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Metabolismo del acido araquidonico
y actividad de fosfolipasa A,
en pacientes con artritis reumatoidea

Hermann Gonzalez, Duane M. Smith, Robert A. Turner

El metabolismo del acido araquiddénico (AA)
y la actividad de la fosfolipasa A, (FLA,;), fue-
ron estudiados en neutroéfilos segmentados (NS)
pertenecientes a diez pacientes con artritis reu-
matoidea (AR), que recibian distintos antiin-
flamatorios no esteroides (AINE), diez pacien-
tes con AR sin tratamiento con AINE y diez
voluntarios sanos. El porcentaje de AA que se
metaboliz6 a leucotrieno B, (LTB,) fue signifi-
cativamente mayor en los pacientes sin trata-
miento que en el grupo control; en los pacientes
en tratamiento con AINE se observé una dismi-
nucion en LTB,; que no fue estadisticamente
diferente del grupo control. La actividad de la
enfermedad, medida por parametros clinicos,
mostro6 correlacién con la generaciéon del LTB,
y la actividad de la FLA,. Estos resultados pre-
liminares sugieren que un aumento en la activi-
dad de la FLA,; es, al menos en parte, respon-
sable del aumento de la generacion del LTB,y
que el tratamiento con AINE puede, eventual-
mente, modificar esta anormalidad.

INTRODUCCION
El A A y sus metabolitos pertenecen a un grupo
de sustancias conocidas como "eicosanoides", tér-
mino que incluye: las prostaglandinas (PG), los
tromboxanos (TX), los &cidos hidroxi e hidrope-
roxieicosatetraenoico (HETE, HPETE) y los leu-
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cotrienos (LT); se ha demostrado que estos "eico-
sanoides" afectan diversas actividades metaboli-
cas (1-3), por tanto, pueden ser un factor contribu-
yente en la patogénesis de las enfermedades infla-
matorias; de hecho, PGE,, PGF,, TXB, y LTB, se
han encontrado en alta concentracién en el liquido
sinovial (4, 5), mientras el acido 5-HETE lo ha
sido en el tejido sinovial de pacientes con AR (5).
Se han propuestos varios mecanismos para expli-
car la liberacion del AA de los lipidos de la mem-
brana celular, donde normalmente se halla esteri-
ficado en los principales fosfolipidos; aunque una
fosfolipasa del tipo C puede llevar & cabo esta fun-
cidn, hay suficiente evidencia de que en el neutrd-
filo humano, es una FLA; la enzima predominante
(6); cuyo requerimiento de calcio es absoluto y su
pH de maxima actividad es neutro.

La AR representa un proceso inflamatorio de
gran complejidad con la participacion de numero-
sos tipos de células, incluyendo plaquetas, neutro-
filos, macrofagos, linfocitos, fibroblastos, células
endoteliales y sinoviales; sin embargo, la acumu-
lacion de neutrofilos segmentados (NS) dentro de
la articulacion, es considerada como una de las
caracteristicas mayores de esta reaccion inflama-
toria (7).

El presente informe es parte de un proyecto di-
rigido a establecer el papel de la FLA,, el AAy
algunos de sus metabolitos en la patogénesis de la
AR que eventualmente permitird un enfoque tera-
péutico mejor fundamentado.

MATERIAL Y METODOS
Pacientes. Todos los pacientes estudiados te-
nian AR clasica o definida, de acuerdo con los
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criterios de la American Rheumatism Association
(8). Los diez pacientes en tratamiento con AINE
se discriminan asi: cinco con naproxen, uno con
indometacina, uno con acido salicilsalicilico, uno
con tolmetin sédico, uno con diflunisal y uno con
acido acetilsalicilico. Los pacientes considerados
aqui sin tratamiento habian suspendido todo tipo
de AINE durante al menos siete dias. Los volunta-
rios del grupo control no estaban recibiendo nin-
gun tipo de medicacion.

Las muestras de sangre fueron obtenidas unica-
mente de quienes lo autorizaron, después de ser
informados del propdsito del estudio (protocolo
aprobado por el Comité Normativo de Investiga-
cién Clinica de la Facultad de Medicina Bowman
Gray). Con el fin de calcular un indice de activi-
dad de la AR (9), los siguientes datos clinicos y de
laboratorio fueron obtenidos: indice articular, ve-
locidad de sedimentacion globular, latex para fac-
tor reumatoideo, fuerza de prension y evaluacién
subjetiva de actividad de la enfermedad por parte
del médico y del paciente.

Separacion celular. Los NS se obtuvieron por
centrifugacién diferencial en Ficoll-Hypaque, més
del 95 por ciento de las células fueron NS con una
viabilidad superior al 95 por ciento segun exclu-
sion de azul tripano.

Marcacién y metabolismo del AA con H. Los
NS fueron incubados por dos horas a 37°C con 0.5
uCi de AA-H? (Amersham, Arlington Heights, IL).
La mitad de las células se estimuld con A23187,
mientras la otra mitad se incub6 en PBS. Los lipi-
dos se extrajeron por el método de Bligh y Dyer
(10).

Actividad de fosfolipasa A2. Se determind en
sonicados de NS midiendo la liberacion del acido
oleico marcado con C'*de la membrana celular de
E. coli segun se ha descrito (11).

Cromatografia en silica. Los lipidos marca-
dos con H? se hicieron cromatografiar en placas de
silica H, y los marcados con Cl1* en placas F-254.

