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RESUMEN

Introduccién

El acido araquidénico (¢45-5,8,11,14-eicosatetraenoico; AA) es el precursor de
los eicosanoides, una gran familia de mediadores con papeles fundamentales
en las fases de iniciacién y resolucion de la inflamacién. En las células el AA
se encuentra esterificado en la posicion s#-2 de los glicerofosfolipidos de
membrana, y la participacién de las fosfolipasas As liberando el 4cido graso
constituye un paso limitante para la sintesis de eicosanoides, un proceso que
también depende de los niveles de expresion y actividad de las ciclooxigenasas
y lipooxigenasas que metabolizan el AA.

El AA es el principal acido graso poliinsaturado presente en las membranas de
las células del sistema inmune innato y no se encuentra distribuido de forma
uniforme entre los glicerofosfolipidos, si no que existen diferencias en su
distribucién entre diferentes especies moleculares. Monocitos y macréfagos
muestran una distribucion caracterfstica del AA entre las clases de fosfolipidos,
siendo los fosfolipidos de etanolamina (PE) los que mas AA contienen,
seguidos de los fosfolipidos de colina (PC) y del fosfatidilinositol (PI).
Atendiendo a las especies moleculares dentro de las clases de fosfolipidos, los
plasmalégenos de etanolamina estan particularmente enriquecidos con AA.
Esta distribucién asimétrica del AA en las células es clave para la regulacién
de la sintesis de eicosanoides ya que, dependiendo de la fuente de fosfolipidos
del AA, pueden producirse ciertos eicosanoides con mayor preferencia que
otros. Por ejemplo, la produccién de metabolitos a través de lipooxigenasas
en macrofagos peritoneales de ratéon estimulados con zimosan, parece estar
asociada con la movilizacién de AA de PC, y no de PE o PIL. Esto implicaria
que no todas las clases de fosfolipidos que contienen AA son accesibles a las
fosfolipasas Az que producen la liberaciéon del acido graso. Por lo tanto,
dependiendo de la compartimentalizacion del AA entre los distintos
fosfolipidos de membrana puede constituir el tercer paso limitante para la
sintesis de eicosanoides.

La incorporacion del AA en los fosfolipidos celulares tiene lugar
principalmente por el reciclaje del 4cido graso proveniente de la posicion sz-2
de los glicerofosfolipidos a través del ciclo de Lands. En esta ruta, los
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lisofosfolipidos generados por fosfolipasas Az constitutivamente activas,
como la fosfolipasa A» independiente de calcio del grupo VIA (iPLA»B), son
utilizados por una aciltransferasa dependiente de coenzima A (CoA) para
incorporar el AA en los fosfolipidos. La remodelacién posterior a través de
reacciones de transacilacién entre los fosfolipidos, distribuye el AA en las
clases de fosfolipidos apropiadas.

La transacilasa independiente de CoA (CoA-IT) es la principal enzima
implicada en la remodelacién de AA en la mayoria de las células. Esta enzima
cataliza la transferencia de AA y otros 4acidos grasos poliinsaturados
principalmente desde especies diacil-PC a especies liso-PE o liso-PC. La CoA-
IT presenta una gran afinidad por los aceptores lisofosfolipidicos que
contienen un enlace éter en la posicién sz-1 del esqueleto de glicerol, en
particular  los  lisoplasmalégenos  de  etanolamina  (l-alquenil-2-
lisoglicerofosfoetanolamina) y alquil-liso-PC  (1-alquil-2-lisoglicerofosfo-
colina). Esta circunstancia podria explicar por qué el contenido de AA en
especies de PC y PE con enlace éter es generalmente mds alto que en sus
equivalentes diacil. Aunque la secuencia de CoA-IT todavia no se ha
identificado, su actividad ha sido caracterizada en preparaciones celulares y se
han descrito inhibidores farmacolégicos. Dado que algunas de las fosfolipasas
Az mejor conocidas, como la fosfolipasa As citosélica del grupo IVA (cPLAx)
o la iPLA,B, han mostrado actividad CoA-IT en ensayos iz vitro, se ha
propuesto que, # vivo, la reaccién CoA-IT puede representar una funcién no
identificada de otra fosfolipasa Ax descrita. Basandose en caracteristicas
bioquimicas comunes, como la unién a membranas o la independencia de
calcio, se ha propuesto como candidata la fosfolipasa A citosdlica del grupo
IVC (cPLA2y). Estudios de sobreexpresion de la ¢cPLA3y han proporcionado
evidencias iz vivo de que la enzima regula la composicién de acidos grasos de
los fosfolipidos, aunque no esta claro si las reacciones de remodelacién

implicadas son dependientes o independientes de CoA.

