en humanos, en las poblaciones con concentraciones bajas de lipoproteínas apoB, la incidencia de manifestaciones clínicas de la ateroesclerosis es muy baja y por el contrario, es alta en poblaciones con concentraciones moderadas o elevadas de estas lipoproteínas (Smith y Slater 1972). 

Diversos grupos han comunicado que en humanos al igual que ocurre en modelos  animales, una vez depositadas las lipoproteínas, sufren alteraciones que potencian su aterogenicidad. Estos hallazgos apoyan la idea que en las personas también la lesión ateroesclerótica se debe en gran parte a una secuencia de procesos que se inicia con la deposición de lipoproteínas apoB en la íntima. Una vez depositadas, la aterogenicidad de las lipoproteínas apoB se ve aumentada por modificaciones estructurales y químicas que sufren en este microambiente (Steinberg y col 1989; Navab y col 1996).


Cada uno de los componentes de las lipoproteínas apoB puede ser degradado por reacciones hidrolíticas catalizadas por enzimas que se encuentran en la íntima arterial. Por su localización en la capa más externa de las lipoproteínas, las apolipoproteínas y los fosfolípidos son los componentes a los que tienen acceso las enzimas hidrolíticas. La apoB puede ser parcialmente fragmentada en polipéptidos, lo que resulta en un cambio en la organización de la superficie de las partículas. Estos fragmentos pueden permanecer asociados con las lipoproteínas o separarse de ellas, provocando esto último una modificación más drástica en la superficie de la lipoproteína. Por su parte, los fosfolípidos pueden ser hidrolizados por distintas fosfolipasas. Los productos de hidrólisis de los fosfolípidos más abundantes en las lipoproteínas son lisolecitina y ácidos grasos libres (AGL) que pueden ser tomados por la albúmina o activar una serie de mecanismos proinflamatorios. Al degradarse los componentes de la superficie de las lipoproteínas apoB se desestabiliza la partícula y tiende a formar grandes agregados los cuales son tomados por los macrófagos (Hurt-Camejo y Camejo 1999).


La Figura 5 muestra un esquema de la organización de los componentes de la íntima durante las fases iniciales de la aterogénesis (Hurt-Camejo y Camejo 1999). A través de este esquema se pretende ofrecer una idea de la complejidad de este microambiente, donde tiene lugar una fracción importante de los procesos de modificación de las lipoproteínas apoB. En la Figura 5 se resumen los siguientes pasos: 1) entrada y posible selección de las partículas a través del endotelio; 2) aumento del tiempo de permanencia de las lipoproteínas por asociación con el proteoglucano versicán de la íntima;  3) modificaciones oxidativas e hidrolíticas de las lipoproteínas apoB retenidas en la íntima; 4) los productos de las modificaciones oxidativas e hidrolíticas de las lipoproteínas apoB actúan sobre las células de la íntima; 5) estímulo por la lisolecitina y productos de la oxidación de los ácidos grasos poliinsaturados y oxiesteroles de la secreción endotelial de moléculas de adhesión para monocitos; 6) los productos de la modificación de las lipoproteínas inducen la secreción de citoquinas y factores de crecimiento, que quizás sean responsables de la migración y proliferación de las células de la musculatura lisa en la íntima, lo que lleva a una mayor síntesis de matriz extracelular y por lo tanto, a una mayor deposición de lipoproteínas apoB        (Hurt-Camejo y Camejo 1999).
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Figura 5. Esquema de los principales procesos que llevan a la deposición y modificación de las lipoproteínas apoB y sus consecuencias aterógenas (Hurt-Camejo y Camejo 1999).


Un evento determinante en la aterogénesis temprana, es la retención de partículas de LDL en el subendotelio. Varias evidencias apuntan a que el evento clave en esta retención es la agregación y/o fusión de las LDL en la pared arterial (Schewenke 1995). Los agregados de LDL son tomados por los macrófagos         in vitro en una mayor proporción comparados con LDL no agregada, conduciendo a una acumulación de colesterol en los macrófagos y a la formación de células espumosas (Smith y Slater 1972; Guyton 2001). Debido a que las partículas de LDL nativas no forman agregados, la modificación de las LDL parece ser un prerrequisito para agregación / fusión. Estudios in vitro indican que la hidrólisis de las LDL por la fosfolipasa A2 secretora (sPLA2) y esfingomielinasas, podría estar relacionado con la agregación / fusión de LDL y el aumento de la retención en el subendotelio (Khoo y col 1988).

1.2. Fosfolipasa A2


La familia fosfolipasa A2 (PLA2) comprende un grupo de enzimas que hidroliza el ácido graso esterificado en posición 2 (sn-2) de los fosfolípidos presentes en las lipoproteínas y membranas celulares, liberando ácidos grasos no esterificados (AGNEs) y lisofosfolípidos (Figura 6). Los ácidos grasos liberados por la PLA2, tales como el ácido araquidónico (AA) y el ácido oleico (AO), pueden ser importantes como almacén de energía, pero más importante aún es que el AA puede funcionar como un segundo mensajero y como precursor de eicosanoides. El AA liberado por  PLA2 es metabolizado por ciclooxigenasas y / o  lipooxigenasas en prostanoides y leucotrienos, los cuales actúan como mediadores lipídicos proinflamatorios. El otro producto de la acción de la PLA2, los lisofosfolípidos actúan como mediadores biológicos para disparar señalización celular, remodelación y catabolismo de fosfolípidos de membrana y como precursores para el factor activador de plaquetas (Six y Dennis 2000).
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Figura 6. Sitio de clivaje por PLA2 sobre una molécula de fosfolípido.

Clasificación:


La familia de las PLA2 comprende un grupo de enzimas que está creciendo rápidamente. Hasta la fecha existen once (11) enzimas tipo PLA2 encontradas en células de mamíferos y ellas son divididas en varios grupos tal como se indica en la Tabla II (Dennis 1994; Six y Dennis 2000). La clasificación se basa en su secuencia primaria, propiedades enzimáticas, distribución subcelular, requerimientos de calcio y funciones (Tischfield 1997). Recientemente, las PLA2s fueron divididas en dos grandes grupos según su localización celular: 1) PLA2s citosólica (cPLA2), proteínas de alto peso molecular (60-110 kDa) activas intracelularmente, y 2) PLA2s secretoria (sPLA2), con bajo peso molecular         (13-15 kDa) que son secretadas y activadas al ser liberadas. Dependiendo de los requerimientos de calcio, las PLA2s son clasificadas en PLA2s que requieren calcio para su actividad y PLA2s que no requieren calcio para su actividad o PLA2s calcio independientes (iPLA2) (Dennis 1994; Six y Dennis 2000).

Tabla II. Clasificación de la Fosfolipasa A2

	Grupo
	Fuente
	Localización
	Peso Molecular (kDa)
	Requerimiento Ca2+
	Nº puentes disulfuro

	I     A

      B
	Cobra

Páncreas humano / porcino
	Secretada
	13-15
	>mM
	7

7

	II    A

      B

      C

      D

      E
	Cascabel, víboras, fluido sinovial humano, hígado
Víbora

Testículos,páncreas 

Cerebro, corazón
Pulmón, placenta humano/ratón
	Secretada
	13-15
	>mM
	7

6

8

7

7

	III
	Abeja, víbora, escorpión, humano
	Secretada
	16-18
	<mM
	5

	IV   A

      B
	Plaquetas, PMN, CML, macrófagos 

Páncreas, hígado, cerebro, corazón
	Citosólica
	85
	<µM
	

	V
	Corazón y pulmón humano, neutrófilos, macrófagos
	Secretada
	13-15
	>mM
	6

	VI
	Corazón, hígado, páncreas, cerebro, músculo esquelético
	Citosólica
	80-85
	No
	

	VII
	Plasma humano

(PAF-AH)
	Secretada
	45
	No
	

	VIII
	Cerebro bovino (PAF-AH I ()

(PAF-AH I ()
	Citosólica

Citosólica
	29

30
	No


	

	IX
	Veneno cascabel
	Secretada
	14
	>mM
	6

	X
	Tejido inmune humano (baso,timo)
	Secretada
	14
	>mM
	8


Catálisis enzimática


Todos los tipos de PLA2s comparten la característica de hidrolizar el grupo acilo unido en posición sn-2 en fosfoglicéridos, generando de este modo AGL y lisofosfolípidos en cantidad equimolar según se muestra en la Figura 6 (Dennis 1994). La PLA2 es una proteína soluble en agua que cataliza una reacción enzimática que involucra como sustrato a los lípidos y esta es activada por una interfase agua-lípidos, por lo que los modelos tradicionales de la cinética enzimática no pueden ser aplicados a esta situación más compleja. 

Para describir la cinética de catálisis de la PLA2, se propuso un modelo conocido como “catálisis interfacial y activación” (Jain y Berg 1989). La activación interfacial, que es una característica común de todas las PLA2s, indica que la velocidad de hidrólisis, está dramáticamente aumentada cuando el sustrato es presentado en forma de agregados (monocapas de fosfolípidos) más que en la forma de fosfolípidos monoméricos aislados. Además, la unión a membranas lipídicas induce cambios estructurales en las sPLA2, los cuales probablemente contribuyen a la activación de la enzima (Tatulian  y col 1997). Para describir el mecanismo de la catálisis interfacial es necesario asumir que el sitio activo es diferente al “sitio de unión y sitio de reconocimiento interfacial”.  En el caso de las sPLA2, esto ha sido claramente demostrado  (Berg y Jain 2002; Berg y col 2001). En la Figura 7 se muestran los tres pasos más importantes, separando cada paso por la constante de velocidad involucrada en la catálisis interfacial.
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Figura 7. Representación esquemática de los pasos de catálisis interfacial mediada por la unión de la enzima a la interfase (E-enzima en la fase acuosa, E*-enzima en la fase interfacial, S-substrato, P-productos) (Berg y col 2001).


La velocidad catalítica total está determinada por los pasos cinéticos que ocurren en la interfase, que incluyen formación de un complejo enzima-substrato en la interfase (paso 2) seguido por descomposición del complejo para generar los productos (paso 3). El paso de cinética involucra unión y modificación de la enzima en la interfase (paso 1). La unión interfacial (paso 1) es un paso clave que afecta casi todas las características de la catálisis interfacial y esto requiere especial atención. Una fuerte unión interfacial podría llevar a una alta actividad interfacial de la enzima. Ambas interacciones, electrostáticas e hidrofóbicas parecen ser fundamentales para la unión interfacial de la sPLA2. Es muy difícil cuantificar la alta afinidad de unión interfacial aún bajo condiciones experimentales controladas debido a la pérdida de sensibilidad y especificidad de los métodos. Además el hecho de que la afinidad es fuertemente influenciada por la “calidad” de la interfase: composición, organización y dinámica de la interfase, incluyendo factores como fracción molar de substrato, presión lateral, propiedades de separación de fase y factores físicos como pH, temperatura, y la naturaleza y concentración de iones, los cuales afectan la unión de la enzima a la superficie de la monocapa externa (Gelb y col 1999; Berg y col 2001).


El sitio activo de la sPLA2 no pancreática (snpPLA2) se cree que puede ser accedido vía un canal hidrofóbico a través del cuál, una molécula de fosfolípido difunde desde la monocapa (Scott y col 1990). Ciertos residuos de aminoácidos proporcionan una cavidad hidrofóbica que es cerrada por la unión al fosfolípido de la monocapa. El monómero de fosfolípido puede difundir al sitio activo sin necesidad de solvatar el grupo acilo hidrofóbico. Seguido a la hidrólisis del grupo acilo, son liberados los productos de la reacción (AGL y lisofosfolípido) y un nuevo ciclo enzimático ocurre. El hallazgo de que la asociación de la snpPLA2 a la interfase es dirigida parcialmente por interacciones electrostáticas (Gelb y col 1999; Koduri y col 1998; Snitko y col 1997; Berg y col 2001) podría explicar porque snpPLA2 tiene preferencia por liposomas de fosfolípidos o micelas que están cargadas negativamente. Interesantemente, la enzima humana snpPLA2 no tiene ninguna especificidad por el grupo acilo en posición sn-2 (Bayburt y col 1993), en comparación con la PLA2 citosólica que tiene una alta selectividad por fosfolípidos que transportan AA en posición sn-2. Una explicación para esto, podría ser que snpPLA2 sólo interactúa con los primeros carbonos del grupo acilo y por consiguiente tiene muy poco contacto con el resto de la cadena de ácido graso extendida.

Papel fisiológico y fisiopatológico de snpPLA2


La función fisiológica de snpPLA2 todavía no esta completamente   aclarada, pero se cree que podría estar involucrada en varias respuestas fisiológicas y fisiopatológicas, con una participación central en la inflamación (Murakami y col 1997). Diversas evidencias in vivo han demostrando consistentemente que la snpPLA2, causa reacciones inflamatorias localizadas cuando se inyecta en animales de experimentación (Nair y col 1993; Pruzanski y Vadas 1990). Adicionalmente, los niveles de snpPLA2 en suero humano están elevados durante diferentes condiciones inflamatorias (ejemplo en artritis reumatoide y shock séptico) (Vadas y col 1993). Estudios in vitro (Foreman-Wykert y col 1999) e in vivo (Laine y col 1999) han indicado que snpPLA2 tiene actividad antimicrobiana. La reacción catalizada por la snpPLA2 libera precursores para la generación de factores proinflamatorios tales como eicosanoides, factor activador de plaquetas (PAF) y ácido lisofosfatídico. Todos estos compuestos controlan un amplio espectro de reacciones que están directa o indirectamente involucradas en inflamación (Pruzanski y Vadas, 1991). 

Es importante conocer que la activación de la PLA2 juega un rol importante en la producción de eicosanoides (Marcus y Hajjar 1993). Debido a que actúa como un potente mediador de reacciones inflamatorias, se cree que snpPLA2 tiene un papel central en la regulación y en el desarrollo de muchas enfermedades.


La sPLA2 IIA en humanos se encuentra principalmente en el líquido sinovial. Esta ha sido propuesta como mediadora de la respuesta inflamatoria. Durante la inflamación aguda o crónica, la concentración de sPLA2 IIA puede incrementarse más de 100 veces en fluidos inflamatorios y plasma (Nevalainen 1993; Hurt-Camejo y col 2001). Los niveles de sPLA2 IIA en suero o en fluídos exudativos se correlacionan positivamente con enfermedad inflamatoria. La expresión de sPLA2 IIA es inducida marcadamente por estimulos proinflamatorios y regulado negativamente por citoquinas antiinflamatorias y glucocorticoides en una amplia variedad de células y tejidos en varias especies animales (Murakami y Kudo 2004). La sPLA2 IIA estimula la oxidación de la LDL por la lipooxigenasa (Mangin 1993). Evidencias experimentales sugieren que la actividad de la sPLA2  presente en la intima-media arterial y en el plasma, podría estar involucrada en la aterogénesis, probablemente, debido a la hidrólisis de los fosfolípidos de las lipoproteínas que contienen apoB-100. Esto conlleva a una mayor retención de estas en la pared arterial, a la liberación de productos de esta hidrólisis (AGNEs y lisofosfolípidos), que pueden disparar una variedad de acciones pro-inflamatorias, lo cual resulta en el desarrollo de la placa ateroesclerótica (Hurt-Camejo y   Camejo 1997).

Similar a la sPLA2 IIA, la sPLA2 grupo V (sPLA2 V) es inducida por estímulos proinflamatorios (Sawada y col 1999). La sPLA2 V mostró ser ≈30 veces más activa hidrolizando la fosfatidilcolina de la LDL en comparación con sPLA2 IIA (Gesquiere y col 2002). Rosengren y col demostraron en ratones, que la dislipidemia inducida por dietas ricas en grasas regula positivamente la expresión de la sPLA2 V y no la sPLA2 IIA (Rosengren y col 2006). Dado el potencial de la sPLA2 V en hidrolizar partículas de LDL, se ha sugerido que esta enzima podría promover la acumulación de lípidos proateroescleróticos por modificación de partículas de lipoproteínas apoB retenidas en el tejido arterial (Khoo y col 1988; Hurt-Camejo y col 2001). 

Otra enzima involucrada en el proceso ateroesclerótico es la sPLA2 grupo X (sPLA2 X). Hanasaki y col demostraron que la sPLA2 X  induce modificaciones en la LDL, conduciendo a la formación de células espumosas sin oxidación o proteolisis de la LDL. Además, el análisis inmunohistoquímico revela una marcada expresión de sPLA2 X en células espumosas localizadas en lesiones de la intima arterial de ratones deficientes de apoE, alimentados con dietas ricas en grasa. En adición, una variedad de mediadores lipídicos son producidos durante la lipólisis de la LDL por la sPLA2 X, lo cual podría contribuir también a la progresión de la ateroesclerosis (Hanasaki y col 2002). Recientemente Karabina y col demostraron la presencia de sPLA2 X en lesiones ateroescleróticas humanas y que la hidrólisis de la LDL por sPLA2 X resulta en la generación de una partícula modificada que induce la acumulación de lípidos en macrófagos derivados de monocitos humanos. Estos investigadores también encontraron que las LDL modificadas por sPLA2 X activan la vía MAPK kinasa, induciendo la liberación de ácido araquidónico e incrementando la expresión de moléculas de adhesión sobre la superficie de células HUVEC, la cual aumenta la adhesión de las células THP-1 a monocapas de células HUVEC (Karabina y col 2006). Permanece por evaluar en humanos si la sPLA2 X está presente en la circulación.


