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Resumen

Las especies reactivas del oxigeno, dada su alta reactividad, son capaces de producir peroxidacién
de los lipidos de membrana, factor que es determinante en el mecanismo del dafio endotelial, pues
provoca la activacion de la enzima fosfolipasa A2, la cual es clave en el recambio de los
fosfolipidos de membranas y en la generacion de diversas sustancias bioactivas, entre las que se
encuentra el acido araquidonico. Segun investigaciones recientes, la patogénesis de la
hipertensién arterial debida al incremento de las especies reactivas del oxigeno ha sido atribuida a
una disfuncién endotelial causada, entre otros factores, por la generacion de isoprostanos
vasoconstrictores provenientes de la peroxidacion del acido araquidénico. Por ello, nos trazamos
como objetivo fundamental comparar la actividad de la enzima fosfolipasa A2 en individuos sanos y
en hipertensos pertenecientes a areas de salud del municipio Santa Clara, para lo cual empleamos
una técnica colorimétrica basada en la accién catalitica que tiene esta enzima, la cual produce una
acidificacion del medio por la liberacion de lisofosfolipidos y acidos grasos. Estos cambios en el pH
del medio se traducen en cambios en la absorbancia de la solucién sustrato. De acuerdo con el
procesamiento estadistico realizado, se encontraron diferencias significativas en los dos grupos de
estudio. El aumento de los niveles de fosfolipasa A2 en hipertensos evidencia que constituye un
predictor independiente, a largo plazo, de la enfermedad cardiaca coronaria y la enfermedad
cerebrovascular.
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Introduccién

Las fosfolipasas son un grupo oblicuo y diverso de enzimas descritas desde 1967, que inducen
cambios en la composicion membranal, activan la cascada inflamatoria y alteran las vias de
sefializacion celular. Las fosfolipasas A2 (FLA2) son las responsables de la movilizaciéon de los
acidos grasos, incluido el acido araquidénico (AA) a partir de los fosfolipidos.

Las FLA2 son una familia de enzimas que hidrolizan el enlace éster sn-2 de los glicerofosfolipidos y
liberan acidos grasos, principalmente el acido araquidénico y lisofosfolipidos. Estas enzimas son
claves en el recambio de los fosfolipidos de membranas y en la generacion de diversas sustancias
bioactivas. Existen dos grandes clases: las FLA2 intracelulares o citosélicas (FLA2c), de masa
molecular elevada (40-85 kDa) y las FLA2 de secrecion (FLA2s), de masa molecular pequefa (14-
18 kDa). Las formas extracelulares de las FLA2 son extremadamente abundantes en las
secreciones de las glandulas exocrinas, como péncreas y glandulas venenosas de serpientes,
abejas, escorpiones, asi como en sitios inflamatorios™ .

El acido araquiddnico se encuentra formando parte de la estructura de los fosfolipidos de
membrana, de manera que el primer paso en su metabolismo consiste en su liberacion, catalizado
por la fosfolipasa A2. Esta reaccion enzimatica se estimula en estados que pueden ser fisiologicos
o patolégicos™. Al observar los estimulos inespecificos que conducen a la liberacién del acido
araquidonico, puede observarse que estos generalmente se manifiestan en estados en los cuales
se produce dafio celular mediado por la accién de metabolitos reactivos del oxigeno®®.

En experimentos en los que se logra isquemia por oclusién de la arteria coronaria en animales de
laboratorio, el metabolismo del acido araquidénico se incrementa con abundante produccion de
leucotrienos, prostaglandinas y tromboxanos, cuando los sistemas de defensa son seriamente
deteriorados.

Segun investigaciones recientes, la patogénesis de la hipertensién arterial (HTA) debida al
incremento de las especies reactivas del oxigeno (ERO) ha sido atribuida a una disfuncién
endotelial causada por inactivacién del 6xido nitrico, generacion de isoprostanos vasoconstrictores
provenientes de la peroxidacion del acido araquidénico, asi como de vasopresores o0 de la
disminucién de la actividad vasodilatadora®™*.