Objetivos

En trabajos previos se ha establecido como objetivo delinear los mecanismos
moleculares que participan en la movilizacién del AA en células fagociticas en
respuesta a estimulos de la respuesta inmune innata, para elucidar las fuentes
de AA implicadas en los procesos de liberacién y reacilacidn, estudiar las

fosfolipasas Az que regulan el metabolismo del acido graso, y descubrir nuevos
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marcadores lipidicos especificos de estimulo cuyas rutas de sintesis pueden
proporcionar dianas farmacolégicas.

Por ello, el objetivo los objetivos especificos planteados en esta tesis fueron
los siguientes:

« Tener un mejor conocimiento de los procesos que regulan la disponibilidad
celular de AA, lo cual incluye estudiar la influencia de la
compartimentalizaciéon del AA y examinar la dependencia de su

remodelacién del contenido de plasmalégenos.

Descubrir nuevas caracteristicas reguladoras de las reacciones de
transacilacién independientes de CoA en la homeostasis del AA y revelar el

papel de las fosfolipasas Az en las respuestas de remodelacion.

Estudiar el proceso del primado con LPS de macréfagos para la liberacién
de AA y caracterizar el papel de las especies plasmaldgenas en los
mecanismos implicados en la disponibilidad de AA.

M¢étodos experimentales

Para estudiar los procesos de remodelacién del AA regulado por fosfolipasas
Az en macréfagos respondiendo a estimulos de la respuesta inmune innata, se
han empleado técnicas de estudios lipidémicos basadas en espectrometria de
masas, las cuales combinan con gran eficiencia la separacion e identificacién
de metabolitos con sensibilidad. El desarrollo de las técnicas de cromatografia
liquida (LC/MS) y cromatografia de gases (GC/MS) acopladas a
espectrometria de masas han sido muy utiles para esclarecer los lipidos
implicado en estos procesos a nivel de especies moleculares. Ademas, para
caracterizar el papel de las especies plasmalégenas, se han empleado lineas
celulares deficientes en plasmalégenos derivadas de células RAW (generadas
por Dr. R. A. Zoeller). Por otro lado, se emplearon inhibidores quimicos, asi
como RNA de interferencia para estudios de inhibicién de distintos miembros
de las fosfolipasas Ao.
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Resultados v discusion

Metabolismo del acido araquidonico en macrofagos.

Los macréfagos participan en los procesos inflamatorios debido, en parte, a
su capacidad para sintetizar y liberar grandes cantidades de mediadores
derivados del AA, denominados eicosanoides. Mediante técnicas basadas en
espectrometria de masas, se caracteriz6 y comparé la composicién y
distribucién de especies de fosfolipidos en macréfagos peritoneales de ratoén
(RPMs) y en la linea celular murina macrofagica RAW264.7. Ambos tipos
celulares presentan diferencias en el contenido y distribucién de acidos grasos
entre las distintas especies de fosfolipidos, principalmente de acidos grasos
poliinsaturados (PUFAs). Las células RAW2064.7 presentan un menor
contenido de AA en comparacién con los RPMs, especialmente en los
fosfolipidos de colina (PC), mientras que el contenido de AA en fosfolipidos
de etanolamina (PE) es similar. A pesar de esta diferencia, el proceso de
remodelacién del AA desde PC a PE presenta un perfil similar en términos
cualitativos y se produce a mayor velocidad (tiempo de remodelacién menor)
en las células RAW264.7.

Papel de los plasmalégenos de etanolamina.

Los estudios comparativos realizados con células deficientes en plasmalégenos
mostraron que no hay diferencias significativas en la composicién de acidos
grasos en ausencia de especies plasmalbgenas y que el contenido de AA es muy
similar en todas las clases de fosfolipidos. Siendo las especies plasmalégenas
de PE las que mayor contenido de AA presentan, esto puede explicarse debido
a una elevaciéon compensatoria del contenido de AA en las especies diacil-PC
y PE. Ademas, se comprobé que la velocidad y cinética de remodelacion del
AA desde PC a PE es la misma en las células deficientes, por lo que la
remodelacién de AA no estd influenciada por el contenido celular de
plasmaldgenos.

