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1. INTRODUCCIÓN 

 
1.1. Inflamación y receptores tipo Toll 

La inflamación es una respuesta inmune del organismo a la lesión o infección del 
tejido mediante el reclutamiento de células inmunes reguladoras (1). Unas de las 
moléculas que participan en la respuesta inmune son los receptores tipo Toll (TLR), 
que reconocen estructuras microbianas conservadas e inducen la activación de 
macrófagos, así incrementan su patogenicidad y citotoxicidad, y llevan a la producción 
de moléculas inflamatorias (2). Algunos agonistas de estos receptores TLR son el 
zimosán, un homogeneizado derivado de las paredes celulares de levadura, y el ácido 
lipoteicoico (LTA), componente de la pared de las bacterias gram (+), para TLR2 (3, 4) 
y el lipopolisacárido bacteriano (LPS), un componente principal de la pared celular de 
bacterias gram (-), para TLR4 (5) (Figura 1). La señalización de TLR se induce por el 
reclutamiento selectivo de proteínas adaptadoras intracelulares que contienen el 
dominio receptor Toll/IL-1 (TIR) en el dominio TIR citoplásmico del TLR. Estas 
proteínas adaptadoras incluyen el factor de diferenciación mieloide 88 (MyD88) 
(excepto en el caso de TLR3), la proteína adaptadora que contiene el dominio TIR 
(TIRAP), el adaptador TIR que contiene un dominio que induce IFN-β (TRIF) y la 
molécula adaptadora relacionada con TRIF (TRAM) (4). Además de los patógenos, 
ciertos ácidos grasos saturados también son capaces de desarrollar la llamada 
inflamación estéril por su capacidad de activación de TLR2 y TLR4 (6, 7). Por el 
contrario, ácidos grasos poliinsaturados como el ácido docosahexaenoico (DHA) 
disminuyen la activación (6). 

 
Figura 1. Ejemplo de señalización vía TLR: Ruta de señalización de TLR4. (A) Descripción general de la vía de 
señalización TLR4. Tanto la ruta de NF-kB como la de interferón son inducidas por estimulación con LPS. (B) 
Mecanismos de transducción de señal por TLR4. Los ectodominios se ilustran en azul claro y la proteína correceptora 
MD-2 en gris. Los dominios TIR se muestran en amarillo y rojo, respectivamente. M: Membrana. L: LPS. (i) Antes de 
la activación, las moléculas receptoras pueden difundir en la membrana y formar dímeros transitorios. Los 
ectodominios están conectados a los TIR citoplásmicos por la hélice transmembrana. (ii) Dimerización del receptor 
después de la activación por la unión de LPS a MD-2. Las reorganizaciones conformacionales llevan a los dominios 
TIR a interactuar entre sí formando un dímero. (iii) Los TIR dimerizados se puede unir a las moléculas adaptadoras 
TRAM y Mal con alta afinidad. La interacción con los adaptadores TRIF y MyD88 en el siguiente paso de la cascada 
conduce a la señalización mediada por NFkB e IRF3, respectivamente. (8). 
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1.2. Metabolismo de los ácidos grasos 

Los ácidos grasos actúan como moléculas de señalización en diversas funciones 
biológicas, como la regulación del metabolismo de los lípidos, la división celular y la 
inflamación (9). Mediante el proceso de β-oxidación, que tiene lugar principalmente en 
la mitocondria se obtiene energía a partir de ellos (4). Por cada ácido graso se 
obtienen 131 ATP, mientras que de una molécula de glucosa 36 ATP, lo que hace que 
obtener energía de ellos sea más efectivo a pesar de ser un proceso más lento. Dentro 
de la célula se pueden encontrar no esterificados, tras haber entrado en ella a través 
de proteínas transportadoras específicas (10) o por difusión; pero la mayoría se 
esterifican con glicerol dando lugar a los glicerolípidos, proceso que tiene lugar en la 
cara citosólica de la membrana microsomal (11). 