Además de las modificaciones lipolíticas de la sPLA2 X y V sobre la LDL, Ishimoto y col demostraron que estas enzimas también inducen cambios en las HDL llevando a una disminución en su capacidad para mediar el exflujo de colesterol celular, lo cual reduce de esta manera la capacidad antiaterogénica de las HDL (Ishimoto y col 2003).


Entre las enzimas calcio independientes la fosfolipasa A2 asociada a la lipoproteína (Lp-PLA2) o factor activador de plaquetas acetil hidrolasa (PAF-AH), se cree que tiene un importante papel en la ateroesclerosis. La Lp-PLA2 es producida principalmente por células hematopoyéticas incluyendo macrófagos, monocitos y mastocitos; se encuentra en el plasma asociada con las LDL y HDL. La Lp-PLA2, además de hidrolizar su sustrato el factor activador de plaquetas (PAF), también puede hidrolizar fosfolípidos alterados oxidativamente, que tienen ácidos grasos cortos en la posición sn2 para producir ácidos grasos oxidados y lisofosfolípidos, una función que propone a la Lp-PLA2, como un agente proaterogénico (Stafforini y col 1997). Diversos estudios han encontrado asociación entre niveles elevados de Lp-PLA2 con incrementos en el riesgo de enfermedad cardiovascular (Packard y col 2000; Ballantyne y col 2004).  

Expresión y regulación de la snpPLA2

La snpPLA2  se expresa en varios órganos y tejidos tales como: hígado, bazo, placenta, cartílago, mucosa intestinal y pared arterial, la regulación de su expresión ha sido estudiada en diferentes células animales como: CML, macrófagos, plaquetas, células HepG2, células sinoviales, condrocitos, mastocitos y neutrófilos (Murakami y col 1997). En condiciones fisiológicas, la snpPLA2 es almacenada en los gránulos secretores con un nivel de secreción bajo y una expresión basal del gen. Esto sugiere que la liberación de snpPLA2 puede ser regulada por un lado, por la secreción de la proteína sintetizada y por el otro, por la modulación de su expresión genética. En plaquetas, una rápida liberación de snpPLA2 puede ser inducida después de la estimulación con trombina         (Kramer 1989). En CML y condrocitos hay un retraso en la secreción de snpPLA2 activa, en relación a la generación de ARNm y a la síntesis de la proteína (Couturier y col 1999; Jacques y col 1997). 
Parece ser que la expresión del gen de la snpPLA2, podría ser disparada por diferentes vías intracelulares en respuesta a estímulos exógenos. Una modulación prolongada de la expresión del gen de la snpPLA2 ha sido observada in vitro por la acción de diferentes citoquinas. En CML incubadas con IL-1(, hay una inducción de la transcripción del gen de la snpPLA2, a través de la transcripción del factor NF-(B, cPLA2 y receptores activados por proliferadores de peroxisomas (Couturier y col 1999). 
Interesantemente, en células mesangiales renales de rata, las citoquinas disparan la síntesis y secreción de sPLA2, proceso que es fuertemente modulado por factores de crecimiento tales como bFGF y PDGF (Walker y col 1998). Esos factores de crecimiento también son sintetizados por células vasculares; en CML ocurre un mecanismo similar, la acción concertada de citoquinas y factores de crecimiento podría influenciar dramáticamente la secreción activa de snpPLA2 en la pared arterial. Además, las grandes células de las lesiones ateroscleróticas tales como CML, células endoteliales y macrófagos también producen agentes que aumentan los niveles de AMPc como prostaglandina E2 e I2, los cuales podrían estimular la síntesis de snpPLA2  (Pomerantz y Hajjar 1989). Por otra parte, compuestos anti-inflamatorios tales como glucocorticoides ejercen un efecto opuesto sobre la síntesis de snpPLA2 (Nakano y col 1990), reforzando el importante rol de snpPLA2 en los procesos inflamatorios.

1.3. Lipoproteínas

Las lipoproteínas plasmáticas son los principales transportadores de lípidos en la circulación sanguínea. Estas constituyen microemulsiones razonablemente estables con una enorme diversidad estructural, producto de las diferencias en su contenido y clase de proteínas y lípidos. Dependiendo del método usado para separarlas, se clasifican según su densidad, tamaño, carga eléctrica o movilidad electroforética; cualquiera que sea el método empleado, cada clase de lipoproteínas ésta integrada por una población de partículas semejantes pero no idénticas. Cada clase de lipoproteína es definida operacionalmente de acuerdo a las densidades por las cuales son aisladas por ultracentrifugación: Quilomicrones (d > 0,95 g/ml), VLDL (d 0,95 -1,006 g/ml), IDL (d 1,006-1,019 g/ml), LDL (d 1,019-1,063 g/ml), HDL (d 1,063-1,210 g/ml) (Fielding y Fielding 1996; Camejo y Hurt-Camejo 1999).

Los principales lípidos transportados por las lipoproteínas son colesterol no esterificado, triglicéridos, ésteres de colesterol y fosfolípidos. Cada clase de lipoproteína tiene una composición lipídica y proteica diferente. Los quilomicrones y las VLDL son partículas ricas en triglicéridos. Las IDL representan un intermediario en la conversión de VLDL a LDL por la lipoproteína lipasa. Por su parte la LDL transporta la mayor parte del colesterol en el plasma, en la forma de colesterol no esterificado y ésteres de colesterol. La HDL esta formada por aproximadamente 50% de proteínas y lípidos, principalmente fosfolípidos y ésteres de colesterol. En general, en todas las partículas lipoproteicas los lípidos neutros (triglicéridos y ésteres de colesterol) constituyen el centro de la partícula, y alrededor de este están los fosfolípidos anfipáticos y el colesterol no esterificado, organizados en una capa de una molécula de espesor, en el cual las apolipoproteínas están embebidas (Fielding y Fielding 1996; Camejo y            Hurt-Camejo 1999).

La síntesis y ensamblaje de las lipoproteínas ricas en triglicéridos, VLDL y quilomicrones en los hepatocitos y el epitelio del intestino delgado respectivamente, tienen lugar por un proceso similar. La LDL se genera  en la circulación como un producto de la cascada lipolítica al actuar la lipasa lipoproteica  (LPL) principalmente sobre las VLDL y las IDL. Las HDL tienen múltiples orígenes, son secretadas por el hígado y posiblemente el intestino como complejos de la apolipoproteína AI (apoAI) con fosfolípidos y en la circulación adquiere el colesterol libre de los tejidos y de otras lipoproteínas. Este colesterol es esterificado en la circulación por la enzima: lecitina-colesterol acilo transferasa (LCAT). Una parte de las HDL proviene de componentes de la capa superficial de las VLDL y de las IDL, al ser estas hidrolizadas por la LPL (Fielding y Fielding 1996; Camejo y Hurt-Camejo 1999).

Lipoproteínas de baja densidad
Las LDL de plasma comprenden un grupo de lipoproteínas por definición distribuidas en el rango de densidad 1,019-1,063 g/ml. Una partícula de LDL tiene  aproximadamente: 25% de proteína, 9% de triglicéridos, 45 % de colesterol libre + ésteres de colesterol y 21% de fosfolípidos. La superficie polar de la LDL esta formada por una monocapa de fosfolípidos y colesterol libre, en la cual una copia simple de la molécula de apolipoproteína B-100 (apoB-100) esta embebida. La apoB-100 es una de las proteínas monoméricas secuenciadas de gran tamaño, con un peso molecular de 514 Kd. La apoB-100 es requerida para la secreción de la VLDL desde el hígado y esta es la única apolipoproteína que no se intercambia con otras partículas de lipoproteínas durante la conversión metabólica de VLDL a LDL (Fielding y Fielding 1996; Camejo y Hurt-Camejo 1999).

Fenotipo de lipoproteína aterogénica
La heterogeneidad de las LDL también se hace presente en el aspecto funcional y/o patológico, no sólo en sus propiedades físico-químicas. Adicional al hecho de que en humanos, los niveles circulantes de LDL han sido mostrados que son un marcador predictivo de riesgo para enfermedad cardiovascular, las subclases de LDL presentan diferentes potenciales aterogénicos (Krauss y    Burke 1982).

Dentro de la gama de desórdenes lipídicos conocidos, el síndrome “fenotipo de lipoproteína aterogénica” (FLA) (usado para describir una combinación de hipertrigliceridemia moderada (>1,7mM), bajo HDL-C y un predominio de partículas de LDL pequeñas y densas), es uno de los más comunes desordenes lipídicos asociados con enfermedad arterio-coronaria (Austin y col 1990; Griffin y col 1994). Las partículas de LDL aisladas de sujetos que exhiben FLA se caracterizan por contener significativamente menos fosfolípidos y colesterol, comparados con la LDL aisladas de sujetos con predominio de LDL menos densa en plasma. El principal factor que parece influenciar en la distribución de subclases de LDL hacia un predominio de LDL pequeña y densa es la hipertigliceridemia. Esto puede explicar cerca del 50% de los casos (Austin y col 1990; Griffin              y col 1994). 
Los AGL son el principal substrato para la síntesis de triglicéridos por el hígado. Niveles elevados de AGL son observados en sujetos con obesidad abdominal. Una hipótesis sugiere que cuando el hígado recibe en forma crónica muchos AG sintetiza más triglicéridos y ensambla una VLDL de mayor tamaño para exportar este exceso de triglicéridos. El exceso de AG puede provenir de una dieta rica en ellos o del tejido adiposo, si existe resistencia a la insulina o diabetes tipo 2, o lo que resulta más común, por una combinación de ambas fuentes. Dicha VLDL grande no es captada eficientemente por el hígado y sólo es procesada por la lipoproteína lipasa hepática (LPL) que hidroliza una cierta cantidad de triglicéridos, regresando la partícula al plasma. Las VLDL grandes y las IDL derivadas de ellas pasan más tiempo expuestas a la LPL del endotelio extrahepático y a otras lipasas, lo que origina una subclase de las LDL que son más pequeñas y densas y, proporcionalmente, más ricas en ésteres de colesterol que las LDL que provienen de VLDL pequeñas (Camejo y Hurt-Camejo 1999).

Esta aparente paradoja de que VLDL grandes producen LDL pequeñas y densas y que VLDL pequeñas producen LDL grandes, recibe en la actualidad una gran atención al haberse demostrado que la presencia de las LDL pequeñas, o fenotipo B, es muy común en personas con resistencia a la insulina y manifestaciones tempranas de ateroesclerosis. Existen otros factores que han sido asociados a alteraciones en la distribución de subclases de LDL tales como un incremento en la actividad de la proteína transferidora de ésteres de colesterol, lipasa hepática, fenotipo ApoE, género y ejercicio (Camejo y Hurt-Camejo 1999).

Diversos mecanismos se han postulado que le confieren el carácter proaterogénico a la LDL pequeña y densa. Uno de los mecanismos es un tiempo de vida media mayor debido a que tienen una menor afinidad por el receptor de LDL (Nigon y col 1991). También se ha demostrado que la infiltración en la pared arterial de estas partículas de LDL pequeñas y densas es mayor en comparación a las LDL grandes y menos densas (Bjornheden y col 1996). Las LDL pequeñas y densas son más eficientemente retenidas por interacciones con proteoglucanos (Hurt-Camejo y col 1990), probablemente por presentar menor contenido de carbohidratos y ácido siálico (Millar y col 1999). Una vez retenidas estas LDL parecen ser más susceptibles a la oxidación (Tribble y col 1995) y captadas por los macrófagos (Hurt-Camejo y col 1990).

1.4 Receptores activados por proliferadores de peroxisomas (PPARs)

Los PPARs son factores de transcripción activados por ligandos que pertenecen a la superfamilia de receptores nucleares. Hasta la fecha se han identificado tres subtipos de PPARs (PPARs(, PPARs(( y PPARs() cada uno exhibe un diferente patrón de distribución en tejidos (Desvergne y col 2006). Los dominios funcionales de los PPARs consisten de un dominio N-terminal que permite la activación independiente de ligando y puede conferir actividad constitutiva sobre el receptor, la cual es regulada negativamente por fosforilación; un dominio de unión al ADN (DBD) que comprende dos dedos de zinc  separada por una región bisagra; y un dominio de unión al ligando (LBD) (Figura 8a). Los PPARs son activados por ligandos naturales tales como ácidos grasos y eicosanoides (leucotrienos y prostaglandinas) y por agonistas farmacológicos tales como los fibratos (se unen a PPAR() y tiazolidenedionas (TZDs) (se unen a PPAR() (Desvergne y Wahli 1999; Schoonjans y col 1996).
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Figura 8. Representación esquemática de los dominios de PPARs (a). Heterodímero PPAR/RXR unido a PPRE en la región reguladora de genes blanco (b).

Los PPARs participan en la regulación de la expresión de genes específicos, a través de la unión del ligando a PPARs, lo que resulta en la activación de éste como factor  transcripcional. El receptor dimeriza, formando un heterodímero con el receptor del ácido 9-cis retinoico (RXR). El receptor activado se une a secuencias del ADN específicas (AGGTCA) denominadas elementos de respuesta a proliferadores peroxisomales (PPRE), presentes en los genes bajo control (Figura 8b) La unión del ligando induce un cambio conformacional en el receptor nuclear, que permite el reclutamiento de los coactivadores o corepresores de la transcripción. Los PPARs modifican la expresión de numerosos genes entre los que se encuentran los genes, que regulan el metabolismo de los lípidos, la homeostasis de glucosa, el control del ciclo celular, la inflamación y la respuesta inmune (Desvergne y Wahli 1999; Schoonjans y col 1996).

PPAR(
PPAR( es predominantemente expresado en el hígado; también esta presente en músculo esquelético, corazón, riñón, células endoteliales, células musculares lisas vasculares (VSMCs) y monocitos/macrófagos. Parece ser que los ligandos naturales de este receptor son los ácidos grasos saturados y poliinsaturados (PUFAs), aunque no está claro si ellos alcanzan concentraciones suficientemente altas para estimular el receptor (Willson y col 2000). In vitro, los fibratos son agonistas débiles de PPAR( y necesitan ser administrados a altas dosis a fin de alcanzar efectos clínicamente significativos. Los fibratos reducen la síntesis de triglicéridos y la secreción de VLDL en el hígado, sin embargo tienen poco efecto en la corrección de la resistencia a la insulina (Hernández-Mijares       y col 2000). Los PPARs( activados, en el hígado aumentan la expresión de un gran número de genes involucrados en la oxidación de ácidos grasos incluyendo la palmitoil carnitina transferasa, la acil-CoA oxidasa peroxisomal y la 3-hidroxi-3 metilglutaril sintetasa mitocondrial. Esto hace posible que la activación farmacologicamente efectiva de PPAR( podría disminuir la síntesis endógena de ácidos grasos, aumentar la oxidación de ácidos grasos a nivel mitocondrial y de peroxisomas; además podría incrementar la termogénesis a expensas de la síntesis de adenosina trifosfato (ATP) (Fruchart y col 1999).

En células vasculares, los agonistas de PPARs( ejercen efectos antiinflamatorios que incluyen inhibición de citoquinas que inducen la expresión de moléculas de adhesión e incremento de la expresión de la oxido nítrico sintetasa endotelial (NOS). En células endoteliales, los agonistas de PPARs( reducen las concentraciones de IL-6 plasmática y en VSMCs disminuyen la expresión de ciclooxigenasa-2 por represión de la señalización vía NF-(B. PPARs(, en macrófagos activados por citoquinas inducen apoptosis y regulación negativa de la expresión de factor tisular y metaloproteinasas (Rizzo and Fiorucci 2006).

PPAR(
Los ácidos grasos poliinsaturados, eicosanoides, prostaglandinas y sus metabolitos son activadores endógenos de los PPAR( y la concentración de ácidos grasos requerida para activar PPAR( es similar a la encontrada en el suero humano. PPAR( muestra una modesta preferencia por los ácidos grasos poliinsaturados esenciales (PUFAs) incluyendo ácido linoleico, ácido linolénico, ácido araquidónico y ácido eicosapentanoico (Willson y col 2000). Se cree que PPAR( podría actuar como un sensor de ácidos grasos que acopla los cambios en la concentración total de PUFAs con genes blanco asociado con la homeostasis de lípidos y glucosa. Entre los activadores sintéticos de los PPARs se han descrito los tiazolidenedionas (TZDs), los cuales han sido ampliamente estudiados por su efecto antidiabético. Troglitazona, rosiglitazona y pioglitazona mejoran la sensibilidad a la insulina, probablemente por que estimulan la toma de glucosa por  tejido periférico y aumentan la supresión de la producción de glucosa hepática. Experimentos en ratas alimentadas con grasa indican que el mejoramiento en la regulación de la glucosa es secundaria a un aumento en la toma de NEFAs por el tejido adiposo, con la concomitante reducción en el suministro de NEFAs en músculo e hígado, reduciendo así el efecto nocivo de los ácidos grasos sobre la acción de la insulina en el músculo (Kersten y col 2000; Petersen y Shulman 2006). 