Para estudiar si la deficiencia de plasmalégenos puede alterar la activacioén de
los macroéfagos, se indujo la polarizacion a macréfagos pro-inflamatorios (M1)
o anti-inflamatorios (M2). Los resultados mostraron que no hay diferencias en
los niveles de expresiéon de marcadores asociados a cada fenotipo. Ademas, el
perfil de eicosanoides producidos tras la estimulacion con zimosan es el mismo
en presencia y ausencia de plasmalégenos, detectindose unicamente
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productos de la ruta de las ciclooxigenasas, principalmente prostaglandina D»

(PGD,).

Papel de las fosfolipasas A; en la remodelacion.

La actividad de la cPLA»x es fundamental en las reacciones de desacilacién del
AA de los fosfolipidos de membrana, mientras que las aciltransferasas
dependientes de CoA reincorporan el acido graso y son las consiguientes
reacciones de transacilacion entre los fosfolipidos las que distribuyen el AA
entre las distintas clases y especies moleculares, lo que explica el alto contenido
de AA en los plasmalégenos de etanolamina. La principal enzima implicada es
la transacilasa independiente de CoA (CoA-IT), cuya secuencia no ha sido
identificada. Sé evalué la implicacion de distintas isoformas de PLAus,
observandose que la cPLA2y es la unica enzima que interviene en el proceso
de remodelacién, ya que las células con la enzima silenciada exhibian defectos
en la remodelacién del AA desde PC a PE, reflejado por una disminucion
significativa del tiempo de remodelacién.

Incremento de la liberacion de AA mediante el primado con LPS.

El LPS posee la capacidad de primar las células del sistema inmune innato a
través del reconocimiento por TLR4 e incrementar la liberacion de AA cuando
estan expuestas a un segundo estimulo inflamatorio. Los resultados muestran
que PC es el principal aceptor para la incorporaciéon de AA en macréfagos
activados y que el primado con LPS no influye en dicho proceso. Ademas, una
exposicion con LPS previa a la estimulacion disminuye el contenido de AA en
algunas especies de PE. De acuerdo con la implicacién de CoA-IT en reponer
AA en PE, los resultados muestran que en células sin primar disminuye el
contenido de todas las especies de fosfolipidos excepto PE, mientras que al
primar con LPS se produce un incremento de la liberacién de AA desde PE,
especialmente de las especies plasmalogenas. Estos resultados indican que el
primado con LPS bloquea la ruta de la CoA-IT'y, por tanto, la disminucion de
la remodelacion de AA a las especies plasmalogenas de etanolamina es
responsable del incremento de movilizaciéon del acido graso en las células

activadas.

Por otro lado, el primado con LPS disminuye la remodelacion de AA desde

PC a PE, lo que resulta en una reduccién de la incorporacion del 4cido graso
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en las especies plasmalégenas de PE. Esta diferente compartimentalizacién del
AA deriva en una mayor liberacién de PE y un incremento de los niveles de
AA libre debido a la hidrélisis de PC mediada por la cPLA2x. Por tanto, la
disminucién de la actividad de CoA-IT tras el primado con LPS constituye un
riesgo debido al incremento de la produccién de eicosanoides como
consecuencia de una mayor liberaciéon de AA desde PC.

En resumen, todos estos descubrimientos enfatizan la participacion de los
plasmalégenos en la ejecucién de algunas respuestas de los macréfagos y
exponen las reacciones de desacilacién/reacilacién como un paso ctitico para
el aumento de la liberacion del AA en macréfagos primados con LPS. Esto
podtia deberse a una inhibicién de la CoA-IT, que favorece la acumulacién de
AA en PC al bloquear la transferencia del acido graso a PE. Ademas, se ha
demostrado que la cPLA2y es la principal enzima implicada en la remodelacién
de AA mediada por CoA-IT y que los plasmalégenos estan implicados en este

proceso.