Los ácidos grasos se clasifican según el número de carbonos y de dobles enlaces, 
y la posición de estos últimos. De esta manera, los ácidos grasos monoinsaturados 
son aquellos que contienen un único doble enlace, en contraste con los ácidos grasos 
poliinsaturados que contienen dos o más dobles enlaces, y los ácidos grasos 
saturados que no tienen dobles enlaces (12). Las desaturasas de ácidos grasos son 
enzimas que catalizan la introducción de dobles enlaces cis en posiciones específicas 
de la cadena de ácido graso (13). Las células de mamífero tienen actividad Δ9, Δ6 y Δ5 

y Δ4-desaturasa, donde el número indica la posición en la que se introduce el doble 
enlace, contando desde el extremo carboxilo terminal (9) (Figura 2). 

 
Figura 2. Nomenclatura de los ácidos grasos. Se representa la estructura del ácido araquidónico (20:4n-6) como 
ejemplo. La nomenclatura de los ácidos grasos sigue la estructura n:xn-y, donde “n“: número de carbonos; “x”: 
número de dobles enlaces; y “n-y” da la posición del último doble enlace de la cadena, al restar “y” al número de 
carbonos. En el caso del ácido araquidónico, el número de carbonos menos “y” (20 – 6), da lugar al número 14, 
siendo el C14 donde se encuentra el último doble enlace. 

 

1.3. Implicación de los ácidos grasos monoinsaturados en patologías humanas 

Hay mucha literatura que sugiere que los ácidos grasos monoinsaturados son 
beneficiosos en la dieta humana (14). Una dieta rica en ellos, por ejemplo, ácido oleico 
(18:1n-9), ácido palmitoleico (16:1n-7) o ácido vaccénico (18:1n-7)], se asocia con un 
aumento de los niveles de HDL y su correspondiente reducción de triglicéridos (12) y 
con una disminución de enfermedades coronarias del corazón (15). 

El ácido palmitoleico ha sido definido como una hormona lipídica, o lipoquina, que 
coordina la interacción metabólica entre el hígado y tejido adiposo (16). En modelos 
animales se ha sugerido que el ácido palmitoleico favorece la sensibilidad a insulina en 
tejidos periféricos, estimula la secreción de insulina por las células β del páncreas, 
incrementa la β-oxidación hepática protegiendo de esteatosis, y mejora el perfil lipídico 
en sangre (17). Sin embargo, diversos estudios en humanos han proporcionado 
resultados en muchos casos contradictorios con los obtenidos en animales. Así, se ha 
observado que los niveles en sangre de ácido palmitoleico están habitualmente 
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elevados en personas con obesidad y síndrome metabólico. Estos hallazgos podrían 
ser un reflejo de elevados niveles de la enzima Δ9 desaturasa (estearoil-CoA 
desaturasa-1) en hígado (18). Así pues, a día de hoy no puede afirmarse que el ácido 
palmitoleico funcione como una adipoquina también en humanos, aunque la 
bibliografía en su conjunto coincide en sugerir una clara tendencia a la 
compartimentación en los efectos del ácido palmitoleico, así como una gran 
importancia del origen metabólico de dicho ácido graso (tejido adiposo o hígado) (16-
19). 

Guijas et al., 2016 han descrito que los monocitos humanos sintetizan, además 
del ácido palmitoleico (16:1n-7), un ácido graso inusual, el ácido cis-7-hexadecenoico 
(16:1n-9) (Figura 3), el cual se ha visto que se acumula en los lípidos neutros de las 
gotas lipídicas de los monocitos (20). Las gotas lipídicas son inclusiones citosólicas 
presentes en la mayoría de las células eucarióticas que contienen un núcleo rico en 
lípidos neutros, como triacilglicerol y ésteres de colesterol, cuyo interés ha aumentado 
últimamente debido a su asociación con trastornos inflamatorios y metabólicos que 
implican un exceso de almacenamiento de lípidos, incluyendo diabetes, obesidad y 
enfermedad cardiovascular (21). La acumulación de un ácido graso inusual (16:1n-9) 
en estas gotas lipídicas da la posibilidad que éste pueda constituir un biomarcador de 
la formación de monocitos espumosos y una diana para la intervención en estados 
tempranos de enfermedad cardiovascular. Además, se ha encontrado que el 16:1n-9 
posee actividad antiinflamatoria tanto in vitro como in vivo, comparable con la de los 
ácidos grasos n-3 (20). 