Tres isoformas de PPAR( han sido encontradas en humanos (PPAR(1 PPAR(2 y PPAR (3). PPAR(1 es ampliamente expresado en diferentes tejidos como corazón, intestino, riñón, páncreas, baso y músculo esquelético. PPAR(2 es expresado predominantemente en tejido adiposo, en el que induce diferenciación de los adipocitos en las etapas tempranas. Por otra parte PPAR(3 es expresado solamente en tejido adiposo, macrófagos y epitelio de colon (Kersten y col 2000).  

En modelos animales, los agonistas de PPAR( ejercen efectos anti-ateroescleróticos, pero esto no esta muy claro. Sin embargo, ejercen efectos potencialmente nocivos porque inducen sobreexpresión del receptor basurero CD36, aumentando la toma de LDL oxidadas, incrementando así la formación de células espumosas. En células endoteliales, los TZDs inhiben la expresión de moléculas de adhesión celular vascular 1 (VCAM-1) y moléculas de adhesión intercelular (ICAM), resultando en la reducción de la acumulación de monocitos en la intima arterial y reprimen la expresión de citoquinas proinflamatorias (TNF( e IL-6) en macrófagos; además inhiben la proliferación de CMLs (Rizzo and       Fiorucci 2006).

Una de las mas serias alteraciones asociadas con resistencia a la insulina (incluyendo diabetes tipo 2) es el perfil lipoproteico aterogénico. En sujetos con diabetes tipo 2, un incremento en la morbilidad y mortalidad por enfermedad arterial está estrechamente relacionado con aumentos en la hipertrigliceridemia postpandrial, acumulación de remanentes de VLDL, presencia de LDL pequeña y densa así como disminución en el número de partículas de apoA1 contenidas en las HDL (Camejo 2003).

Una de las principales causas del perfil aterogénico es un exceso en el influjo de NEFAs al hígado, lo cual lleva a un aumento en la síntesis de triglicéridos en el hígado y a la producción de VLDLs de mayor tamaño y con más triglicéridos por partícula. Estas partículas, las cuales son pobres sustratos para la lipoproteína lipasa (LPL), pasan mas tiempo en circulación e intercambian ésteres de colesterol con las HDL a través de la proteína transferidora de esteres de colesterol (CETP), reduciendo así las concentraciones plasmáticas del denominado colesterol de las HDL, parámetro de interés clínico que caracteriza dicha situación y que es la razón por la cual se encuentran elevadas las VLDL e IDL cuando disminuye el HDL-C (Camejo y col 2001). Es de suponer que, a través de mejoras en la sensibilidad a la insulina del tejido adiposo, substancias tales como los agonistas de PPARs podrían reducir el influjo de NEFAs al hígado y también mejorar la dislipidemia debida a la resistencia a la insulina (Camejo 2003).

1.5. Diabetes, Resistencia a la insulina y Sindrome Metabólico

Diabetes

La diabetes es un padecimiento conocido desde hace siglos; sin embargo, a finales del milenio el conocimiento de su etiología, historia natural y epidemiología es aún incompleto. La frecuencia de diabetes ha aumentado dramáticamente en los últimos 40 años, sin considerar que tanto en los países desarrollados como en los subdesarrollados existe un subregistro. Predomina en el sexo femenino y es más frecuente en el grupo de edad de 45 a 64 años. La prevalencia es mayor en los países desarrollados que en los países en vías de desarrollo; sin embargo, el incremento proporcional será mayor en países en vías de desarrollo. La Federación Internacional de Diabetes (IDF) anticipa que la incidencia de diabetes en sujetos entre 20 a 79 años aumentará alrededor del 40% en los próximos 20 años; de 194 millones en el 2003 a 333 millones en el 2025 (International Diabetes Federation 2005). 

La diabetes mellitus tipo 2 es la forma más común de este proceso patológico, la cual se presenta en un 90-95% de los individuos afectados.  La diabetes mellitus se considera actualmente como uno de los principales problemas de salud a nivel mundial y la repercusión socioeconómica de esta enfermedad en cualquier país es muy importante. Se estima que afecta entre 60 y 100.000.000 de personas en el mundo y después del cáncer y del infarto del miocardio, es la tercera causa de muerte. Es una de las enfermedades que más cara resulta a la sociedad, por la mortalidad temprana, invalidez laboral y costos generados por sus complicaciones y su tratamiento.

La diabetes es un desorden metabólico caracterizado, primariamente, por niveles elevados de glucosa en sangre y por complicaciones micro y macrovasculares que aumentan substancialmente la morbilidad y mortalidad asociada con la enfermedad y reducen la calidad de vida (Himsworth 1936, Reaven 1988). La diabetes se clasifica en: a) diabetes tipo 1 o insulinodependiente, la cual se diagnostica inicialmente en niños, adolescentes o jóvenes. En ella, las células beta del páncreas ya no producen insulina porque el sistema inmunitario del cuerpo las ha atacado y destruido; b) diabetes tipo 2 o no insulinodependiente, que puede aparecer a cualquier edad, incluso durante la niñez y representa alrededor del 90% de todos los casos de diabetes. Esta forma de diabetes exhibe tres fases bien definidas: en primer término se presenta un estado de resistencia periférica a la insulina, asociado a cifras normales de glicemia, debido a que existe un incremento de la producción de esta hormona; en una etapa ulterior, a medida que la resistencia a la acción hormonal es más prominente, la hiperproducción de insulina no es suficiente para controlar la cifras de glucosa en sangre, y en consecuencia, aparece hiperglicemia postpandrial. Por último, ocurre la insuficiencia de las células beta lo que disminuye la síntesis de insulina, de modo que aparece hiperglicemia en ayuno (Himsworth 1936, Reaven 1988). Es importante señalar que la resistencia a la insulina (RI) está presente y se agrava a lo largo del proceso de la enfermedad. Igualmente se ha establecido que la resistencia a la insulina es el resultado de defectos en la cascada de señales intracelulares, disparada por la unión de la hormona a su receptor y que ello compromete la acción fisiológica de dichas señales sobre el metabolismo de carbohidratos, lípidos, aminoácidos y proteínas (Petersen y Shulman 2006).

La presencia de hiperglicemia implica defectos en varios órganos. El deterioro en la secreción de insulina resulta de defectos en las células ( de los islotes pancreáticos. En el hígado, la producción de glucosa aumenta como una consecuencia del incremento de la gluconeogénesis. Sin embargo, antes de todos estos eventos, y frecuentemente anticipado a éstos por décadas, existen alteraciones patológicas en la respuesta de músculo esquelético a la insulina (Petersen y Shulman 2006).

Resistencia a la insulina y Síndrome metabólico
La resistencia a la insulina consiste en una disminución del efecto de la insulina para estimular la captación de glucosa por las células blanco (hepatocitos, adipocitos, células musculares). La consecuencia inmediata de la RI es el incremento compensador de la secreción de insulina, produciéndose hiperinsulinismo (Reaven 1988; Camejo y col 2001). En los estados de resistencia a la insulina con hiperinsulinemia, la dislipidemia se caracteriza por: aumento de triglicéridos, disminución de la concentración de HDL colesterol (HDL-C) y predominio en el plasma de partículas de LDL pequeñas y densas, generalmente con elevación de la LDL colesterol (LDL-C). Además, y de mucha importancia, los niveles de ácidos grasos no esterificados unidos a la albúmina están crónicamente elevados. Este perfil de alteraciones lipídicas tiene un importante efecto aterogénico y justifica la creciente atención que se presta al metabolismo lipídico en los pacientes diabéticos (Camejo y col 2001; Wilson y col 1985; Camejo 2003).

En 1988, Reaven describe un síndrome que recoge algunas de estas sintomatologías y le dio un enfoque fisiopatológico común, denominándolo síndrome X o síndrome metabólico, postulando como componentes del mismo: intolerancia a la glucosa, hiperinsulinemia, aumento de triglicéridos, disminución de HDL-C e hipertensión arterial; destacando como mecanismo fisiopatológico integrador la resistencia a la acción de la insulina (Reaven 1988). La Organización Mundial de la Salud (OMS), con el fin de unificar criterios, propuso en 1998 una definición de síndrome metabólico que incluye a la diabetes y/o resistencia a la insulina, acompañado de dos o más de los siguientes componentes:

· Tensión arterial elevada (igual o mayor a 140/90mmHg).

· Triglicéridos plasmáticos elevados (igual o mayor a 150mg/dL).

· HDL bajo (menor de 35mg/dL) en hombres, (menor de 40mg/dL) en mujeres.

· Obesidad Central (relación cintura-cadera >0,90 para hombres y >0,85 para mujeres) y/o índice de masa corporal (IMC) >30kg/m2.

· Microalbuminuria (excreción mayor a 20µg/min) (WHO 1997).


Aunque para la determinación de la resistencia a la insulina se ha recomendado el clamp euglucémico hiperinsulinémico y el test de supresión de la insulina (Bergman y col 1985), estos métodos son complejos para utilizarlos en la práctica clínica y en estudios de población. Sin embargo, la determinación de insulina en ayunas correlaciona bien con la sensibilidad a la insulina evaluada por la técnica de clamp. La resistencia a la insulina se estudia por medio del modelo de registro homeostático (HOMA), un índice que incluye las concentraciones de insulina y glucosa, cuyos valores correlacionan bien con el clamp euglucémico-hiperinsulinémico, r=0,88, P<0,0001 (Matthews y col 1985).

En mayo del 2001, se reunió en Estados Unidos el Panel de Expertos del Programa Nacional de Educación sobre el Colesterol (National Cholesterol Education Program Expert Panel on the detection, evaluation, and treatment of high blood cholesterol in adults; Adult Treatment panel III), conocido como ATP III, el cual propuso un listado de criterios definitorios del síndrome metabólico, los cuales se muestran en la Tabla III. Es de destacar que el ATP III no incluye entre sus parámetros diagnósticos la determinación de los valores de insulina plasmática ni la complicada medición de la resistencia a la insulina, de allí que resulte una clasificación de más fácil implementación por parte del clínico (Adult Treatment  panel III 2001).


Podemos definir al Síndrome Metabólico como: un grupo de problemas de salud causados por la combinación de factores genéticos y factores asociados al estilo de vida, especialmente la sobrealimentación y la ausencia de actividad física; en donde, el exceso de grasa corporal (abdominal) y la inactividad, favorecen el establecimiento de la resistencia a la insulina, estando algunos individuos predispuestos genéticamente a padecerla (Reaven 1988; Camejo y col 2001; Zimmet y Boyko 1999).
Tabla III. Identificación clínica del síndrome metabólico                      propuesta por el ATP III

	Factor de riesgo
	Definición

	Obesidad abdominal
	Circunferencia de la cintura >102cm en hombres y >88 en mujeres.

	Triglicéridos altos
	Igual o mayor a 150mg/dL.

	Colesterol HDL bajo
	<40mg/dL en hombres y  <50mg/dL en mujeres.

	Hipertensión arterial 
	Igual o mayor a 130/85mmHg.

	Glicemia en ayunas
	Igual o mayor a 110mg/dL.


Relación entre obesidad, resistencia a la insulina y diabetes


La diabetes tipo 2 asociada a la obesidad, es un problema creciente de salud pública y de gran impacto tanto en países desarrollados como en desarrollo (Kopelman 2001). La elevada prevalencia de diabetes tipo 2 en individuos con sobrepeso y obesos es uno de los principales problemas médicos. Extensos estudios prospectivos muestran como, en 10 años, el riesgo relativo de desarrollar diabetes en sujetos con un índice de masa corporal (IMC) de 27, es de 5 a 6 veces mayor que el de sujetos con un IMC de 22 (Willet 1999). En mujeres, la curva que relaciona el IMC con el riesgo de diabetes tiene una pendiente mayor, de manera tal que en aquellas con IMC de 25 ya el riesgo relativo es de 5 a 6 veces mayor que en aquellas con valores de 22. En sujetos con valores de IMC mayores de 27, el riesgo relativo para diabetes se incrementa casi exponencialmente en ambos sexos (Willet y col1999).


El hecho de que la obesidad ha sido calificada como una enfermedad de los tiempos modernos, se debe a que en la actualidad, su mayor frecuencia entre nosotros es fundamentalmente producto de factores relacionados con el estilo de vida. Es conveniente tener muy en cuenta que el exceso calórico en la alimentación diaria es transformado en grasa por las células de nuestro cuerpo y depositado en el tejido adiposo subcutáneo y alrededor de ciertos órganos. La obesidad causa o condiciona la presencia de otras enfermedades (ateroesclerosis, hipertensión arterial, diabetes, etc), y agrava, complica y prolonga todas aquellas con las cuales se asocia (enfermedades del corazón, artritis, várices, etc)    (Camejo y col 2001).


La incidencia de la obesidad en la diabetes tipo 2 varía, pero puede llegar a ser tan alta como el 90%. Sin embargo, no todos los sujetos con diabetes tipo 2 son obesos y no todos los sujetos obesos desarrollan diabetes tipo 2. Tanto la diabetes tipo 2 como la obesidad son consideradas como desordenes heterogéneos que obedecen a muchos factores etiológicos (Maggio y                   Pi Sunyer 1997). 

Obesidad e inflamación


Muchas evidencias indican que el tejido adiposo es una importante fuente de citoquinas (Ahima y Flier 2000) y la adiposidad contribuye a crear un ambiente proinflamatorio (Yudkin y col 1999). El tejido adiposo es tanto un órgano endocrino dinámico como un tejido metabólicamente activo. El tejido adiposo produce y secreta factores inflamatorios, los cuales son bien conocidos ya que juegan un importante rol en el proceso ateroesclerótico (Lyon y col 2003; Wellen y Hotamisligil 2005) (Figura 9).
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Figura 9. Adipoquinas expresadas en la obesidad. La expresión de las adipoquinas se encuentra alterada durante la obesidad promoviendo inflamación y pueden promover resistencia a la insulina, disfunción endotelial y finalmente ateroesclerosis (Lyon y col 2003).

Colectivamente, esos factores son llamados adipocitoquinas o adipoquinas. Estas incluyen Factor de Necrosis Tumoral ( (TNF(), leptina, inhibidor del activador del plasminógeno-1 (PAI-1), Interleuquina 6 (IL-6), resistina, y angiotensinógeno (Ahima y Flier 2000). Los niveles de adipoquinas son elevados en humanos y en animales con exceso de adiposidad (Ahima y Flier 2000; Yudkin y col 1999; Wellen y Hotamisligil 2005); y la grasa visceral parece producir varias de esas adipoquinas más activamente que el tejido adiposo subcutáneo (Lyon y col 2003; Dusserre y col 2000). 

Leptina


La leptina es una hormona que se produce a partir de un precursor de 167 aminoácidos, con una secuencia señal de 21 aminoácidos que se escinde antes de que la leptina pase a la sangre, generando una proteína madura de 146 aminoácidos, con un peso molecular de 16 kD y posee una estructura terciaria con un conjunto de 4 hélices, similar a las citoquinas clase I. En 1994, Friedman  clona el gen ob en el ratón y su homólogo humano e identifica su producto proteico como hormona leptina. El nombre leptina deriva de la raíz griega leptos que significa delgado, lo que se debe a su evidente función en el control del peso corporal a través de la regulación del apetito y la termogénesis. La leptina es expresada principalmente en el tejido adiposo y a bajos niveles en la mucosa gástrica y placenta (Friedman y Halaas 1998). La leptina es una señal aferente clave que conecta el nivel de adiposidad y el estado nutricional a la regulación neuroendocrina de la homeostasis de energía, principalmente a través de la reducción en la ingesta calórica y el aumento en el gasto de energía. Para realizar sus funciones la leptina debe unirse a sus receptores específicos, localizados en distintos órganos, existiendo por lo menos 6 isoformas de estos receptores. El gen que codifica para el receptor de leptina fue llamado gen db. 


Los ratones ob/ob y db/db tienen fenotipos idénticos, con un peso 3 veces mayor que el de los ratones normales y además muestran un aumento de 5 veces en el contenido de grasa. En adición estos animales son RI y diabéticos y acumulan grandes cantidades de lípidos en tejidos periféricos, incluyendo el hígado. La administración de leptina en ratones ob/ob actúa regulando la adiposidad, llevando a una disminución en la ingesta e incrementos en el gasto de energía que lleva a la pérdida de peso (Friedman y Halaas 1998; Cohen y Friedman 2004). Sin embargo, existen ratones y humanos obesos que no responden o responden deficientemente a la administración de leptina. Esta aparente ineficacia a la leptina fue identificada como resistencia a la leptina. Ciertos datos indican que la resistencia a la leptina involucra tanto defectos previos a la activación del receptor como también a nivel de receptor y post-receptor. Estos incluyen una incapacidad de la leptina periférica a alcanzar el hipotálamo, disminución del número de receptores de leptina en hipotálamo y deterioro en las señales de transducción de la leptina. El primero es debido a una disminución del transporte de la leptina circulante en el Sistema Nervioso Central, asociado con obesidad inducida por la dieta y la edad. Varios factores han sido identificados por afectar el transporte de leptina, por ejemplo los (-1 adrenergicos aumentan la actividad del transportador de leptina, mientras que lipopolisacárido, triglicéridos, obesidad y prolongado ayuno disminuyen la velocidad del transporte (Zhang y Scarpace 2006).