Los resultados se expresan como la diferencia
en los porcentajes de distribucién del radioisétopo
en los distintos lipidos, entre las células estimula-
das con el movilizador de calcio A23187 menos el
control (PBS). La actividad de FLA, se expresa
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como pMol de substrato hidrolizado por hora por
10" células.

Analisis estadistico. Se hicieron comparacio-
nes entre los grupos de pacientes usando andlisis
de variancia y coeficientes de correlacidn para la
generacion de LTB, y la actividad de FLA,; asi
como andlisis de regresion linear con sus parame-
tros clinicos.

RESULTADOS

Los NS de pacientes sin tratamiento generaron
significativamente mas LTB, que los normales (4.8
+ 1.6 y 3.1 £1.0, respectivamente); mas interesan-
te aun es la observacion de que los NS de pacientes
en tratamiento con AINE, generaron menor canti-
dad de LTBy4, que no es estadisticamente diferente
de la produccion de los normales; en otras pala-
bras, el tratamiento con AINE produjo una ten-
dencia hacia la normalizacion en el metabolismo
del A A (Figura 1).En laFigura?2 se puede apreciar
la relacion entre la habilidad para generar LTB, y
la actividad de FLA, de los NS. Aunque la corre-
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Figura 1. Produccion de LTB4 en el grupo control (N), los pacientes sin
tratamiento (AR) y los pacientes en tratamiento (AR-AINE).
*p < 0.025
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Figura 2. Correlacién entre la produccion de LTB4 y la actividad enzimdtica o
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lacion es débil, es positiva, indicando que parte
del incremento en produccion de LTB, puede ser
debido a hiperactividad de FLA,

Cuando analizamos si cualquiera de estas dos
anormalidades bioquimicas tiene su contraparte en
las distintas manifestaciones clinicas de la enfe-
rmedad, o en el indice de actividad de AR, encon-
tramos correlacion positiva entre el indice modi-
ficado de actividad reumatoidea y la produccion
de LTB, y la actividad de FLA,; sin embargo, es-
tadisticamente no es significativa (Figura 3).

DISCUSION

Con el presente estudio hemos demostrado que
los NS de pacientes con AR producen mas LTB,
en respuesta al agente movilizador del calcio
A23187; también demostramos que algunos AINE
pueden modificar esta anormalidad.

Varios estudios han sugerido que la accion de
los AINE se hace a través de inhibicion de la ciclo-
oxigenasa del AA; sin embargo, recientemente se
ha sugerido que algunos AINE actlan como agen-
tes bloqueadores del calcio (12), de suerte que
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Figura 3. El indice clinico de actividad reumatoidea 9]AR) y su correlacién
con la produccién de LTB4 (- ), con la actividad*enzimdtica de FLA2
(—==).(r:049)

podrian ser inhibidores del metabolismo del AA a
un nivel mas basico, es decir, bloqueando su libe-
racion de los lipidos de la membrana celular (13,
14); existe todavia la posibilidad de que parte de la
accion de estos AINE sea inhibicion de la 5-lipo-
xigenasa, que se sabe es la enzima responsable de
la produccion de LTB,.

El NS, como agente efector, parece jugar un
papel muy importante en la inmunopatogénesis de
la AR, algunas de las acciones que se le han re-
conocido son las siguientes: capacidad de generar
radicales libres de oxigeno, conocidos mediado-
res de dafo tisular y posiblemente de destruccion
del cartilago articular (15); produccion de los po-
tentes agentes quimioactivos LTB, y 5-HETE,
responsables de la acumulacion de NS en el liqui-
do sinovial reumatoideo (5), y degranulacidon con
liberacion de potentes colagenasas y proteasas que
"digieren" diferentes componentes de la articula-
cion (2, 3, 16).
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Aunque aqui no demostramos una fuerte corre-
lacion entre los niveles de LTB* y/o la actividad de
FLA, con los parametros clinicos, creemos que
con un numero mayor de pacientes quizas sea fac-
tible obtener significancia; no obstante, la misma
naturaleza impredecible de la enfermedad puede
determinar la incapacidad para asignarle un claro
equivalente clinico a una anormalidad bioquimi-
ca.

Pensamos que al describir estas anormalidades
en el metabolismo del AA en los NS de pacientes
reumatoideos, estamos abriendo un campo inves-
tigativo en la modulacion de enzimas como la
FLA,, que parece tener gran potencial terapéutico.

SUMMARY

Ten patients with rheumatoid arthritis (RA) on
treatment with non steroidal antiinilamatory agents
(NSATIA), ten patients in washout period and ten
healthy controls were studied in order to evaluate
arachidonic acid (AA) metabolism in polymor-
phonuclear leukocytes (PMNL). PMNL were pre-
incubated in the presence or absence ofthe Ca iono-
phore A23187, and the products were separated
by thin layer chromatography. The percentage of
AA metabolized to Leukotriene By (LTB4) was
significantly higher in RA patients in washout than
in controls. LTB, in patients on NSAIA was de-
creased and not significantly different from con-
trols. The activity of RA as evaluated by a modi-
fied index, correlated with LTB4 generation and
phospholipase A, (PLA,) activity. These prelimi-
nary data suggest that increased PLA, activity may,
in part, account for the higher generation of LTB,
by rheumatoid-PMNL and that NSAIA may be
capable of modulating this abnormality.
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