 
Figura 3. Posibles rutas de biosíntesis del ácido palmitoleico y sus isómeros en células de mamífero. En los tres 
isómeros el doble enlace lo introducen enzimas estearoil-CoA desaturasas (SCD). Otro isómero 16:1 sería el ácido 
sapiénico (16:1n-10), producido gracias a una desaturasa, FADS2, no relacionada con las enzimas SCD. Adaptación 
de (20). 
 

Por otro lado, Astudillo et al., 2018 han descrito la presencia del ácido sapiénico 
[16:1n-10 (ácido 6-cis-hexadecenoico)], cuyo doble enlace es introducido por la 
enzima desaturasa FADS2, en macrófagos peritoneales y, especialmente, en líneas 
celulares macrofágicas en cultivo, cuando se consideraba único de humanos. También 
han visto que el 16:1n-10 muestra actividad antiinflamatoria, al igual que otros 
isómeros del ácido palmitoleico (16:1n-7 y 16:1n-9), aunque en su caso es menos 
potente; y que los niveles de 16:1n-10 dependen tanto de mecanismos de 
competencia por el sustrato como del aumento de la expresión de Fads2. Por otra 
parte, la desaturación por medio de FADS2 de ácido linoleico (18:2n-6) a ácido γ-
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linolénico (18:3n-6) sería preferible a la desaturación de ácido palmítico a 16:1n-10, lo 
que explicaría que las células que contienen altos niveles endógenos de ácido linoleico 
producen 16:1n-10 en menor cantidad y viceversa (14). 

 

1.4. Papel de las Δ5 y Δ6 desaturasas en el metabolismo lipídico 

Además de participar en la síntesis de ácidos grasos monoinsaturados, las Δ5 y Δ6 
desaturasas, codificadas respectivamente por los genes Fads1 y Fads2, son las 
enzimas limitantes para la conversión de ácidos grasos poliinsaturados, y se 
reconocen como los principales determinantes de los niveles de éstos (22). Además, 
Park et al., 2015 han demostrado que el producto del gen Fads2 también puede, 
directamente, Δ4 desaturar 22:5n-3→22:6n-3 y 22:4n-6→22:5n-6 (23). Ambos genes, 
Fads1 y Fads2, se localizan en un cluster en el cromosoma 11 (11q12-13.1) (24). 

Las Δ5 y Δ6 desaturasas son enzimas clave en el metabolismo de los ácidos 
grasos n-3 y n-6, lo que permite la formación de metabolitos de cadena larga a partir 
del ácido α-linoleico (18:3n-3) y ácido linoleico (18:2n-6) procedentes de la dieta (22). 
Por otro lado, numerosos estudios indican que la actividad de la Δ6 desaturasa es 
inducida por una dieta baja en ácidos grasos esenciales, y suprimida por dietas ricas 
en vegetales y aceites de pescado (25). Además, FADS1 es la única enzima Δ5 
desaturasa de mamíferos capaz de producir los importantes ácidos grasos 
poliinsaturados ácido araquidónico (20:4n-6) y ácido  eicosapentaenoico (20:5n-3) a 
partir de los sustratos ácido dihomo-γ-linoleico (20:3n-6) y ácido eicosatetraenoico 
(20:4n-3), respectivamente (26) (Figura 4). 