TNF(

El TNF( es una citoquina producida principalmente por monocitos, linfocitos, tejido adiposo y músculo. El TNF( señaliza a través de dos receptores de membrana (TNFR): TNFR1 (p55 en ratones y p60 en humanos) y TNFR2 (p75 en ratones y p80 en humanos). Las fracciones solubles de estos receptores sTNFR1 y sTNFR2, resultan de la proteolisis de la porción extracelular del receptor cuando el TNF( se une a este (Ahima y Flier 2000). 


El TNF( es secretado por el tejido adiposo, especialmente en la obesidad y actúa de una forma autocrina y paracrina para interferir con la acción de la insulina en el tejido adiposo y el músculo. El TNF( ha sido implicado como un regulador importante de la sensibilidad a la insulina. Estudios in vivo han demostrado que el tejido adiposo de roedores y humanos obesos con resistencia a la insulina produce significativamente mayor cantidad de TNF( y la neutralización de éste en roedores con resistencia a la insulina, produce un aumento de la captación de glucosa en respuesta a la insulina. Por otra parte, ratones ob/ob TNF( -/- o p55-/- muestran niveles de insulina mas bajos que los ratones salvajes. La exposición de células a TNF( o a niveles elevados de ácidos grasos libres estimula la fosforilación inhibitoria de los residuos de serina del sustrato del receptor de insulina (IRS-1). Esa fosforilación reduce tanto la fosforilación de la tirosina de IRS-1 en respuesta a la insulina como la disponibilidad de IRS-1 para asociarse con el receptor de insulina y además inhibe la señalización hacia abajo y la acción de la insulina (Feinstein y col 1993; Wellen y Hotamisligil 2005; Hotamisligil 1999). 

IL-6

La IL-6 es una citoquina multifuncional producida por diferentes tipos celulares, incluyendo las células del sistema inmune, células endoteliales, fibroblastos, miocitos, y tejido adiposo, influyendo en la respuesta inflamatoria y de estrés. La producción y concentración de IL-6 se correlacionan positivamente con el IMC. La concentración de IL-6 se asocia a la de marcadores de respuesta de fase aguda, incluyendo la proteína C reactiva (PCR), en paralelo a la dislipidemia (aumento de triglicéridos y disminución del HDL-C). La concentración de triglicéridos totales, de la fracción VLDL y de NEFAs post-pandriales también se asocian positivamente con la concentración de IL-6. Tanto la IL-6 como el TNF( reducen la expresión de LPL. Es posible que el TNF( producido por el adipocito y cuya expresión aumenta en la obesidad induzca la expresión de IL-6 en tejido adiposo (Fried y col 1998).


La concentración de IL-6 se asocia de forma significativa a la tensión arterial, mediante la inducción de angiotensinógeno. Por otra parte, la IL-6 también podría contribuir con un aumento del colágeno de la pared vascular, así como a la inducción de la síntesis de fibrinógeno, un determinante mayor de la viscosidad sanguínea (Fried y col 1998).

Angiotensinógeno


El angiotensinógeno es el precursor del principal péptido vasoconstrictor proaterogénico, angiotensina II (Ang II); éste es expresado y producido en adipocitos. En células vasculares, la Ang II estimula directamente la expresión de ICAM-1, VCAM-1, MCP-1, M-CSF por activación de genes que regulan NF-(B. La Ang II promueve también la formación de radicales de oxígeno libre a partir de oxido nítrico (NO), por esta razón disminuye la disponibilidad de NO y provoca daños de la pared vascular. Aumento en la producción de angiotensinógeno por el tejido adiposo en obesidad ha sido relacionado con angiogénesis y desarrollo de hipertensión, los cuales están asociados a disfunción endotelial (Lau y col 2005; Lyon y col 2003).

PAI-1
El PAI-1 es una glicoproteína de simple cadena con 379 aminoácidos y peso molecular de 50 Kd que es secretado por plaquetas, células endoteliales y tejido adiposo. El PAI-1 es un inhibidor fisiológico de la activación del plasminógeno in vivo, y las elevaciones en plasma del PAI-1 parecen comprometer los mecanismos normales de eliminación de la fibrina y promover trombosis. El PAI-1 está dramáticamente sobreregulado en la obesidad y varias hormonas y citoquinas son responsables del aumento del PAI-1 en el tejido adiposo. Estas incluyen TNF(, insulina/proinsulina, TGF-( y Ang II. Además los triglicéridos y los ácidos grasos también pueden estimular la expresión de PAI-1 en tejido adiposo (Loskutoff y Samad 1998). 
 
El PAI-1 tiene dos importantes acciones en la pared del vaso. Primero, inhibe la lisis de fibrina y, por lo tanto, juega un importante papel promoviendo la formación del trombo después de la ruptura de la placa ateroesclerótica inestable. Segundo, la elevada actividad de PAI-1 por alteración del balance fibrinolítico también contribuye a la remodelación de la arquitectura vascular. Altos niveles de PAI-1 en sujetos con diabetes es el principal responsable del estado protrombótico de estos sujetos, el cual lleva a un aumento de la mortalidad ateroesclerótica (Lyon y col 2003).

Adiponectina


La adiponectina, también denominada Acrp-30, Adipo Q en ratones, apM1 (gen transcripto mas abundante en tejido adiposo) y GPB28 (proteína unidora de gelatina), en humanos fue originalmente identificada independientemente por 4 grupos de investigadores, usando diferentes técnicas. El gen que codifica la adiponectina expresa una proteína de 244 aminoácidos secretada exclusivamente por el tejido adiposo blanco y pardo. La adiponectina esta compuesta de 4 dominios estructurales distintos, una secuencia señal amino-terminal, una región variable, un dominio colagenasa (cAd) y un dominio globular carboxi-terminal (gAd). En base a su secuencia de aminoácidos y a la estructura de sus dominios, la adiponectina comparte una alta homología con la subunidad C1q del factor de complemento. La adiponectina en plasma, existe en un amplio rango de complejos multiméricos y se combina a través de su dominio colagenasa para crear 3 formas oligoméricas: un trímero de bajo peso molecular (LMW), un hexámero de mediano peso molecular (MMW) y un complejo de 12 a 18 monómeros de alto peso molecular (HMW). Por otra parte, se han clonado dos receptores para la adiponectina denominados Adipo R1 y Adipo R2 (Ekmekci y Ekmekci 2006; Kadowaki y col 2006).


La síntesis y secreción de adiponectina es regulada por varios mecanismos como lo son la insulina, el factor de crecimiento similar a insulina (IGF-1) y PPAR. Las mujeres tienen niveles más elevados de adiponectina que los hombres, sugiriendo esto, que las hormonas sexuales regulan también la producción de adiponectina. Una vez sintetizada la adiponectina sufre modificaciones post-traduccionales (hidroxilación y glicosilación) (Ekmekci y Ekmekci 2006; Kadowaki y col 2006).


La adiponectina aumenta y mimetiza la acción metabólica de la insulina, incrementando la oxidación de ácidos grasos y la eliminación de glucosa en el músculo esquelético. En el hígado, disminuye la entrada de ácidos grasos, aumenta la oxidación de los ácidos grasos y contribuye a reducir la producción de glucosa y síntesis de VLDL. En el endotelio vascular, disminuye la adhesión de monocitos al endotelio, suprime la transformación de macrófagos en células espumosas, e inhibe la migración y proliferación de células musculares lisas (Ekmekci y  Ekmekci 2006; Kadowaki y col 2006). En contraste a la expresión de adipoquinas tales como TNF( y resistina, las cuales causan resistencia a la insulina, la expresión de adiponectina es reducida en ratones obesos y resistentes a insulina. Los niveles de adiponectina en plasma son reducidos en sujetos obesos, particularmente aquellos con obesidad visceral y se correlaciona inversamente con la resistencia a la insulina y esta asociado a una alta incidencia de diabetes (Ekmekci y Ekmekci 2006; Kadowaki y col 2006).

Resistencia a la insulina, síndrome metabólico y disfunción endotelial


La resistencia a la insulina se correlaciona positivamente con el grado de obesidad (obesidad abdominal) y se considera un predictor para el desarrollo de diabetes tipo 2. El seguimiento dual de la obesidad y la diabetes lleva a apoyar la idea de que la RI es la conexión causal entre las dos condiciones existentes. La RI es la anormalidad central del síndrome metabólico y está fuertemente asociado con disfunción endotelial e incremento en el riesgo a sufrir ateroesclerosis. La resistencia a la insulina y la hiperinsulinemia adaptativa son considerados la causa de la disfunción endotelial y ejercen efectos mitogénicos sobre las células musculares lisas vasculares, en contraste al efecto vasodilatador de la insulina por promoción de la liberación de NO bajo condiciones fisiológicas normales (Lyon y col 2003; Lau y col 2005).


Experimentos con células musculares lisas de arterias humanas han mostrado que una sobre-exposición a AGL altera los genes que controlan la producción de proteoglucanos de la matriz extracelular, oponiéndose a la actividad controladora de la insulina, es decir induciendo RI. El resultado es la producción de una matriz con una mayor afinidad por la LDL (Rodríguez-Lee y col 2006). Si un mecanismo similar tiene lugar in vivo,  es de esperarse que este efecto de los AGL sea un importante contribuyente a la retención de las LDL y a la aterogénesis como lo postula la hipótesis de “la respuesta a la retención”  (Williams y        Tabas 1998).

En adición a la hiperinsulinemia, varios factores del síndrome metabólico han sido implicados en la disfunción endotelial (Figura 9). El deterioro en la acción de la insulina en el tejido adiposo causa una elevada velocidad de lipólisis y aumenta la liberación de AGL. El incremento en el flujo de AGL no solo empeora la secreción de insulina por células ( del páncreas e induce RI en músculo e hígado por interferencia con el transporte de glucosa y la entrada de glucosa a la célula mediada por la insulina, sino que también ejerce influencias negativas sobre el buen estado del lecho vascular. Los AGL deterioran la vasodilatación y reducen la biodisponibildad de NO porque atenúan la actividad de la NO sintetasa endotelial y estimulan la producción de especies reactivas de oxígeno vía NADPH oxidasa. Los AGL aumentan la gluconeogénesis hepática y sobreproducen VLDL, el cual lleva a un aumento de las LDL pequeñas y densas aterogénicas y disminuye el efecto protector de las HDL, influenciando de esta manera negativamente la función endotelial y el proceso aterogénico (Lau y col 2005).

La presencia de diabetes confiere un aumento del riesgo cardiovascular equivalente al de haber sufrido previamente un accidente cardiovascular (Haffner y col 1998); hoy día el sujeto con diabetes se considera un enfermo cardiovascular. Ambos hechos son el resultado final de dos importantes vías en paralelo (Figura 10): 1) la progresión de la resistencia a la insulina hacia el síndrome metabólico, prediabetes y finalmente diabetes; y 2) la progresión de la disfunción endotelial con inflamación progresiva, trombosis y oxidación en la pared del vaso, para formar la estría grasa y, finalmente, para desarrollar placas ateroescleróticas avanzadas (Lyon y col 2003). Verdaderamente, en el estado prediabético (intolerancia a la glucosa), hay un incremento de dos veces en el riesgo a desarrollar ateroesclerosis, y en la diabetes el riesgo se incrementa 3 a 4 veces (Nesto 2001). La RI, por si misma parece ser un factor de riesgo equivalente de disfunción endotelial (Pinknyt y col 1997).
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Figura 10. La obesidad promueve la progresión paralela de resistencia a la insulina a diabetes tipo 2 y la disfunción endotelial a ateroesclerosis (Lyon y col 2003; Lau y col 2005)
2. Objetivos

Tomando en cuenta que:

a) La sPLA2 puede inducir agregación y/o fusión de las lipoproteínas unidas a la matriz y también incrementar su unión fuertemente a los proteoglucanos de la matriz (Murakami y Kudo 2003; Hakala y col 2001).

b) Las lipoproteínas apo B-100 modificadas por sPLA2 son más susceptibles a otras modificaciones enzimáticas y no enzimáticas, induciendo captación y acumulación de lípidos intracelulares en macrófagos y unión fuerte a proteoglucanos de la matriz extracelular (Hakala y col 2001; Sartipy y col 1998).

c) La dislipidemia de la resistencia a la insulina y la diabetes, es aparentemente el primer contribuyente al exceso de mortalidad y morbilidad por enfermedad cardiovascular ateroesclerótica presente entre quienes sufren estas condiciones (Taskinen 2003).
Se pretende en el presente proyecto, evaluar si el plasma de sujetos obesos con/sin diabetes tipo 2 tiene una actividad aumentada de sPLA2 y si la adición de sPLA2 IIA y V exógena puede modificar las VLDL, LDL y HDL de sujetos obesos con/sin diabetes tipo 2 y así contribuir a la generación de un perfíl lipoproteico aterogénico.

Objetivo General:


Evaluar  la  posible  contribución  de  la  fosfolipasa  A2 (IIA y V)  al  perfil aterogénico  de  sujetos obesos con/sin diabetes tipo 2.

Objetivos Específicos:

1.- Determinar la actividad de la sPLA2 en plasma de sujetos obesos con/sin diabetes tipo 2 y sujetos no obesos con/sin diabetes tipo 2.
2.- Determinar la presencia de la sPLA2 (IIA y V) en VLDL, LDL y HDL de sujetos obesos con/sin diabetes tipo 2 y sujetos no obesos con/sin diabetes   tipo 2.
3.- Estudiar la posible asociación entre los niveles de la fosfolipasas A2 (IIA y V) con marcadores de la aterogenicidad de la dislipidemia en los sujetos estudiados.

3. METODOLOGÍA

3.1.- Población
Se tomó muestras de sangre de 24 sujetos obesos con diabetes tipo 2; 24 sujetos obesos sin diabetes tipo 2; 24 sujetos no obesos con diabetes tipo 2; y 24 sujetos no obesos sin diabetes (controles) mayores de 35 años, los cuales se clasificarán según su índice de masa corporal (IMC) en: 

· Peso Ideal (No obesos): 20-24.9 Kg/m2
· Obesidad: > 30 Kg/m2
El diagnóstico de diabetes fue asignado a sujetos con niveles de glicemia en ayunas, mayores de 110 mg/dL. Todos los pacientes con diabetes habían estado sometidos a tratamiento convencional  por más de 3 años y pertenecian a la Unidad de Diabetes del Hospital Vargas de Caracas. 
Muestras Sanguíneas: De cada voluntario participante en el proyecto se tomó una muestra sanguínea (20 ml) que fue colectada en un tubo de vidrio con EDTA y 10 µmol/L hidroxi-tolueno-butilado (BHT) la cual se extrajo de la región anterior del antebrazo, previa asepsia, mediante punción venosa con inyectadora o vacutainer. La muestra fue centrifugada en un lapso no mayor de 30 minutos a 3000 xg en una centrífuga Sorvall GLC-2B (Duponts Instruments, New Town, Escocia)  por 15 min. El plasma fue almacenado en alícuotas, a        –70°C  hasta el análisis respectivo.

A todos los sujetos incluidos en el protocolo se les informó previamente sobre el objetivo de la investigación, así como de los riesgos inherentes a la toma de muestra sanguínea y se les dejó en libertad de participar o no en dicho estudio. El protocolo del estudio fue realizado cumpliendo las normas de ética establecidas por la OMS para trabajos de investigación en Humanos y la declaración de Helsinki ratificada por la 29th World Medical Assambly Tokio 1975, y contó con la aprobación  del Comité de Ética del IVIC. 

3.2.- Marcadores hematológicos 


Hematología Completa: Las determinaciones de hemoglobina, hematocrito, contaje de glóbulos rojos, glóbulos blancos y plaquetas se realizó en equipo Coulter (Coulter Fla, EE.UU), con previa calibración y obedeciendo los criterios de control de calidad. 
3.3.- Marcadores bioquímicos
Glicemia: La determinación de la concentración de glucosa en plasma fue realizada por el método de hexoquinasa, empleando un equipo automatizado marca DuPont Dimension XL (DuPont companies, New Town, Escocia). La concentración de glucosa fue medida utilizando una técnica bicromática de punto final (340-383 nm).