Conclusiones

En conjunto, estos resultados proporcionan nueva informacién para un mejor
conocimiento de los procesos de regulacién de la disponibilidad celular de AA
y conducen a las siguientes conclusiones principales:

1. El contenido celular de plasmalégenos no influye en los niveles o la
distribucion de AA en los macréfagos.

1.1. Las reacciones de remodelacién de AA mediadas por CoA-IT son
independientes del contenido celular de plasmalégenos. Los enlaces
de las especies molecular no influyen en la distribucion del AA en
células del sistema inmune innato, que parece depender
principalmente de la composicién del grupo polar de los fosfolipidos
de membrana.
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1.2. Fl contenido celular de plasmalégenos no influye ni en los niveles de
AA ni en su distribucién relativa entre las clases de fosfolipidos.
Parece ser que son los niveles enddgenos de AA y no de
plasmalégenos lo que determina la velocidad de remodelacion del AA
entre los fosfolipidos.

1.3. La implicacién de los plasmalogenos es diferente en algunas, pero no
todas, respuestas de los macréfagos. Esto refleja algun tipo de
especificidad biolégica de este tipo de fosfolipidos.

1.4. Las fosfolipasas Az citosolicas de los grupos IVA y IVC (cPLA20 and
cPLA2y) presentan distintos papeles en la homeostasis celular del AA:
la primera regula la liberacién de AA, pero no su remodelacion,

mientras que la segunda hace lo contrario.

1.5. La cPLAz2y es la principal enzima implicada en la remodelacion del AA
en fosfolipidos.

2. La hidrélisis de los plasmalégenos de etanolamina es un paso importante

en el primado de macréfagos con LPS.

2.1. El primado con LPS provoca la disminucién de la incorporacién de
AA en los plasmal6genos de etanolamina y facilita la hidrélisis neta de
dichas especies después de la estimulacién con zimosan, lo cual parece
deberse a una reduccién de la remodelacién de AA por una reduccion
de la activacién de CoA-IT.

2.2. El bloqueo de la ruta de la CoA-IT a través del primado con LPS es
macréfagos estimulados conduce a un incremento de los niveles de
AA libre disponibles para la sintesis de eicosanoides, probablemente
debido a un mayor acceso de la cPLA2x a las reservas de AA presentes
en PC.
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1.1. The inflammatory response: the immune system.

The immune system is traditionally classified in two types: innate and adaptive.
The first one, also known as non-specific immunity, constitutes the early line
of host defense and it is present in almost all multicellular organisms. In
contrast, the adaptative immune system is antigen-specific and includes
memory that makes future responses more efficient.

The innate immune system consists of cellular and biochemical mechanisms
that provide a rapid response to invading pathogens, among which the
inflaimmation process stands out. This represents the organism response to
local injury caused by an external damage or aggression. It leads to the
accumulation of blood cells and it is triggered to control the damage and begin
the repair processes, consisting on a defense against microscopic invaders (1).
Inflammation is classically characterized by the cardinal signs: redness,
swelling, heat, pain and loss of function. Local damage induces an immediate
and acute response started by the release of chemical mediators.

The main immune innate components are physical and chemical barriers,
phagocytic cells, dendritic cells, innate lymphoid cells and circulating plasma
proteins. Phagocytic cells play an essential role within the innate immune
system, cleaning tissues in a non-specific way. There are two types of
phagocytic cells: mononuclear and polymorphonuclear (Figure 1). The
mononuclear phagocyte system includes a population of bone marrow-derived
myeloid cells that circulate in the blood as monocytes and populate tissues as
macrophages during inflimmation. It has long been considered that
macrophages are derived and differentiated from blood monocytes, show
variable morphology and have different functions consistent with the tissue in
which they arise (2,3). However, recent studies have questioned the hypothesis
that tissue-resident macrophages arise from circulating monocytes indicating
that they do not originate from monocytes in a steady-state but indicating that
some macrophage compartments are established by fetal precursors and
maintained independently of hematopoiesis (4-7).
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Figure 1. Innate and adaptive immune cell types.

1.1.1. Pathogen recognition: Toll-like receptors.

Monocytes are endowed with chemokine receptors and pattern recognition
receptors (PRRs), which distinguish conserved molecular patterns of strange
organisms, and can adapt to their local microenvironment and to develop into
unique types of macrophages. Monocytes can exit the blood, adhere to
vascular endothelial cells and migrate to tissues where they differentiate into
macrophages, under inflammatory conditions. Macrophages, as resident
phagocytic cells, can be involved in the tissue homeostasis via the clearance of
pathogens and apoptotic cells, and they can directly recognize a wide variety
of pathogens through the PRRs, also known as pathogen-associated molecular
patterns (PAMPs), that induce production of inflammatory cytokines (8,9).