Se ha estimado que el efecto final depende del rango y predominio de distribucién de la fosfolipasa
A2 entre las lipoproteinas de baja densidad oxidada (OxLDL) y las lipoproteinas de alta densidad
(LDH). Lo que si es definitivo es que su elevacién es un marcador de inflamacion, y la
experimentacion ha evidenciado que su inhibicién dirigida y especifica puede tener contundentes
efectos antiaterogénicos. Varios estudios han demostrado que la fosfolipasa A2 constituye un
predictor independiente a largo plazo de enfermedad cardiaca coronaria y de enfermedad
cerebrovascular®.

La enfermedad cardiovascular es la mas extendida a nivel mundial, es identificada como uno de los
principales factores de riesgo de mortalidad y la tercera causa de incapacidad en la poblacién
general. La HTA esencial desencadena un gran nimero de enfermedades, entre las que se
encuentran la cardiopatia isquémica, la insuficiencia cardiaca, la enfermedad cerebrovascular, la
insuficiencia renal y las afectaciones de la vasculatura periférica y de la retina™. Por tanto, nos
propusimos realizar un estudio que permitiera establecer la relacién existente entre la alteracién de
la actividad de la enzima prooxidante FLA2 y el padecimiento de HTA esencial.

Métodos

El disefio metodolégico cientifico de la investigacion fue experimental, y constituye un
acercamiento a la caracterizacion del comportamiento de la enzima FLA2 en relacion con la HTA



esencial, en el municipio de Santa Clara, teniendo en cuenta que no se tiene conocimiento de
estudios previos en el municipio que reflejen valores probables de este elemento para caracterizar
a los normotensos e hipertensos.

Para realizar el estudio se utilizd6 un total de 198 muestras, obtenidas de un pesquisaje a la
poblacion del municipio de Santa Clara. El total de las muestras se clasific6 por un grupo de
expertos, y se formaron dos grupos: uno control con 145 individuos normotensos y otro con 53
hipertensos.

A cada paciente se le realizé la extraccion de 5 mL de sangre con jeringuilla desechable. Las
muestras de sangre fueron procesadas y se les determiné la actividad enzimatica de FLA2 el
mismo dia de la extraccion.

Las determinaciones fueron realizadas en un espectrofotémetro Génesis 10 UV, en el Laboratorio
de Quimica Sanguinea de la Universidad Médica de Villa Clara. Los reactivos utilizados son de alta
calidad y pertenecen a la firma MERCK y SIGMA.

La determinacién de la fosfolipasa A2 es una técnica colorimétrica que se basa en la accion
catalitica que tiene esta enzima sobre los fosfolipidos, pues provoca la liberacion de lisofosfolipidos
y acidos grasos. Estos ultimos producen una acidificacién del medio que ocasionan cambios en la
absorbancia de la solucion sustrato. El ensayo fue realizado mediante el empleo de una curva
patron de HCL 0,1N.

Para la hidrolisis espontanea, se midié la absorbancia de una mezcla sustrato (fosfatidilcolina, rojo
cresol 0,6 %, glicil-glicina 0,1 M y cloruro de calcio 20 mM) a los 10 seg, 30 seg y al minuto, a una
longitud de onda de 578 nm.

Para la hidrdlisis total, se hizo reaccionar la mezcla sustrato con HCL 0,1 N y se midio la
absorbancia a los 30 seg a 578 nm.

Para el procesamiento de la muestra, se hizo reaccionar la mezcla sustrato con la muestra de
suero y se midid la absorbancia a 578 nm durante 10 seg, 30 seg y al minuto.

Los resultados obtenidos fueron procesados mediante el paquete estadistico SPSS (versién 10.0).
En primer lugar, se verificé la distribucion normal de los datos mediante la prueba de Kolmogorov-
Smirnov, y se aplicé la prueba t de Student para evaluar las diferencias entre normotensos e
hipertensos con respecto a la actividad enzimatica.

Resultados

La tabla 1 muestra los valores medios de la enzima FLA2 para normotensos e hipertensos
mediante estadisticos de grupo.

Tabla 1 Valores medios de FLA2 en normotensos e hipertensos. (Estadistico de grupo).