Determinación de colesterol total: Las concentraciones de colesterol plasmático y de las diferentes subfracciones de lipoproteínas plasmáticas separadas por el método de Camejo y col. (Camejo y col 1981), fueron determinadas por el método de Bowman y Wolf 1963, utilizando soluciones patrones de colesterol (Aldrich Chemical. CO., Inc. Wilwaukee, EE.UU) disueltos en etanol absoluto (Merck & Co. Darmstadt, Alemania). El método se basa en medir la absorbancia a 550 nm del cromóforo formado a partir de la reacción entre los lípidos plasmáticos extraídos con etanol y el reactivo de Zack (dilución 8 en 100 ml de H2SO4 concentrado de una solución madre de  2,5 mg de FeCl​3 6 H20 en 100 mL de H3PO4 al 87%). Brevemente: 50 µl de muestra se agregó a 2,5 ml de etanol, mezclándose inmediatamente. Se centrifugó a 600 xg por 10 min. El sobrenadante etanólico (2 ml) se separó en un tubo de vidrio y a este se le agregó 2 ml del reactivo de Zack. Se mezcló y se esperó 30 min a que se enfriara el tubo. La densidad óptica se midió a 550 nm.  La concentración de colesterol se determinó por una curva de calibración usando colesterol como estándar (Camejo y col 1981; Bowman and Wolf 1963).

Cuantificación del colesterol asociado a lipoproteínas plasmáticas: Para ello se separaron las diferentes fracciones lipoproteicas del plasma por electroforesis en gel de agarosa según Camejo y col. (Camejo y col 1981): a  100 µl de muestra se agregó 50 µl de una solución 0,65% p/v de negro Sudan B, preparado en etilenglicol. Agarosa (0,5% p/v en 0,1M Tris-HCl, pH 8,2) fue derretida y enfriada a 45°C y a esta se le añadió albúmina sérica bovina (Fracción V, Miles Lab. Inc. Elkhart Ind) a una concentración final de 0,2 %. De esta mezcla, 3,5 ml fueron colocados sobre una lámina portaobjetos limpia, en donde se colocaron unas barras de plomo cilíndricas de 10 mm de longitud para la formación de los pozos para la aplicación de las muestras. Por otro lado,    100 µl de agarosa 0,5% p/v fue agregado a la mezcla muestra-negro Sudan B y mantenida a 45°C hasta su aplicación. Al gelificarse la agarosa, se retiraron las barras, y se aplicó 50 µl de muestra. Las láminas se colocaron en una cámara para electroforesis 2117 Multiphor (LKB, Bromma, Suecia) haciendo los contactos con papel de filtro humedecido. El tampón de corrida fue 50mM Barbital-HCl, pH 8,8. La corrida electroforética se realizó usando 8 mA/lámina, demorándose aproximadamente 60 min. Luego, cada banda de lipoproteína fue cortada en segmentos de 15 x 10 mm aproximadamente y colocadas por separado en tubos de vidrio con 2 ml de agua destilada. Los tubos se colocaron en agua hirviendo por 30 min; se enfriaron a 45°C,  y se agregó 2 ml de            n-butanol (Merck & Co. Darmstadt, Alemania).  Los tubos fueron mezclados por 20 seg y centrifugados a 1300 xg por 15 min. Se transfirió 1 ml de la fase superior a otro tubo, donde se agregó 1 ml  del reactivo de Zack para formar el cromóforo que es leído a 550 nm, para así cuantificar la cantidad de colesterol asociado a las diferentes lipoproteínas. 

Determinación de triglicéridos: La concentración de triglicéridos en plasma fue cuantificada por el método colorimétrico descrito por Biggs y col. (Biggs y col 1975). En un tubo de vidrio se colocó 500 µl de muestra, luego se adicionó 2 ml de heptano (Merck & Co. Darmstadt, Alemania) seguido de 3,5 ml de isopropanol (Merck & Co. Darmstadt, Alemania).  A esto se le añadió 1 ml de H2SO4 40 mM y se mezcló el contenido por 20 seg. Al separarse las fases, se tomó 0,1 ml de la fase superior y se colocó en un tubo que contenía 2 ml del reactivo de alcóxido de sodio (metóxido de sodio 28 nM en isopropanol). Se mezcló e incubo a 60°C  por 5 min. Seguido se le añadió 0,5 ml de reactivo de periodato de sodio (metaperiodato de sodio 3 mM en ácido acético: 162,5 mg metaperiodato de sodio, 19,2 g acetato de amonio, 15 ml de ácido acético glacial y completar con agua destilada hasta 250 ml) y se mezcló para luego agregar 1 ml de solución de acetilacetona 73 mM en isopropanol; esto se mezcló e incubó de nuevo a 60°C por 20 min. Al enfriarse los tubos, se midió la densidad óptica a 410 nm. La concentración de triglicéridos se determinó por una curva de calibración usando como patrón trioleína 300 mg/dl (Sigma Chemical Co. St Louis. MO, EEUU) en isopropanol (Merck & Co. Darmstadt, Alemania).  

Determinación de Fibrinógeno: La concentración plasmática de fibrinógeno se determinó por el método de la pesada (Ingram 1952),  usando EDTA como anticoagulante (1mg EDTA/ml sangre). A 250 µl de plasma se le agregaron igual volumen de una solución de 2,5 U/ml trombina en 0,025 M CaCl2, y se incubó a 37°C con una varilla de vidrio sumergida por 10 min. El coágulo formado se enrolló alrededor de la varilla de vidrio, y todo el conjunto se mantuvo en hielo por 30 min, luego de los cuales se procedió a un extenso lavado de los coágulos de fibrina con solución fisiológica 0,9% por espacio de dos horas. Al final del lavado, los coágulos de fibrina se separaron de la varilla de vidrio y se secaron con papel de filtro, se sumergieron en acetona por 15 min y finalmente se secaron para su posterior pesada en balanza. La concentración de fibrinógeno se calculó a partir del peso del coágulo y el volumen de plasma:

Fibrinógeno (gr/L)= (gr de coágulo/volumen de plasma (ml) x 1000


Proteína C reactiva: La concentración plasmática de proteína C reactiva (PCR) se determinó por un ensayo de ELISA competitivo, en la cual se empleó un anticuerpo policlonal anti-PCR de conejo (Calbiochem, Sa Diego, EEUU) para cubrir la placa. A esta se le agregó 25 (l de muestra diluida 1/20 en tampón PBS (Na2HPO4 40mM, NaCl 130 mM pH 7,4), EDTA 0,1%, Tween 20 0,05%, BSA      20 g/L (Sigma-aldrich, St Louis, EEUU) y se le agregó 25 (l de PCR biotinilada (Calbiochem, San Diego, EEUU) diluida 1/10000 en el tampón anteriormente usado. La placa fue incubada a 25 °C por dos horas con agitación constante. Al finalizar la incubación se descartó la mezcla de competencia de la placa y se realizaron 4 lavados con tampón PBS, Tween 20. La PCR biotinilada unida se detectó por la adición de 50 (l de reactivo ABC (Vector Laboratories, California, EEUU) el cual consiste en una mezcla de avidina-biotina marcada con peroxidasa; la placa se incubó a 25 °C  por una hora con agitación constante.  Luego se realizaron 4 lavados con tampón PBS, Tween 20. Finalmente se agregó el sustrato para la reacción de color que incluye 50 (l de una mezcla de ortofenildiamina (4mg/ml) en 10 ml de tampón citrato (ácido cítrico 0,1 M y Na2HPO4 0,2 M) y peróxido de hidrógeno (3%) por 10 minutos. La reacción se detuvo por la adición de 50 (l de H2SO4 1 M. La intensidad del color generado es inversamente proporcional a la concentración de PCR presente en las muestras (Rifai                y col 1999).


Insulina: La concentración de insulina en plasma fue determinada por ELISA empleando un kit comercial (Mercodia, Uppsala, Suecia). Esta es una técnica directa tipo sándwich en el cual se emplearon dos anticuerpos monoclonales contra determinantes antigénicos separados sobre la molécula de insulina. A una microplaca de 96 pozos que tiene unido previamente un anticuerpo monoclonal de ratón anti-insulina, se le agregó 25 (l de plasma y se le agregó   100 (l de una solución conjugado, la cual tiene un anticuerpo monoclonal de ratón anti-insulina conjugado a peroxidasa, esta placa se incuba por 1 hora. Durante el tiempo de incubación, la insulina de la muestra reacciona con el anticuerpo anti-insulina conjugado a peroxidasa y el anticuerpo anti-insulina unido a los pozos de la placa. En el paso de lavado se removió el anticuerpo marcado con la peroxidasa que no se unió a la insulina. Luego se agregó 200 (l del sustrato para peroxidasa que fue 3,3′,5,5′-tetrametilbenzidina (TMB). La reacción se detuvo por adición de H2SO4 1M y la placa fue leída espectrofotométricamente a 450 nm.


Leptina: La concentración de leptina en suero se determinó empleando un kit comercial (DRG International, Marburg, Alemania). Este consiste en una técnica de ELISA tipo sándwich en el cual se empleó un anticuerpo monoclonal dirigido contra un único determinante antigénico sobre la molécula de leptina. Durante el tiempo de incubación, la leptina de la muestra reaccionó con el anticuerpo monoclonal anti-leptina de conejo unido a la placa, formándose un complejo tipo sándwich. Después de la incubación el material no unido fue lavado y se agregó un anticuerpo policlonal anti-conejo conjugado a peroxidasa, para la detección de la leptina unida, la cual se detectó al agregar en una etapa ulterior el sustrato TMB. La reacción se detuvo por adición de ácido sulfúrico y la placa fue leída espectrofotométricamente a 450nm. La intensidad del color generado es directamente proporcional a la concentración de leptina presente en las muestras.


ApoA y ApoB: Las concentraciones de apoA y apoB fueron determinadas usando un ensayo turbidimétrico, empleando un kit comercial (Spinreact, Santa Coloma, España). Este es un ensayo turbidimétrico La muestra a ensayar, fue diluida con solución tampón (Tris 100 mM, polietilénglicol 4000, azida sódica    0,95 g/L, pH 7,2) y con un exceso de anticuerpo, formando un inmunocomplejo insoluble produciendo una turbidez, cuya intensidad es proporcional a la cantidad de antígeno presente en la muestra la cual se determinó espectrofotométricamente a 340 nm.

3.4.- Cinética Enzimática

Actividad de fosfolipasa A2 en plasma: Se empleó como substrato              1-hexadecanoil-2-(1-pirenedecanoil)-sn-glicero-3-fosfogliceryl amonio (pyrene PG) (Molecular Probes, EEUU) a una concentración final de 2 (M. Brevemente, la reacción consiste en:
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El procedimiento se describe a continuación:

1) Actividad Total: En una cubeta (2 ml), bajo agitación constante y a temperatura ambiente (25°C), se agregó 1970 (l de solución substrato de trabajo (substrato a una concentración final 2 (M, en tampón Tris 50 mM, NaCl 100 mM, EGTA 1 mM, pH 7,4), 10 (l BSA (10%) y 20 (l CaCl2 1 M. Se dejó estabilizar la línea de base (aproximadamente 30min) y se inició la reacción agregando 15 ul de plasma. Bajo estas condiciones, la reacción fue lineal por más de 10 minutos. El cambio de fluorescencia se midió en un fluorímetro (Shimadzu RF-1501, ) con excitación a 342 nm y emisión a        395 nm. 

2) Actividad independiente de calcio: Similar al procedimiento anterior pero en vez de adicionar calcio, se agregó 20 (l (EGTA+EDTA) 1 mM. 

3) Actividad dependiente de calcio: Actividad Total - Actividad Independiente de Calcio.

Para discriminar las actividades correspondientes a PLA2 IIA y V en plasma, se emplearon los inhibidores competitivos Pyr-1 y Me-Indoxam, cuyos IC50 se muestran en la Tabla IV. Bajo nuestras condiciones experimentales determinamos que Pyr-1 a una concentración de 0.08 uM inhibe completamente a la PLA2 IIA, mientras que Pyr-1 a una concentración de 0.08 uM y Me-Indoxam a una concentración de 0.03 uM produce inhibición completa de la PLA2 IIA y V. Así, la diferencia de actividades en las dos condiciones nos daría la actividad debida a PLA2 V (Actividad PLA2 V = Actividad con Pyr-1 – Actividad con Pyr-1 y              Me-Indoxam).
Tabla IV. Valores de IC50 ((M) para la inhibición de sPLA2 humana 

(Singer y col 2002)

	
	Pyr-1 ((M)
	Me-Indoxam ((M)

	PLA2 IIA
	0,08
	0,03

	PLA2 V
	( 20
	0,025

	PLA2 X
	20
	2
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Utilizando esta estrategia en presencia y ausencia de calcio, podemos discriminar las actividades Ca-dependientes (PLA2 IIA y V) y Ca-independiente, respectivamente de la actividad total fosfolipásica del plasma.


Brevemente, el procedimiento fue:

1) En una cubeta (2 ml), y con una agitación magnética, se agregó   1970 (l de solución substrato de trabajo (substrato a una concentración final 2 (M, en tampón Tris 50 mM, NaCl 100 mM, EGTA 1 mM pH 7,4), 10 (l BSA (10%) y 20 (l CaCl2 1 M. Se registró por 30 min (línea de base de la reacción). Para comenzar la reacción se agregó 15 ul plasma (previamente incubado 2 min con Pyr-1 a una concentración final de 0,08 µM) y se registró la actividad por 10 min. El cambio de fluorescencia se midió en un fluorímetro (Shimadzu RF-1501, Tokyo, Japan) con excitación a 342 nm y emisión a 395 nm. 

2) Similar al procedimiento anterior pero agregando 15 ul plasma (previamente incubado por 1 min con Pyr-1 (a una concentración final de 0,08 µM) y 1 min con Me-Indoxam (a una concentración final de   0,03 µM).

3.5.- Marcadores de lipoproteínas aterogénicas

Separación de lipoproteínas plasmáticas por densidad: 

Las diversas lipoproteínas plasmáticas fueron aisladas por ultracentrifugación diferencial secuencial en una Ultracentrifuga Sorvall  modelo COMBI PLUS (Dupont companies, New Town, Escocia) y almacenadas a          – 80°C. Este método se basa en la separación diferencial de las lipoproteínas por su diferente densidad, usando KBr (Havel y col 1955).
Lipoproteínas de Muy Baja Densidad (VLDL).  Las VLDL fueron aisladas por flotación (Havel y col 1955). En un tubo de policarbonato (pared gruesa) 13x64 mm  se agregó 3 ml de plasma y 4 ml de buffer A (Tris-HCl 25 mM, EDTA 0,1 %, ácido (-amino caproico 0,1 % y PMFS 0,2 mM, pH 8,0 densidad:      1,006 g/ml). El tubo fue centrifugado a 105.000 xg,  4 ºC, 18 horas, en un rotor 50 Ti (Beckman Instruments, Inc., Palo Santo, EE.UU). La banda blanca en la parte superior del tubo corresponde a las VLDL; esta banda fue cuidadosamente transferida por aspiración a un nuevo tubo. La fracción fue purificada  reflotándola  nuevamente a la misma densidad. Las VLDL se guardaron a          –80 ºC hasta su utilización.

Lipoproteínas de Intermedia Densidad (IDL). El plasma restante en el paso anterior (infranadante) se completó con una solución de KBr densidad 1,019 g/ml en un buffer Tris-HCl 25 mM, pH 8,0. Las muestras fueron centrifugadas en un rotor 50 Ti a 105000 xg,  4 ºC, 18 horas (Havel y col 1955). Luego de la centrifugación se obtuvo en la parte superior del tubo una banda que corresponde a la IDL. Esta banda fue cuidadosamente separada por aspiración y descartada y el infranadante se empleó para separar las LDL.
Lipoproteínas de Baja Densidad (LDL). Las LDL fueron aisladas de igual manera que las IDL (Havel y col 1955), pero ajustadas a una densidad de 1,063 g/ml. Luego de la centrifugación se obtuvo en la parte superior del tubo una banda amarilla que corresponde a la LDL. Esta banda fue cuidadosamente transferida por aspiración a un nuevo tubo. La fracción fue purificada  reflotando  nuevamente las LDL en la solución de KBr d:1,063 g/ml, obteniéndose así una fracción de d:1,019-1,063g/ml que se guardó a –80 ºC, en presencia de KBr.

Lipoproteínas de Alta Densidad (HDL). Las HDL fueron aisladas de igual manera que las LDL (Havel y col 1955), pero ajustadas a una densidad de 1,210 g/ml. Luego de la centrifugación se obtuvo en la parte superior del tubo una banda que corresponde a la HDL. Esta banda fue cuidadosamente transferida por aspiración a un nuevo tubo y la fracción fue purificada reflotando   nuevamente  las  HDL  en   la  solución de KBr de densidad 1,210 g/ml, obteniéndose así una fracción de d:1,063-1,210 g/ml  y  se  guardó  a  –80 ºC, en presencia de KBr.

Previo a su uso las LDL y HDL fueron dializadas en membrana Spectraphor cutoff 12000-14000 (Fisher Scientific, Los Angeles, EEUU) contra solución Tampón Hepes 5 mM, NaCl 20 mM, CaCl2  4 mM, MgCl2 2 mM, pH 7,2. A las VLDL, LDL y HDL se les determinó colesterol, proteínas, ácido siálico, sustancias reactivas al ácido barbitúrico (TBARS) y se les realizó el test de afinidad a proteoglucanos. 

Determinaciones bioquímicas en las lipoproteínas aisladas por Ultracentrifugación:

Colesterol total: Determinado por el método de Bowman y Wolf descrito anteriormente (Bowman 1963).