Several classes of PRRs, including Toll-like receptors (TLRs), are known to
play essential roles in the recognition of distinct microbial components.
Exposure of immune cells to the ligands of these receptors activates
intracellular signaling cascades that induce the acute inflammatory response to
return to normal homeostasis. TLRs are type 1 integral membrane
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glycoproteins characterized by the extracellular domains containing leucine-
rich-repeat (LRR) motifs in variable number, and a cytoplasmic signaling
domain homologous to that of the intetleukin 1 receptor (IL-1R).

A total of 13 mammalian TLR paralogues have been described (Table 1), each
responsible for the recognition of different microbial structures. Based on
their primary sequences, TLRs can be divided into several subfamilies, namely
from TLR1 to TLR13, of which only 10 (TLR1 to TLR10) are expressed in
human and 12 (TLR1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 and TRL11, 12, 13) in mice. The
receptors are differentially localized within the cells, so they can mediate
recognition of extracellular and intracellular pathogens. Based on their
localization, TLRs are classified into two subfamilies: while TLRs 1, 2, 4, 5, 6
and 10 are located on cell surface, TLRs 3,7, 8,9, 11, 12 and 13 are expressed
almost exclusively in intracellular compartments (such as endoplasmic
reticulum, endosome, lysosome or endolysosome), and their ligands require
internalization to endosomes so that the signaling is possible. To signal and
activate inflammatory responses, TLRs recognize structural components
unique to bacteria, fungi and viruses, so that each subfamily can recognize
related PAMPs. Cell surface TLRs mainly recognize microbial membrane
components such as lipids, proteins and lipoproteins. TLR4 recognizes
bacterial lipopolysaccharide (LPS) and TLR2 along with TLR1 or TLRG6
recognizes several PAMPs, including lipoproteins, peptidoglycans and
zymosan. However, intracellular TLRs identify nucleic acids detrived from
both bacteria and viruses and can also recognize self-nucleic acids in disease
environments such as autoimmunity. In addition, non-esterified fatty acids
(saturated fatty acids) can signal through TLR2 and TLR4 on macrophages
and induce pro-inflammatory gene expression (10-13).

TLR2 has a wide diversity of ligand recognitions because it can recognize the
ligands in association with structurally related TLRs such as TLR1 and TLRO,
forming heterodimers: TLR2-TLR1 recognize Gram-negative bacteria-
derived triacyl lipopeptide, and TLR2-TLRG identify diacyl lipopeptide from
mycoplasma. In association with the structurally unrelated C-type lectin family
(known as dectin-1), TLR2 can also recognize zymosan (8-1,3-glucan and B-
1,6-glucan). TLR4 recognizes LPS from Gram-negative bacteria and its
activation is supported by another protein known as LBP (LPS-binding
protein). An active component of LPS, the lipid A, forms a complex with a
recognition subunit MD2 (myeloid differentiation protein-2), which interacts
with TLR4 and activates signaling (14).
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Table 1. Toll-like receptors in the innate immune response.

TLR Ligand Location Expression
TLR1 Triacyl lipopeptides Cell surface Human/mice
TLR2 Peptidoglycan/Zymosan Cell surface Human/mice
TLR3 Double-stranded RNA Intracellular compattments ~ Human/mice
TLR4 LPS Cell surface Human/mice
TLR5 Flagellin Cell surface Human/mice
TLR6 Diacyl lipopeptides/Zymosan Cell surface Human/mice
TLR7 Single-stranded RNA Intracellular compartments ~ Human/mice
TLRS Single-stranded RNA Intracellular compartments ~ Human/mice
TLRY Unmethylated CpG DNA Intracellular compartments ~ Human/mice
TLR10 Not determined Cell surface Human
TLR11 Profilin-like protein Intracellular compartments Mice
TLR12 Not determined Intracellular compartments Mice
TLR13 Not determined Intracellular compartments Mice
1.1.2. Eicosanoids as mediators in the inflammatory

response.

The inflaimmation process is promoted by the release of chemical mediators
that increase vascular wall permeability permitting the migration of blood cells
into the surrounding tissue. These mediators include lipids, peptides, reactive
oxygen species, amino acid derivatives and enzymes. The type of chemical
mediators produced depends on the cell type, the anatomical site involved, the
nature of the inflaimmatory stimulus and the stage during the inflammatory
response.