 
Figura 4. Biosíntesis de ácidos grasos de cadena larga en mamíferos. La figura superior muestra la síntesis a partir 
de ácido palmítico (16:0), producido por la ácido graso sintasa (FAS), de ácidos grasos de cadena larga saturados e 
insaturados n-10, n-7 y n-9. En la figura inferior se ve la síntesis de ácidos grasos de cadena larga n-6 y n-3, que solo 
se pueden sintetizar a partir de precursores obtenidos en la dieta (DIET). Elovl 1-7: gen que contribuye a los pasos de 
elongación. SCD y Fads: genes que contribuyen a la desaturación. (9). 
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1.5. Papel de los ácidos grasos derivados de la actividad Δ5 y Δ6-desaturasa en 
enfermedades inflamatorias 

La inflamación crónica de bajo grado se identifica como el desencadenante 
principal de la patogénesis del síndrome metabólico, las enfermedades 
cardiovasculares y diversos procesos carcinogénicos (27), y es regulada por 
mediadores lipídicos y citoquinas. Los ácidos grasos poliinsaturados (n-6 y n-3) son los 
precursores de los mediadores lipídicos y, así, juegan un papel importante en la 
regulación de la inflamación. Generalmente, los ácidos grasos n-6 (por ejemplo el 
ácido araquidónico) promueven la inflamación, mientras que los ácidos grasos n-3 (por 
ejemplo, el ácido eicosapentaenoico (20:5n-3) y el ácido docosahexaenoico (22:5n-3)) 
tienen propiedades antiinflamatorias (28). Los mediadores lipídicos se producen 
durante la inflamación en dos grandes oleadas con efectos opuestos, cuando las 
células cambian el tipo de mediadores producidos de pro- a anti-inflamatorios. Este 
proceso es llamado class switching, y el mejor ejemplo son los eicosanoides derivados 
de ácido araquidónico, donde la producción de prostaglandinas proinflamatorias 
inmediatamente después del estímulo, es seguida progresivamente por la acumulación 
de lipoxinas antiinflamatorias, un proceso que inicia la resolución de la inflamación y el 
retorno a la homeostasis (20). 

Los estudios de Gromovsky et al. 2017 revelan que FADS1 regula el inicio y 
resolución de la inflamación, y la interacción entre ácidos grasos endógenos y 
exógenos (es decir, procedentes de la dieta) en enfermedades caracterizadas por 
inflamación (26). Por otro lado, He et al. 2012 muestran que la Δ6 desaturasa está 
regulada positivamente en los tejidos tumorales, y que la supresión de su expresión o 
actividad da como resultado una reducción notable del crecimiento tumoral, asociada 
con una disminución de los eicosanoides derivados del ácido araquidónico, 
angiogénesis e inflamación en tejidos tumorales (29). 

También se ha visto que ratones knockout de FADS2 manifiestan algunas 
patologías, como disfunción de la espermiogénesis, dermatitis ulcerativa y ulceración 
en el duodeno y la unión ileocecal (30). 

Cabe mencionar que existen polimorfismos de un único nucleótido en el cluster de 
genes FADS (FADS1-2-3) que han sido identificados repetidamente en estudios de 
asociación genómica, incluyendo fuertes asociaciones con obesidad, diabetes mellitus 
tipo 2, dislipemia, enfermedad de hígado graso no alcohólico, enzimas hepáticas 
elevadas, enfermedades en las arterias coronarias y enfermedades del corazón (26). 

Con todo esto, y según lo mostrado por los efectos antiinflamatorios y supresores 
de tumores de la inhibición Δ6 desaturasa en modelos de ratones, la modulación de la 
actividad Δ5/Δ6 desaturasa parece ser un objetivo prometedor en diferentes 
condiciones patológicas (22). 
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2. HIPÓTESIS Y OBJETIVOS 

Como se ha hecho constar anteriormente, la desaturasa Δ6 está implicada en la 
formación de ácidos grasos mono- y poli-insaturados (por ejemplo, ácido sapiénico, 
araquidónico o DHA), los cuales están altamente implicados en la regulación de la 
respuesta inflamatoria (6, 28). Además, la ausencia de la FADS2 altera la respuesta 
inmune que ocurre en enfermedades tales como el cáncer (29) y la aterosclerosis (15). 
Teniendo en cuenta estos antecedentes, la hipótesis de trabajo que se presenta es la 
siguiente: durante la respuesta inflamatoria se podría producir una alteración de los 
niveles celulares de ácidos grasos mono- y poli-insaturados debido a una regulación 
de la expresión de FADS2. 