Proteínas: Se utilizó el método de Bradford (Bradford y col 1976). En una microplaca se agregó 15 (l de muestra y 300 (l del reactivo de Coomassie (Pierce, Florida, EEUU). La cantidad de proteínas presente en la muestra se determinó espectrofotométricamente a 595 nm. Se usó como patrón gamma-globulina de 2,66 (g/ul (Miles Lab. Virginia, EE.UU).

Ácido siálico: El ácido siálico fue medido usando una modificación del método de resorcinol (Takki-Luukkainen and 

 HYPERLINK "http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Search&itool=pubmed_AbstractPlus&term=%22MIETTINEN+T%22%5BAuthor%5D" \o "Click to search for citations by this author." Miettinen 1959). Brevemente, en tubos cónicos de polialómero con tapa, con capacidad de 1,5 ml se colocó 20(l de muestra (VLDL, LDL ó HDL) y 230 µl de tampón Hepes 5 mM, NaCl 20 mM, CaCl2 4 mM,  MgCl2 2 mM, pH 7,2. Luego se agregó 250 µl de reactivo de resorcinol (resorcinol 0,2% (p/v), CuSO4 0,25 mM, HCl 8,2 M) y se mezcló en vortex. Los tubos fueron calentados a 100°C por 45 min y enfriados en baño de agua a temperatura ambiente (TA) por 5 min. Luego para extraer el color se agregó 400 µl de butilacetato:n-butanol (85:15 v/v) a cada tubo, se mezcló en vortex y se centrifugó a 3000 xg por 5 min. Se determinó la absorbancia de la capa orgánica a 580 nm. Se realizó una curva patrón utilizando concentraciones diferentes del estándar  (NANA), preparado a una concentración final de         0,1 µg/µl; las concentraciones del patrón usadas fueron 1, 2, 5 y 10 µg/µl. Los resultados fueron expresados como microgramos de ácido siálico por miligramo de proteína de lipoproteína.

TBARS: La determinación de sustancias reactivas al ácido barbitúrico representa los niveles de malondialdehido, un producto final de lipoperoxidación. Se procedió de acuerdo al método espectrofotométrico descrito por Wallin y col, basado en la reacción del ácido tiobarbitúrico (TBA) con el grupo aldehído del compuesto malonaldehido, formando un aducto (TBA-MDA) cromóforo rosado con un máximo de absorción a 532 nm (Wallin y col 1993). Brevemente: en una microplaca se colocó 20 µl de muestra, 170 µl de tampón Hepes 5 mM,        NaCl 20 mM, CaCl2 4 mM,  MgCl2 2 mM, pH 7,2. Luego se agregó a cada pozo 50 µl ácido tricloroacético (TCA) al 50% (p/v) en agua y finalmente 75 µl de TBA 1,3% (p/v) en NaOH 0,3% (p/v) en agua. La placa se incubó en baño de agua a 60°C con agitación constante durante 40 min; luego se enfrió en hielo y se determinaron las absorbancias a 530 nm y a 600 nm.  Se realizó una curva patrón utilizando concentraciones diferentes del estándar 1,1,3,3 tetrametóxipropano (TMP), preparado a una concentración final de 1 nmol/25 µl, las concentraciones del patrón usadas fueron 0,2, 0,4, 0,6 y 1 nmol. Los resultados fueron expresados como nanomoles de malondialdehído por miligramo de proteína de LDL (nmoles MDA/mg proteína LDL). 
Interacción entre la LDL y el Proteoglucano arterial (Test de Afinidad): 

Preparación de proteoglucanos de aorta de cochino: Los proteoglucanos fueron extraídos de la intima-media de aorta de cochino siguiendo el método establecido por Camejo y col 1991. El procedimiento de purificación y caracterización de los agregados de proteoglucanos usados, fue: se cortaron aproximadamente 20 g de intima-media de aorta en trozos pequeños, se dejaron por 24 horas con 15 volúmenes de solución de extracción que contiene urea      6 M, NaCl 1 M en una solución Tampón de Tris-HCl 10 mM pH 7,2 que contiene además inhibidores de proteasas (EDTA 10 mM, ácido (-amino caproico 10 mM, PMSF 0,2 mM y Benzamidina-HCl 5 mM). Luego se centrifugó a 100.000 xg durante 1 hora a 4°C y se dializó contra 4 volúmenes de urea 6 M. El dializado donde se encontraba el proteoglucano, fue purificado por cromatografía de intercambio iónico, para ello se colocaron 50 ml del dializado en columnas de DEAE Sephacell (18x1,5 cm) (Pharmacia LKB Biotechnology, Uppsala, Sweden) equilibrada con un tampón que contenía Urea 6 M, NaCl 0,25 M, CaCl2 10 mM, 0,05 M acetato pH 6,2 que contenía inhibidores de proteasas. Después de lavar con tampón, a la columna se le pasaron 100 ml de un gradiente lineal de NaCl 0,25-1,0 M a una velocidad de 20 ml/h. Se colectaron fracciones de 1 ml, a cada una de las cuales se les determinó la absorbancia a 280 nm. Con este procedimiento se obtuvieron 2 picos, con máximos alrededor de las concentraciones de NaCl 0,4 y 0,6 M. El contenido de estos dos picos fue dializado y la mayor afinidad por las LDL se encontró en el segundo pico. Este segundo pico fue colectado, dializado contra el tampón inicial y sometido a electroforesis en acetato de celulosa en CaCl2 0,2 M obteniéndose una sola banda en una posición similar a la ocupada por el condroitín-6-sulfato. Este proteoglucano fue caracterizado y se encontró que contenía 60-65 % de condroitín-6-sulfato, 10-20 % de condroitín-4-sulfato y 10-20 % de dermatán sulfato y se le llamó proteoglucano rico en condroitín sulfato (PGCS), hoy en día conocido como versican. Se le determinó además el contenido de ácidos urónicos. La muestra resultante se guardó a -20°C hasta el momento de su uso (Hurt-Camejo y col 1990). 

Como 1 µg de PGCS precipita de 25 a 40 µg de proteína de LDL, la cantidad de proteoglucano presente en las soluciones de lipoproteínas será de  4 µg por tubo de reacción cuando agregamos 50 ug de colesterol (Hurt-Camejo y col 1990).

Efecto de PGCS sobre LDL: La LDL y el PGCS fueron previamente equilibrados en un tampón de baja fuerza iónica, compuesto por Hepes 5 mM, NaCl 20 mM, CaCl2 4 mM, MgCl2 2 mM pH 7,2 el cual se denominó tampón A. Seguidamente se determinó la reactividad de las LDL por el proteoglucano arterial, de acuerdo al método diseñado por Camejo y col 1992. Para ello se midió la interacción entre 1 ml de proteoglucanos (que contienen 4 ug/ml de hexuronato) con 50 µg de colesterol de LDL. Se colocaron estos volúmenes en tubos cónicos de polialómero con tapa, con capacidad de 1,5 ml. Los tubos se mezclaron por inmersión cuidadosamente y se incubaron a 4°C por 1 hora. El complejo LDL-PGCS fue colectado por centrifugación a 10000 xg por 10 min en una centrífuga Brinkmann Eppendorf, modelo 3200 (Wertheim, Alemania). El sobrenadante que contiene LDL no precipitada fue descartado y el precipitado que contiene el complejo LDL-PGCS se lavó con 1 ml de tampón A y se centrifugó nuevamente por 5 minutos. El sobrenadante se descartó y el precipitado se resuspendió en 100 µl de un tampón con alta fuerza iónica    (NaCl 1%, Tris 5 mM pH 9,8) al cual hemos denominado tampón B. El precipitado que había sido resuspendido fue transferido a otros tubos para determinar el contenido de colesterol presente, que corresponderá a la LDL que ha sido precipitada por el PGCS (Camejo y col 1992). 

Bajo estas condiciones la LDL tratada con PGCS puede ser recuperada sin señales de degradación lipídica o proteica y la evaluación de la interacción entre el PGCS arterial y la LDL se basó en la determinación de LDL insolubilizada por el PGCS, que se obtiene midiendo el colesterol presente en el complejo insoluble. Los resultados se expresaron en µg de colesterol insolubilizado.

Western blot:

Delipidacion. La delipidación de las diferentes fracciones de lipoproteínas se realizó con solventes orgánicos de baja constante dieléctrica según el método descrito por Camejo (Camejo y col 1976). El método consistió en mezclar 1 ml de solución lipoproteica con 9 ml de metanol:cloroformo (6:5 v/v), en tubos cónicos de centrífuga con tapa de rosca y empacadura de teflón; la mezcla se agitó fuertemente y se colocaron los tubos a –20 °C por 16 horas. Las apolipoproteínas sedimentan en el fondo del tubo al centrífugar a 2500 xg por 15 min; luego se descartó el sobrenadante y el sedimento (apolipoproteínas) se disolvió en un volumen adecuado de una solución disociante, en condiciones no reducidas para PLA2 IIA y en condiciones reducidas con DDT para PLA2 V. Luego se calentaron a 100°C por 5 min, para favorecer la disociación de las muestras.

Electroforesis en Gel de Poliacrilamida (SDS-PAGE). El gradiente se formó a partir de una solución “liviana” (3%) y una “pesada” (20%) de acrilamida (Sigma chem. CO., St. Louis, USA), colocados en un formador de gradiente (BIO-Rad Laboratories, Richmond, USA) y conectado a una bomba peristáltica (gel de 1.5 mm de espesor). Ambas soluciones fueron preparadas en solución tampón 0,375 M  pH 8,8, que contenía dodecil sulfato de sodio (SDS) al 0,1%. Se indujo la gelificación añadiendo 18 µl de una solución de 1 mg/ml de persulfato de amonio (AP) anhídro (Miles Laboratories, Inc, Elkhart, PARIS) y 2,5 (l de TEMED (Miles Laboratories, Inc, Elkhart, PARIS) a 2,6 ml de solución “pesada” y “liviana”. Una vez polimerizado, por la parte superior de la celda se introdujo el gel de compactación hecho de acrilamida al 3% en una solución tampón Tris 62,5 mM pH 6,8 con HCl, que contenía SDS al 0,1%. La fracción proteica de las lipoproteínas fue sembrada en sus respectivos pozos. Se empleó una mezcla de proteínas de bajo y alto  peso molecular conocidos utilizados como patrones (Sigma, St. Louis, USA). En cada pozo se colocaron la muestra proveniente de 400 (g de proteína delipidida. La solución de los electrodos fue un tampón Tris 25mM, glicina 0,2M y  Dodecil Sulfato de Sodio (SDS) 0,1% a   pH 8,4. Las condiciones de la corrida fueron 15 Watts por 1 hora a 10°C.

Inmunotransferencia para detección de PLA2 IIA Y V. Terminada la corrida electroforética, el gel se equilibró en tampón de transferencia (Tris HCl 25 mM, glicina 192 mM, metanol 20% pH 8,3) por 30 min, al tiempo que una membrana de nitrocelulosa, dos esponjas y dos papeles de filtro se equilibraron con tampón de transferencia a 4°C. El sándwich para la electrotransferencia, se preparó colocando sobre el cassette una esponja bañada en tampón de transferencia, una hoja de papel de filtro, el gel, la nitrocelulosa, otra hoja de papel de filtro y por último la esponja, para luego cerrar el casette y colocarlo con la debida precaución de la posición de los electrodos, en una cámara para electrotransferencia. La electrotransferencia se realizó por espacio de una hora a 100 V. Finalizada esta, la membrana fue retirada y colocada en una solución bloqueadora de PBS que contiene Tween-20 0,05% (PBST) y leche descremada  3% por 2 horas a temperatura ambiente con agitación constante. Seguido del bloqueo, la membrana se lavó 3 veces por 15 min con PBST. El anticuerpo primario anti-PLA2 IIA (monoclonal de ratón, Cayman Chemical, Ann Arbour MI USA) se diluyó 1/1000 en PBST-leche y el anticuerpo primario anti-PLA2 V (monoclonal de ratón, Cayman Chemical, Ann Arbour MI USA) se diluyó 1/500 en PBST-leche. Estos anticuerpos fueron incubados con la membrana de nitrocelulosa toda la noche a 4°C, luego se lavó la membrana de la misma forma anterior. El anticuerpo secundario anti-IgG de cabra conjugada a biotina (Stressgen, Michigan, EEUU) se diluyó 1/10000 con PBST-leche y se incubó con la membrana por 2 horas. Se lavó la membrana de la misma forma anterior. Luego se incubó la membrana con el reactivo ABC (Vector Laboratories, California, EEUU)  por 1 hora. El revelado luego de 3 lavados con PBST, se realizó usando 3 mg de diaminobenzidina en 5 ml de tapón de citrato de sodio y 10 µl de H2O2 3%.

Acción de sPLA2 sobre lipoproteínas aisladas: 0,25 mg/ml de LDL, VLDL o HDL (en términos de proteína) fueron incubados 24 horas en tampón (HEPES  100 mmol/L, CaCl2 5 mmol/L, MgCl2 2 mmol/L, NaCl 140 mmol/L, pH 7,4) con o sin 500 ng/ml de sPLA2 IIA recombinante y V recombinante en presencia de BSA libre de ácidos grasos al 2 %. La lipólisis fue detenida por adición de EDTA a una concentración final de 10 mmol/L (Sartipy y col 1999) y la cantidad de ácidos grasos generados fue medida con un kit comercial NEFA-C (Wako Chemicals, Virginia, EE.UU).
3.6.- Análisis de los resultados:

Los datos obtenidos fueron analizados a través de: a) Métodos Estadísticos descriptivos (Distribución de frecuencias, Gráficos de distribución, Tablas de contingencia); b) Métodos estadísticos analíticos (Métodos no Paramétricos, Prueba de Mann-Whitney, Prueba de Anova). Se utilizaron programas estadísticos comerciales (SigmaStat v.2, Jandel).

4. RESULTADOS 
4.1. Características generales de los sujetos en estudio.

En la Tabla V se muestra un resumen de algunas de las características generales de los sujetos que participaron en el estudio. La obesidad se considera como un factor de riesgo cardiovascular independiente, en especial, cuando es de predominio abdominal. Una característica preocupante del grupo de sujetos estudiado fue la elevada proporción de mujeres dentro de ambos grupos de obesos (75%). Hubo un mayor porcentaje de sujetos con hipertensión en los grupos de sujetos con diabetes (tanto obesos como no obesos) si lo comparamos con los sujetos sin diabetes obesos y controles (70,8%, 70,8%, 25% y 8,3% respectivamente). Las enfermedades cardiovasculares fueron también más frecuentes en los sujetos con diabetes tanto obesos como no obesos (12,5%). 

Los sujetos obesos desarrollan la diabetes a mas temprana edad que los sujetos no obesos diabéticos (54,2 ± 10,4 y 59,2 ± 8,9 respectivamente). De esta forma la obesidad podría ser considerada como un factor de riesgo independiente de la diabetes. El tiempo de duración de la diabetes fue de       7,2 años en los sujetos no obesos con diabetes y de 5,4 años en los obesos con diabetes. El tratamiento para la diabetes de los sujetos no obesos con diabetes consistió en insulina y medicamentos antidiabéticos orales: (insulina: 2 individuos; insulina mas medicamentos antidiabéticos orales: 7 individuos; medicamentos antidiabéticos orales: 13 individuos; ningún tratamiento farmacológico: 2 individuos); al igual que los sujetos obesos con diabetes (insulina mas medicamentos antidiabéticos orales: 6 individuos; medicamentos antidiabéticos orales: 18 individuos).

Tabla V. Características generales de los sujetos en estudio.

	
	Obesos con diabetes
	Obesos sin diabetes
	No Obesos

con diabetes
	CONTROL

No Obesos        sin diabetes

	Número (M/F)


	6/18
	6/18
	15/9
	12/12

	Edad (años)a


	54,2 ± 10,4
	47,3 ± 10,1
	59,2 ± 8,9
	50,2 ± 8,3

	Tiempo en tratamiento de la diabetes (años)a
	5,4 ± 0,32
	-
	7,2 ± 0,68
	-

	Fumadores (%)


	12,5
	25
	20,8
	25

	Ejercicio más de 3 veces a la semana (%)
	4,2
	8,3
	12,5
	25

	IMC (Kg/m2)a


	38,9 ± 6,0
	39,1 ± 7,4
	22,5 ± 1,7
	22,5 ± 1,9

	Circunferencia cintura (cm)a
	114,88 ± 12,46
	111,48 ± 14,52
	84,29 ± 9,24
	82,09 ± 9,9

	Hipertensión (%)


	70,8
	25
	70,8
	8,3

	Presión sanguínea sistólica (mmHg)a
	128,33 ± 15,79 
	124,13 ± 13,22
	127,25 ± 20,62 
	114,25 ± 12,65

	Presión sanguínea diastólica (mmHg)a
	83,33 ± 9,17


	80,33 ± 12,35
	83,33 ± 9,17


	74,96 ± 9,7

	Tratamiento con estatinas 
(atorvastatina, simvastatina) (%)
	25
	20,8
	16,6
	4,2

	Enfermedad cardiovascular  (Infarto, angina de pecho, ACV) (%)
	12,5
	4,2
	12,5
	0


a. Las variables son presentadas como la media ± DS.
4.2. Parámetros bioquímicos de los sujetos en estudio.