Along with other signaling mediators, bioactive lipids regulate many cell
functions such as immune regulation, inflammation and maintenance of
homeostasis. Some lipid mediators acting as second messengers are formed
from fatty acids released from membrane phospholipids upon cellular
activation and the fatty acid composition of cell membrane phospholipids
influences the cell function through different mechanisms such as membrane

10
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order and lipid raft assembly. This suggests that fatty acids may play an
important role in promoting or suppressing inflammatory processes. The
formation and functions of these molecules relies on the prevalence of omega-
6 or omega-3 polyunsaturated fatty acid (PUFA) precursors (15,106).

Eicosanoids, phospholipids and sphingolipids, endocannabinoids (eCBs) and
specialized pro-resolving lipid mediators (SPMs), are the main families of
bioactive lipids. Eicosanoids constitute the most distinguishable family of
bioactive lipids involved in innate immunity and have multiple biological
functions in the development of diseases associated with inflammatory
processes. Their main role consists in amplifying or reducing inflammation,
coordinating cytokine and chemokine production, leukocyte recruitment,
antibody formation, cell proliferation and migration, and antigen presentation.

They are formed from the omega-3 eicosapentaenoic acid (EPA; 20:5n-3), or
the omega-6 fatty acids dihomo-y-linolenic acid (DGLA; 20:3n-6) and
especially, arachidonic acid (AA; 20:4n-6). They comprise prostaglandins
(PGs), thromboxanes (TXs), leukotrienes (LTs), lipoxins (LXs), isoprostanes
(IsoPs), and epoxyeicosatrienoic acids (EETSs). Eicosanoid biosynthesis is
initiated by oxygen radical reactions after AA release from phospholipids
under stimulation conditions. The AA acts as a substrate for enzymatic
reactions catalyzed by specific oxygenases: cyclooxygenase (COX),
lipoxygenase (LOX) and cytochrome P450 (CYP450); or can be metabolized
by non-enzymatic reactions (Figure 2). In general, AA-derived eicosanoids
are pro-inflammatory mediators, although it is now recognized that other
eicosanoids derived from AA, such as lipoxin A4, have anti-inflammatory
effects and that prostaglandin E» (PGEy), for example, act in both pro- and
anti-inflammatory ways (17).

11
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Figure 2. Overview of the eicosanoid synthesis pathways from arachidonic acid. AA,
arachidonic acid; COX, cyclooxygenase; CYP450, cytochrome P450 enzymes; ETE,
epoxyeicosatrienoic  acid; HETE, hydroxyeicosatetraenoic  acid; HpETE,
hydroperoxyeicosatetraenoic acid, IsoP, isoprostane; LOX, lipoxygenase; LT,
leukotriene; PG, prostaglandin; TX, thromboxane.

Biosynthesis of prostaglandins (PGs) and thromboxanes (TXs)

Prostanoid synthases are mainly expressed on innate immune cells and
prostanoid receptors are expressed on both innate and adaptive immune
systems. During inflaimmation, activated innate immune cells produce
prostanoids that will act in a paracrine manner on lymphocytes and in an
autocrine way, modulating their own function (18,19).

AA can be enzymatically converted to prostanoids (PGs and TXs) by COX
enzymes. PGs are signaling molecules synthesized de novo when AA is
metabolized by COX, also known as prostaglandin H synthase (PGHS), which
incorporates molecular O, and forms the intermediate endoperoxide PGGo.
Two enzymes possessing COX activity exist: COX-1 (PGHS-1) and COX-2
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(PGHS-2). COX-1 is constitutively expressed in most tissues, while COX-2
expression is transiently induced in response to a variety of cell stimuli. PGGa2
is then reduced by peroxidase activity, which reduces peroxide to hydroxyl to
form PGHa:. Depending on the cell type and tissue, PGH» is further
metabolized into PGEz, PGD,, PGFa, prostacyclin (PGIly), and TXAz. These
compounds can achieve important biological functions, such as vascular
permeability, muscle tone modulation, fever and platelet aggregation (20). The
action of PGs and TXs is mediated through binding to G protein-coupled
receptors (GPCRs), and the differential expression and distribution of COX
isoforms within the inflammatory cells, will determine the profile of
prostanoid production. PGE; is the most abundant eicosanoid and the
primary metabolite of AA, and it can act locally in autoctine or paracrine ways.
PGE; is a well-known mediator of cancer, inflammation, fever, ather