Grupos NUmero de Media Desviacion Error tipico
muestras estandar

Normotensos 145 4,4776 2,4854 0,3980

Hipertensos 53 6,8715 3,3108 0,5596

La tabla 2 muestra los resultados informados por la comparacién de los valores de actividades
enzimaticas para ambos grupos de estudio, mediante la prueba de Levene para igualdad de
varianzas y la prueba t para igualdad de medias, con un nivel de confiabilidad de un 95 %.



Tabla 2 Prueba de muestras independientes para la comparacién de la actividad de fosfolipasa A2

(FLA 2).
Prueba de Prueba de Prueba t para la igualdad de medias
Varianza Levene para
igualdad de
varianzas
F Sig. t gl Sig. Diferencia | Error tipico 95 % Intervalo de
(bilateral) | de medias | dela confianza para la
diferencia diferencia
Inferior Superior
Varianzas 2,80 | 0,098 -3,54 72 0,001 -2,3939 0,6763 -3,7421 -1,0457
iguales
Varianzas -3,48 62,73 0,001 -2,3939 0,6867 -3,7663 -1,0215
desiguales
Discusion

En nuestro estudio se encontré que existe diferencia significativa en cuanto a la actividad de la
enzima FLA2 en hipertensos, al compararlos con los normotensos. El nivel de significacién
determinado mediante la prueba t para la comparacion de medias fue de un 0,001, y se demostré
la existencia de diferencias significativas para el nivel de significacion de 0,05 fijado para el
desarrollo de nuestro anlisis.

Segun los parametros estipulados por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), en los
individuos clasificados como hipertensos se detectd una actividad incrementada de esta enzima, lo
que se encuentra en correspondencia con los resultados informados en la bibliografia consultada.
La estimulacion de la FLA2 y el consiguiente aumento de la concentracion del acido araquidénico
estimula la actividad de la NADPH Oxidasa in vivo y con ello la produccion del O,. Por otra parte,
la peroxidacion lipidica no enzimatica del acido araquiddnico por radicales libres da lugar a los
isoprostanos, productos parecidos a las prostaglandinas, los cuales se consideran marcadores de
estrés oxidativo y de peroxidacién lipidica endégena. Entre las funciones de los isoprostanos, se
encuentran las de ser potentes vasoconstrictores, estimular la mitogénesis en las células
vasculares del musculo liso e inducir la liberacion de endotelina en las células endoteliales,
compuesto vasoconstrictor que promueve la agregacion plaquetaria y la proliferacion de células
musculares lisas; contribuye, ademas, a originar alteraciones, como la disfuncién endotelial y la
HTA10'12.

La FLA2 puede ser considerada como un agente prooxidante. Con su activacion —mediada por
factores especificos, como pueden ser hormonales o proteicos, o por factores inespecificos, entre
los que se encuentra el dafio celular mediado por ERO- se propicia un estado en el cual se genera
un desequilibrio en el estado oxidativo del organismo, lo que aumenta la produccién de metabolitos
reactivos.

Summary

Given the high reactivity level of the oxygen reactive species, they have the capacity to produce
membrane lipid peroxidation. This factor is determinant for the mechanism of endothelial damage
because it provokes the activation of the phospholipase A2 enzyme which is the key for exchanging
the phospholipids membranes and in generating different bioactive substances among which we
can find the arachidonic acid. According to recent research works, the pathogenesis of the high
blood pressure caused by oxygen reactive spices has been attributed to an endothelial malfunction
originated, among other factors, by the generation of vasoconstrictive isoprostanes as consequence
of arachidonic acid peroxidation. Due this, the principal aim we proposed to ourselves was to



compare the phospholipase A2 enzyme activity in healthy subjects and in patients who suffer from
high blood pressure who belong to the health area of Santa Clara municipality. A colorimeter
technique based on the catalytic action of this enzyme, which generate the medium acidification by
liberating lysophospholipids and fatty acids was used. These changes in the medium pH originate
changes on the absorbance of the substrate solution. According to the statistical analysis we made,
significant differences were found in both study groups. The level increase of phospholipase A2 in
patients who suffer from hypertension is the evidence that it can be considered a long term
independent predictor for the coronary heart disease as well as for the cerebrovascular disease.
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