Los niveles de glucosa en sangre estaban elevados en los sujetos con diabetes obesos y no obesos, a pesar de estar en tratamiento con antidiabéticos. El promedio en los niveles de insulina estaba elevado aproximadamente tres (3) veces en los sujetos obesos con/sin diabetes tipo 2, con respecto a los controles (Tabla VI). 
Por otra parte los niveles plasmáticos de leptina, un marcador de obesidad estaban aumentados en sujetos obesos con/sin diabetes con respecto al grupo control; además, estaban más elevados en mujeres que en hombres. Niveles elevados de leptina en plasma han sido asociados con resistencia a la leptina (Zhang y Scarpace 2006). La PCR y el fibrinógeno estaban aumentados en los sujetos obesos con/sin diabetes tipo 2, lo que confirma el perfil proinflamatorio que ha sido asociado a la obesidad (Yudkin y col 1999, Lyon y col 2003; Leinonen y col 2004). 

Tabla VI. Parámetros bioquímicos de los sujetos en estudio.

	
	Obesos con diabetes
	Obesos sin diabetes
	No Obesos

Con diabetes
	CONTROL

No Obesos        sin diabetes
	Rango de referencia

	Glucosa

(mg/dL)
	141,46 ± 52,24*
	92,91 ± 16,26
	169,08 ± 66,08*
	85,5 ± 9,11
	70-110

	Insulina 

(mU/L)
	15,76 ± 11,39*

	15,02 ± 11,55*

	15,14 ± 32,3*

	5,86 ± 2,02
	< 12



	Leptina  (H)
(ng/ml)  (M)

	29,1 ± 20,9*
45,8 ± 27,1*

	22,6 ± 14,0*
53,3 ± 26,3* 


	3,3 ± 2,5

5,9 ± 2,1

	5,6 ± 2,5

9,1 ± 2,8

	2 – 9

3 – 14

	Fibrinógeno (mg/dL)
	395,00 ± 123,59* 


	431,13 ± 118,32*

	346,67 ± 86,74
	315,67 ± 86,15
	< 400

	PCR

(mg/L)


	3,64 ± 1,72*

	2,67 ± 1,48*

	1,25 ± 1,02


	0,75 ± 0,49
	< 2


Las variables son presentadas como la media ± DS y *P=<0,05 con respecto al grupo control.

Las concentraciones plasmáticas de colesterol, y colesterol de las VLDL y LDL fueron similares en todos los grupos en estudio como se muestran en la Tabla VII. No así con respecto a los triglicéridos y el colesterol de las HDL   (HDL-C). Los sujetos obesos con diabetes tipo 2 mostraron niveles plasmáticos de triglicéridos mayores estadísticamente significativos que los sujetos del grupo control. Sucede lo contrario con la HDL, la cual presentó niveles plasmáticos menores en sujetos obesos con respecto a los sujetos del grupo control. 

Interesantemente, los niveles de apo B estaban más elevados (P<0,05) en sujetos obesos con/sin diabetes que el grupo control a pesar de que tenían niveles plasmáticos de colesterol similares. La determinación de los niveles de apo B se podría considerar una medida indirecta del número total de partículas, debido a que cada LDL tiene una molécula de apo B100. En este caso, los sujetos obesos con/sin diabetes parecieran tener más partículas de LDL que los sujetos control. Esto sugiere que estas LDL deben ser del fenotipo de partículas pequeñas y densas. 

Tabla VII. Parámetros lipidicos de los sujetos en estudio.

	
	Obesos con diabetes
	Obesos sin diabetes
	No Obesos

Con diabetes
	CONTROL

No Obesos        sin diabetes
	Rango de referencia

	Colesterol (mg/dL)
	219,04 ± 49,26
	208,74 ± 41,57
	224,88 ± 41,62
	217,29 ± 29,61
	< 200

	Triglicéridos (mg/dL)
	185,08 ± 110,39*

	137,48 ± 58,22
	141,13 ± 76,16
	115,29 ± 52,92
	< 150

	VLDL-Colesterol
(mg/dL)
	39,08 ± 22,9
	32,57 ± 11,61
	36,17 ± 18,02
	29,29 ± 9,09
	10-30


	LDL-Colesterol
(mg/dL)
	136,71 ± 40,02
	125,65 ± 34,71
	137,46 ± 33,82
	131,92 ± 23,43
	< 130

	HDL-Colesterol 

(mg/dL)
	43,25 ± 9,6*
	50,52 ± 13,48
	51,25 ± 11,48
	56,04 ± 13,02
	> 40
> 50

	Apo A

(mg/dL)
	117,37 ± 15,69*
	127,87 ± 17,77*
	136,61 ± 15,05
	144,22 ± 21,73
	132-161

	Apo B

(mg/dL)
	95,47 ± 20,91*
	96,81 ± 20,57*
	83,27 ± 20,79
	77,39 ± 17,51
	59 - 85

	Rel ApoB/ApoA
	0,82 ± 0,18*

	0,77 ± 0,17*

	0,61 ± 0,15
	0,51 ± 0,089
	< 0,60


Las variables son presentadas como la media ± DS y *P=<0,05 con respecto al grupo control.

4.3 Actividad enzimática.

La Figura 11 muestra la actividad enzimática de sPLA2 total, sPLA2 independiente de calcio y sPLA2 dependiente de calcio  por hidrólisis del ácido graso en posición 2 del 1-hexadecanoil-2-1-pirenedecanoil-sn-glicero-3-fosfoglicerol amonio (pyrene PG), en el plasma de sujetos obesos con/sin diabetes, sujetos no obesos con diabetes y sujetos control. Los resultados mostraron valores significativamente más elevados de actividad enzimática total (independiente de calcio y dependiente de calcio) en sujetos obesos con/sin diabetes, comparados con los sujetos no obesos con diabetes o controles. 
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Figura 11. Actividad enzimática sPLA2 en plasma de sujetos control (barras rojas), no obesos con diabetes (barras verdes) obesos con diabetes (barras azules), obesos sin diabetes (barras amarillas). *P = <0,05 con respecto al grupo control.


La actividad sPLA2 dependiente de calcio en los sujetos obesos con/sin diabetes, mostró correlación positiva con los marcadores de dimensión corporal, inflamatorios y con la apoB, pero mostró correlación negativa con ApoA según se muestra en la Tabla VIII. 
Tabla VIII. Correlación entre sPLA2 y marcadores de dimensión corporal, inflamación y apolipoproteínas de los sujetos en estudio.
	
	sPLA2  dependiente  de  calcio  
	sPLA2 independiente de calcio

	
	r
	P
	r
	P

	IMC
	0,73 


	<0,0001
	0,33
	<0,005

	Circunferencia  de  cintura
	0,66


	<0,0001
	0,25
	<0,05

	Leptina
	0,73 


	<0,0001
	0,27
	<0,05

	PCR
	0,64


	<0,0001
	0,64
	<0,0001

	Fibrinógeno
	0,30


	<0,005
	0,30
	<0,005

	Apo B
	0,34


	<0,001
	
	

	rel Apo B/Apo A
	0,51


	<0,0001
	
	

	Apo A
	-0,45


	<0,0001
	
	



Por otra parte, la actividad sPLA2 independiente de calcio mostró también valores significativamente más elevados en sujetos obesos con/sin diabetes, al compararlos con los sujetos no obesos con diabetes o controles. Igualmente  mostró correlación positiva con los marcadores de dimensión corporal y de inflamación. 
El Pyr-1 es un inhibidor de tipo competitivo específico de la sPLA2 IIA y el Me-Indoxam es un inhibidor de tipo competitivo específico para sPLA2 IIA y V. La determinación de la actividad enzimática de la sPLA2 IIA usando Pyr-1, como inhibidor permite distinguir la actividad de la sPLA2 IIA y el empleo de Pyr-1 y    Me-Indoxam la actividad de la sPLA2 V. La Figura 12 muestra que el porcentaje de inhibición para la sPLA2 IIA alcanzó un 73,3% en los sujetos obesos con diabetes y un 63,3% en los sujetos obesos sin diabetes, mientras que la actividad sPLA2 V alcanzó un 7,8% y 8,8% respectivamente. Igualmente se demostró que existen otra(s) sPLA2 dependientes de calcio en plasma de sujetos obesos con/sin diabetes como la sPLA2 X, potencialmente identificables usando otros inhibidores específicos.
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Figura 12. Porcentaje de inhibición de la actividad enzimática sPLA2 dependiente de calcio en plasma de sujetos  obesos  con/sin  diabetes  con  el  empleo  de  los  inhibidores específicos   Pyr-1 y Me-Indoxam. Inhibición de sPLA2 IIA por Pyr-1(barras rojas), inhibición de sPLA2 V por Pyr-1 y Me-Indoxam (barras verdes),  inhibición de otras sPLA2 no determinadas (barras azules).

Por otra parte, experimentos de inhibición con anticuerpos monoclonales contra PLA2 IIA y PLA2 V, no mostraron inhibición de la actividad fosfolipásica total (independiente de calcio y dependiente de calcio).


Debido a las similitudes estructurales entre la sPLA2 grupo IIA y V, la baja sensibilidad y la reactividad cruzada de los anticuerpos generalmente usados para su determinación, no se contaba con un método bien estandarizado para medir la presencia de la sPLA2 V y hasta los momentos, sólo se había logrado determinar en plasma los niveles de sPLA2 IIA. Con estos ensayos de actividad y con el empleo de inhibidores específicos, se ha podido demostrar por primera vez, en forma inequívoca, la presencia de sPLA2 IIA y de sPLA2 V en sujetos obesos con/sin diabetes.
La Figura 13, 14 y 15 muestran las inmunotransferencias para las VLDL, LDL y HDL aisladas, usando anticuerpos contra sPLA2 IIA humana. Se pudo demostrar la presencia de sPLA2 IIA en las diferentes fracciones de lipoproteínas de los sujetos obesos con/sin diabetes, mientras que no pudimos evidenciar la presencia de sPLA2 IIA en las lipoproteínas de los sujetos no obesos con diabetes y los controles. Sin embargo, es de hacer notar que nosotros encontramos una baja actividad sPLA2 IIA en sujetos no obesos con/sin diabetes, mientras que con el inmunomarcaje no detectamos la presencia de sPLA2 IIA, lo que significa que la medición de la actividad es mas sensible que el uso de estos anticuerpos.  
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Figura 13. Inmunodetección de la sPLA2 IIA en muestras de VLDL aisladas de diferentes individuos. El marcaje secundario se realizó con anti-IgG de cabra conjugada a biotina (Stressgen) y el revelado se realizó con diaminobenzidina y H2O2. Carriles: 1)  PM, 2) sPLA2 IIA proveniente de ratón, 3) sPLA2 V proveniente de ratón, 4) VLDL (400µg) de un sujeto obeso con diabetes, 5) VLDL (400µg) de un sujeto obeso sin diabetes, 6) VLDL (400µg) de un sujeto no obeso con diabetes y 7) VLDL (400µg) de un sujeto control.
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Figura 14. Inmunodetección de la sPLA2 IIA en muestras de LDL aisladas de diferentes individuos. El marcaje secundario se realizó con anti-IgG de cabra conjugada a biotina (Stressgen) y el revelado se realizó con diaminobenzidina y H2O2. Carriles: 1)  PM, 2) sPLA2 IIA proveniente de ratón, 3) LDL (400µg) de un sujeto obeso con diabetes, 4) LDL (400µg) de un sujeto obeso sin diabetes, 5) LDL (400µg) de un sujeto no obeso con diabetes, 6) LDL (400µg) de un sujeto control y 7) sPLA2 V proveniente de ratón. 
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Figura 15. Inmunodetección de la sPLA2 IIA en muestras de HDL aisladas de diferentes individuos. El marcaje secundario se realizó con anti-IgG de cabra conjugada a biotina (Stressgen) y el revelado se realizó con diaminobenzidina y H2O2. Carriles: 1)  PM, 2) sPLA2 IIA proveniente de ratón, 3) HDL (200µg) de un sujeto obeso con diabetes, 4) HDL (200µg) de un sujeto obeso sin diabetes, 5) HDL (200µg) de un sujeto no obeso con diabetes, 6) HDL (200µg) de un sujeto control y 7) sPLA2 V proveniente de ratón. 

La Figura 16 muestra la inmunodetección para sPLA2 V humana en muestras de VLDL, LDL y HDL aisladas provenientes de un sujeto obeso con diabetes y un sujeto control, donde se pudo demostrar la presencia de sPLA2 V en los sujetos obesos con diabetes, mientras que no se pudo demostrar la presencia de sPLA2 V en los sujetos controles. De igual forma, se observó la presencia de sPLA2 V en sujetos obesos sin diabetes mientras que en los sujetos no obesos sin diabetes no se observó (datos no mostrados). Sin embargo sólo se demostró la presencia de sPLA2 V en los sujetos obesos con/sin diabetes con una actividad enzimática mayor del 12% y no en los que tienen menor actividad enzimática, lo que confirma que es más sensible medir la actividad enzimática.
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Figura 16. Inmunodetección de la sPLA2 V en muestras de VLDL, LDL y HDL aisladas de un sujeto obeso con diabetes y de un sujeto control. El marcaje secundario se realizó con anti-IgG de cabra conjugada a biotina (Stressgen) y el revelado se realizó con diaminobenzidina y H2O2. Carriles: 1)  PM, 2) sPLA2 V proveniente de ratón, 3) VLDL (800µg) de un sujeto obeso con diabetes, 4) LDL (800µg) de un sujeto obeso con diabetes, 5) HDL (400µg) de un sujeto obeso con diabetes, 6) VLDL (800µg) de un sujeto control, 7) LDL (800µg) de un sujeto control, 8) HDL (400µg) de un sujeto control.

Para investigar el efecto de la actividad de la sPLA2 sobre las lipoproteínas, se incubó sPLA2 IIA y sPLA2 V con cada una de las fracciones de lipoproteínas aisladas de plasma proveniente de sujetos obesos con/sin diabetes, sujetos no obesos con diabetes y sujetos control. La actividad sPLA2 fue medida como la liberación de NEFA y el resultado obtenido se muestra en la Figura 17. Encontramos hidrólisis de las diferentes fracciones de lipoproteínas por la sPLA2 IIA exógena. Se detectó liberación de ácidos grasos en las diferentes fracciones de lipoproteínas incubadas con la sPLA2 IIA exógena, con una escala de predisposición de lipoproteína LDL > HDL > VLDL. Así mismo, la PLA2 IIA parece tener una mayor tendencia a hidrolizar las HDL de los sujetos obesos con/sin diabetes.
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Figura 17. Liberación de ácidos grasos por PLA2 IIA luego de 24 horas de incubación en sujetos control (barras rojas), no obesos con diabetes (barras verdes) obesos con diabetes (barras azules), obesos sin diabetes (barras amarillas), n = 9.
Con respecto a la sPLA2 V exógena se puede apreciar que el orden de susceptibilidad como sustrato de la fosfolipasas es la LDL > HDL > VLDL y sólo pareciera haber una mayor tendencia a hidrolizar las VLDL de los sujetos con diabetes tanto obesos como no obesos según se muestra en la Figura 18. 
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Figura 18. Liberación de ácidos grasos por PLA2 V luego de 24 horas de incubación en sujetos control (barras rojas), no obesos con diabetes (barras verdes) obesos con diabetes (barras azules), obesos sin diabetes (barras amarillas), n = 9.
Adicionalmente, quisimos evaluar las características bioquímicas (nivel de oxidación y concentración de ácido siálico) de las lipoproteínas, en especial de las LDL, para interpretar así, cuales son los factores que podrían afectar la interacción entre estas y los PGCS.

4.4 Determinación de TBARS como índice de peroxidación lipídica.

El grado de peroxidación lipídica de las diferentes fracciones de lipoproteínas fue determinado por el ensayo de sustancias reactivas al ácido tiobarbitúrico (TBARS). 

La Tabla IX muestra que el mayor nivel de TBARS lo presentaron las VLDL y estos niveles son comparables en los diferentes grupos estudiados. Los niveles de TBARS fueron mayores en las LDL en comparación con las HDL al igual a lo observado con los niveles de TBARS en las VLDL, no existen diferencias en cuanto a la peroxidación lipídica de LDL y HDL entre los diferentes grupos de sujetos en estudio.

Tabla IX. Niveles de TBARS (nmoles malondialdehído/mg proteína) en las lipoproteínas aisladas  
	
	Controles

(n=18)
	No obesos con Diabetes

(n=18)
	Obesos con Diabetes

(n=18)
	Obesos             sin Diabetes

(n=18)

	VLDL
	0,149 ( 0,062
	0,146 ( 0,095
	0,137 ( 0,073
	0,154 ( 0,078



	LDL
	0,096 ( 0,031
	0,096 ( 0,038
	0,98 ( 0,050
	0,112 ( 0,046



	HDL
	0,030 ( 0,011
	0,028 ( 0,015
	0,034 ( 0,013
	0,031 ( 0,015




Las variables son presentadas como la media ± DS.

4.5 Determinación de ácido siálico en lipoproteínas.

El ácido siálico se midió para conocer si existían diferencias en cuanto a carga en las lipoproteínas. Esto debido a que mientras mayor es la carga negativa menos afinidad tienen las lipoproteínas por los proteoglucanos. 

Con respecto a la concentración de ácido siálico en las lipoproteínas se observó que existe un mayor contenido de ácido siálico en las VLDL y LDL de los sujetos controles con respecto a los otros grupos en estudio descritos en la Tabla X.

Tabla X. Niveles de ácido siálico ((g ácido siálico/mg proteína) en lipoproteínas aisladas
	
	Controles

(n=18)
	No obesos    con Diabetes

(n=18)
	Obesos         con Diabetes

(n=18)
	Obesos                  sin Diabetes

(n=18)

	VLDL
	18,40 ( 11,89
	14,34 ( 10,06
	13,74 ( 7,93
	9,50 ( 6,35   P<0,05

	LDL
	9,02 ( 12,41
	5,05 ( 3,80
	6,56 ( 4,52
	4,89 ( 3,50



	HDL
	3,82 ( 3,88
	2,63 ( 2,22
	3,76 ( 3,76
	3,39 ( 4,62




Las variables son presentadas como la media ± DS y P=<0,05 con respecto al grupo control.

4.6 Afinidad de las lipoproteínas de baja densidad por proteoglucanos.


El grado de unión de las LDL por PGCS fue medido a través del test de afinidad. Nosotros demostramos que las LDL de sujetos obesos con/sin diabetes tienen una mayor afinidad por PGCS que las LDL de sujetos control y esta diferencia en afinidad es estadísticamente significativa según se muestra en la Figura 19.
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Figura 19. Test de afinidad en sujetos control (barras rojas), no obesos con diabetes (barras verdes) obesos con diabetes (barras azules), obesos sin diabetes (barras amarillas). *P = <0,05 con respecto al grupo control.

5. DISCUSION

En humanos, los niveles circulantes de sPLA2 IIA parece ser un factor independiente de riesgo para la enfermedad arterial coronaria y un pronosticador de eventos cardiovasculares (Kugiyama y col 1999). La posibilidad de que la sPLA2 IIA juegue un papel en la patofisiología de la ateroesclerosis es sostenida por experimentos con ratones transgénicos C57BL/6 que expresan sPLA2 IIA humana, los cuales presentan lesiones ateroescleróticas significativamente mayores comparadas con los ratones no transgénicos (Ivandic y col 1999). 

Por otro lado, existen evidencias de la presencia de sPLA2 IIA y V en lesiones ateroescleróticas humanas y de ratón, en regiones de acumulación de lípidos (Romano y col 2001; Hurt-Camejo y col 1997a; Wooton-Kee y col 2004; Rosengren y col 2006). Alternativamente, las sPLA2 IIA y V asociadas con partículas de lipoproteínas en plasma pueden entrar al subendotelio y ser depositadas en la pared del vaso, asociándose con los proteoglucanos de la intima, los cuales activan ambas fosfolipasas, aumentando de esta forma la hidrólisis de los fosfolípidos de las lipoproteínas (Sartipy y col 1998; Rosengren y col 2006). Estas lipoproteínas unas vez modificadas son mas susceptibles a modificaciones enzimáticas (ej, esfingomielinasas) y no enzimáticas                (ej, radicales libres), las cuales promueven agregación y/o fusión de las lipoproteínas. Estas lipoproteínas modificadas son tomadas a través de los receptores basureros de los macrófagos, lo que lleva a la formación de células espumosas. De esta manera la sPLA2 IIA y V podrían contribuir a la formación de la placa ateroesclerótica. 

Este trabajo presenta la primera evidencia de que la actividad enzimática de sPLA2 total (dependiente e independiente de calcio), se encuentra elevada en plasma de sujetos obesos con/sin diabetes, comparados con los sujetos no obesos con diabetes y controles, lo cual podría estar asociado al perfil proaterogénico encontrado en los sujetos con obesidad.

La mayor actividad enzimática sPLA2 observada en los sujetos obesos con/sin diabetes tipo 2 correspondió al tipo IIA (60-70%), siendo la actividad de tipo V, menor al 10% y aproximadamente un 20% correspondiente a otros tipos. Dentro de los posibles grupos sPLA2 que pudieran explicar esta actividad no IIA, no V, el mas probable es el tipo X, el cual se ha demostrado que hidroliza activamente LDL y HDL y se encuentra presente en lesiones ateroescleróticas de ratones deficientes con apoE alimentados con dietas ricas en grasas (Hanasaki y col 2002) y en lesiones ateroescleróticas humanas (Karabina 2006).  No obstante, no existen evidencias de la presencia de sPLA2 X circulante en plasma en humanos. El diseño de un inhibidor y/o anticuerpo específico para sPLA2 X permitirá la corroboración de su participación en la aterogénesis.

Por otra parte Rosengren y col demostraron que en ratas con hiperlipemias inducidas por dietas ricas en grasas, había un aumento en la expresión de     sPLA2 V. Mientras que la inyección de lipopolisacárido a las ratas, provocaba un aumento en la expresión de sPLA2 IIA (Rosengren y col 2006).


Por otra parte, la actividad sPLA2 independiente de calcio mostró también valores significativamente más elevados de actividad enzimática en sujetos obesos con/sin diabetes al compararlos con los sujetos no obesos con diabetes o controles. Además, encontramos correlación positiva con los marcadores pro-inflamatorios. La actividad sPLA2 independiente de calcio viene dada por la PAF-AH. 


Varios investigadores han encontrado una asociación entre los niveles elevados de PAF-AH y el incremento en el riesgo a sufrir enfermedad cardiovascular (Packard y col 2000; Ballantyne y col 2004). Varios investigadores han propuesto que la PAF-AH promueve la formación de la placa ateroesclerótica, debido a que hidroliza fosfolípidos oxidados, liberando AGNEs oxidados y lisofosfolípidos. Los ácidos grasos liberados por la sPLA2, pueden ser metabolizados por ciclooxigenasas y / o lipooxigenasas en prostanoides y leucotrienos, los cuales actúan como mediadores lipídicos proinflamatorios. Por su parte, los lisofosfolípidos actúan como precursores para el factor activador de plaquetas (Six y Dennis 2000).

Los resultados de la liberación de ácidos grasos por incubación de las lipoproteínas con sPLA2 exógena mostraron una cierta selectividad por la acción de cada enzima (IIA y V) sobre determinadas fracciones de lipoproteínas. Esta selectividad entre estas dos enzimas, ha sido atribuida a la presencia de residuos de triptófano  (Trp31 y Trp43) en la región de unión interfacial de la sPLA2 V, que están ausentes en la sPLA2 IIA. La sPLA2 IIA presenta residuos de aminoácidos catiónicos en el sitio de unión interfacial, que hacen que esta prefiera fosfolípidos aniónicos y zwiteriónicos como substratos (Han y col 1999). Esta diferencia catalítica lleva a pensar que la sPLA2 IIA podría representar más bien un marcador de inflamación, mientras que la tipo V pudiera tener efectos directos en el desarrollo de la lesión vascular.


En este trabajo nosotros demostramos por primera vez que la sPLA2 IIA y V se encuentran asociadas con las diferentes fracciones de lipoproteínas en plasma. La sPLA2 IIA y V asociadas con partículas de lipoproteínas en plasma, pueden entrar al subendotelio y ser depositadas en la pared del vaso en los sitios de acumulación de lípidos y allí seguir modificando las lipoproteínas. La presencia subendotelial de sPLA2 y esfingomielinasas pueden modificar lipoproteínas, promoviendo la agregación y/o fusión de las mismas, lo cual las hace mas apetecibles para los macrófagos, adicional a su capacidad de estimular la secreción de citoquinas y de esta manera contribuir a la formación de la placa ateroesclerótica.


Romano y col demostraron una mayor inmunoractividad para snpPLA2 en regiones de arteria con lesiones ateroesclerótica que en regiones sin lesiones en el mismo individuo. Además, esta inmunoreactividad fue mayor en la intima de la arteria. La microscopia electrónica (ME) con inmunogold reveló que la mayor proporción de snpPLA2 se localizaba a lo largo de la matriz extracelular, asociada con fibras de colágeno y otras estructuras de la matriz extracelular. Intracelularmente la snpPLA2 fue encontrada en vesículas electrón densas de células de la intima.
La correlación de apo B100 con la sPLA2 dependiente de calcio, en el grupo de obesos con/sin diabetes con valores similares de LDL, es un punto a destacar. A pesar que no se realizó la determinación de LDL pequeñas y densas, cabe la posibilidad que en este grupo haya un aumento de estas partículas. Trabajos realizados por Hurt-Camejo y col encontraron un aumento de partículas de LDL pequeñas y densas en sujetos con artritis reumatoide que tenían un aumento en la concentración de PLA2 IIA en plasma, además de encontrar un aumento en la afinidad de las LDL por los proteoglucanos       (Hurt-Camejo y col 2001). La correlación de sPLA2 y apo B100 podría apuntar a una correlación entre sPLA2 y LDL pequeña y densa. Aunque no se puede aseverar que las LDL pequeñas y densas son el producto de la actividad enzimática de la sPLA2. Una posible explicación es que la actividad sPLA2 ligada a la LDL pudiera contribuir en la generación de partículas de LDL más pequeñas y densas, lo que probablemente aumentaría el número de partículas retenidas en el espacio subendotelial, con la estimulación de subsecuentes eventos quimiotácticos y prooxidativos y por lo tanto, un aumento en la placa ateromatosa. 
Las razones moleculares y metabólicas para la asociación entre un incremento en el riesgo a sufrir enfermedad arterial coronaria y la presencia de altas concentraciones de LDL pequeñas y densas permanecen por establecerse. No se sabe porque un contenido reducido de fosfolípidos y colesterol no esterificado en la superficie de la monocapa, además de una disposición alterada de la apoB100 podría ser más aterogénica que la LDL grande y menos densa. Una posibilidad es la diferencia en afinidad de las diferentes subfracciones de LDL con los proteoglucanos extracelulares y pericelulares en células arteriales. Hurt-Camejo y col encontraron que las LDL pequeñas y densas tienen mayor afinidad por los PGCS que las LDL grandes y menos densas (Hurt-Camejo y col 1990). Estos autores basados en experimentos in vitro  han propuesto que en las partículas pequeñas los segmentos cargados positivamente de la apoB-100, que son responsables de la asociación con proteoglucanos, están más expuestos en la superficie (Camejo y col 1998; Hurt-Camejo y col 1997b).
Por otra parte Galeano y col encontraron que la LDL pequeña y densa tiene baja afinidad por el receptor de la LDL y una mayor afinidad por el receptor basurero (Galeano y col 1998). Esas investigaciones concluyen que la aterogenicidad de la LDL pequeña y densa podría estar relacionada con una disminución en la eliminación de partículas de LDL por el hígado y a una mayor afinidad a los proteoglucanos de la matriz extracelular en las arterias. Resultados con segmentos de aorta de conejo, también indican que la LDL pequeña y densa es mucho mas retenida que la LDL grande y menos densa (Bjömheden y col 1996). Aumentos en el tiempo de residencia o retención de la LDL son un marcador temprano de progreso de la lesión ateroesclerótica. 

En este trabajo se demostró que las VLDL y LDL de los sujetos obesos con/sin diabetes y los sujetos no obesos con diabetes tienen menor concentración de ácido siálico que los sujetos control, aunque esta diferencia es estadísticamente significativa solo en los sujetos obesos sin diabetes. Una menor concentración de ácido siálico en las lipoproteínas aumenta su afinidad por los proteoglucanos de la matriz extracelular, debido a que estas lipoproteínas tienen una menor carga negativa. 

Por otra parte, las lipoproteínas apoB de los sujetos obesos sin diabetes tienen niveles más elevados de TBARS, lo que significa que tienen un mayor grado de oxidación. Esto favorece la hidrólisis de estas lipoproteínas por     sPLA2 IIA.
Con relación a la afinidad de las LDL a PGCS, se observó que las LDL de los sujetos obesos con/sin diabetes y la de los sujetos no obesos con diabetes tienen mayor afinidad que las LDL de los sujetos control, pero esta diferencia solo es estadísticamente significativa en los sujetos obesos con/sin diabetes. Esto sugiere que las lipoproteínas de los sujetos obesos con/sin diabetes tienen mayor afinidad por los PGCS debido probablemente a: 1) mayor actividad PLA2 total (dependiente + independiente de calcio) y 2) menor concentración de ácido siálico. Un menor contenido de ácido siálico en las lipoproteínas disminuye la carga neta negativa de estas, lo que se traduce en una mayor unión a PGCS. Por otra parte, las LDL modificadas por PLA2 muestran una reducción en el contenido de fosfolípidos de la monocapa de la LDL, lo cual causa un aumento en la afinidad por PGCS (Hurt-Camejo y col 1990; Hurt-Camejo y col 2000). Además, una vez retenidas estas LDL parecen ser más susceptibles a la oxidación (Tribble y col 1994) y de ser captadas por los macrófagos (Hurt-Camejo y col 1990). 

Hay que tomar en cuenta que los sujetos obesos con/sin diabetes tienen un aumento marcado de actividad sPLA2 IIA y que las LDL de estos sujetos que además tienen un perfil proinflamatorio, van a atravesar el espacio subendotelial y es aquí donde es importante su acción, debido a que la sPLA2 IIA es mucho mas potente sobre las LDL una vez unidas a los proteoglucanos (Sartipy y col 1998); fenómeno que contribuiría a aumentar la ateroesclerosis.

 
Ahora bien, es muy difícil dilucidar si el aumento en la actividad de la sPLA2 es una causa o un efecto de la obesidad, lo que si debe ser cierto es que una vez aumentada la actividad de la sPLA2 esta podría estar modificando las lipoproteínas en plasma (especialmente la LDL), haciéndolas más susceptibles a modificaciones enzimáticas y no enzimáticas y aumentando su afinidad por proteoglucanos de la íntima; lo cual facilitaría el primer paso en la contribución de las LDL a la aterogénesis: su retención en arterias y potenciando así el proceso ateroesclerótico (Tannock y Chait 2004; Williams y Tabas 1995). 


 Es importante resaltar que este procedimiento que hemos desarrollado para medir actividad fosfolipasa total (dependiente e independiente de calcio) en plasma, solo había sido realizado antes con enzimas purificadas. El medir la actividad fosfolipasa en plasma, nos da una idea de lo que sucede realmente en la circulación, ya que a este nivel podrían estar actuando activadores o inhibidores fisiológicos que afectan la actividad de estas enzimas en plasma. Además con el uso de los inhibidores sintéticos se pudo demostrar por primera vez la presencia de sPLA2 grupo V, tanto en plasma como en lipoproteínas aisladas, la cual no había sido posible realizar debido a la baja sensibilidad que tienen estos anticuerpos monoclonales. Además, también demostramos la presencia de sPLA2 IIA en lipoproteínas circulantes y hasta los momentos, sólo se había logrado determinar en plasma los niveles de sPLA2 IIA. Con estos ensayos de actividad y con el empleo de inhibidores específicos, se ha podido demostrar por primera vez, en forma inequívoca, la presencia de sPLA2 IIA y de sPLA2 V en sujetos obesos con/sin diabetes. Por otra parte, cuando contemos con un inhibidor específico para de sPLA2 X podremos aclarar si esta se encuentra o no en la circulación modificando las lipoproteínas.
CONCLUSIONES
· Los sujetos obesos con/sin diabetes presentan actividad aumentada de sPLA2 tipo IIA. Nuestros resultados sugieren que la actividad sPLA2 tipo IIA, dependiente de calcio parece estar relacionada con la obesidad y no con la diabetes per se, constituyendo un factor agregado de riesgo cardiovascular en estos sujetos.

· La actividad sPLA2 calcio independiente (PAF-AH) es mayor en sujetos obesos con/sin diabetes. Estos resultados sugieren que la actividad independiente de calcio parece estar también relacionada con la obesidad. La liberación de lípidos bioactivos por esta enzima (p.ej. PAF) es un importante factor de riesgo aterogénico.

· Las LDL de los sujetos obesos con/sin diabetes tienen mayor afinidad por PGCS que las LDL de los sujetos control. Esto demuestra que las PLA2 dependientes e independientes de calcio podrían estar generando partículas de LDL pequeñas y densas y así contribuir al perfil proaterogénico de estos pacientes.

· La sPLA2 V fue más activa sobre lipoproteínas aisladas que la sPLA2 IIA. La actividad sPLA2 V es fisiológicamente más importante que la enzima del grupo IIA en el metabolismo de las lipoproteínas.  

· Los niveles plasmáticos de leptina, PCR y fibrinógeno están aumentados en los sujetos obesos con/sin diabetes tipo 2, lo que resalta su perfil proinflamatorio. Estos parámetros se correlaciona positivamente con las fosfolipasas dependiente e independiente de calcio.
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