El objetivo principal del presente estudio es analizar el comportamiento de la 
enzima FADS2 en macrófagos activados con estímulos TLR. 

Puesto que se conoce que la expresión basal de FADS2 difiere entre distintos 
tipos celulares (Figura 5), mientras los diferentes ácidos grasos que derivan de su 
acción tienen el mismo efecto antiinflamatorio, resulta interesante estudiar la enzima 
en diferentes tipos celulares. En este caso, se han utilizado la línea celular 
macrofágica RAW 264.7 y macrófagos peritoneales de ratón. 

 
Figura 5. Expresión del gen Fads2/FADS2 en diferentes tipos celulares. (14). 
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3. MATERIALES Y MÉTODOS 

 
3.1 Materiales y reactivos 

3.1.1. Anticuerpos utilizados 

• Anticuerpo policlonal de conejo frente a FADS2 (Thermo Fisher Scientific, Ref. 
PA5-76611) 

• Anticuerpo policlonal de conejo frente a iNOS (BD Biosciences, Ref. 610332) 
• Anticuerpo policlonal de conejo frente a COX2 (Cayman, Ref. 160126) 
• Anticuerpo monoclonal de ratón frente a β-actina (Sigma-Aldrich. clon AC-15. 

Ref. A5441) 
• Anticuerpo de burro frente a la IgG de conejo conjugado con peroxidasa de 

rábano (GE HealthCare. Ref. NA9340) 
• Anticuerpo de burro frente a la IgG de ratón conjugado con peroxidasa de 

rábano (GE HealthCare. Ref. NA931)  
 

3.1.2. Cultivos celulares 

• Medio Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM) (BioWhittaker®) (Lonza) 
• Medio RPMI 1640 con glutamina (Gibco®, Life technologies, Thermo Fisher 

Scientific) 
• Suero fetal bovino (FBS) (Gibco®, Life technologies, Thermo Fisher Scientific) 
• L-Glutamina (Sigma-Aldrich) 
• Penicilina/Estreptomicina (Gibco®, Life technologies, Thermo Fisher Scientific) 
• Gentamicina (BioWhittaker®, Lonza) 

 

3.1.3. Estímulos celulares 

• LPS de Escherichia coli O111:B4 (Sigma-Aldrich, Ref. L2630). Lipopolisacárido 
de la pared celular de bacterias Gram (-). Estímulo TLR4 

• Zimosán A de Saccharomyces cerevisiae (Sigma-Aldrich, Ref. Z4250). 
Complejos proteína-carbohidrato obtenidos de la pared de la levadura. 
Estímulo TLR2, Dectina1 y DC-SIGN 

• LTA-SA de Staphylococcus aureus (InvivoGen, Ref. tlrl-slta). Ácido lipoteicóico 
de la pared celular de bacterias Gram (+). Estímulo TLR2 

 

3.2. Métodos experimentales 
 

3.2.1. Cultivo de línea celular 

Se ha utilizado la línea celular múrida macrofágica RAW 264.7 (ATCC®TIB-71TM), 
que proviene de la ascitis de un tumor inducido por la inyección intraperitoneal del 
virus Abelson de leucemia múrida. Estas células se mantienen en cultivo en medio 
DMEM suplementado con 10% de suero fetal bovino (FBS) previamente inactivado a 
56 oC durante 20 minutos, L-glutamina 2 mM, y penicilina (100 U/ml) y estreptomicina 
(100 μg/ml) como antibióticos. A partir de ahora se referirá este medio como DMEM 
completo. Estas células se siembran en frascos para cultivo celular con una superficie 
de 75 cm2, con 20 ml de DMEM completo, y se dejan crecer en un incubador a 37 ºC, 
con un aporte del 5% de CO2 y una humedad del 90%. No se supera en ningún caso 
una confluencia superior al 90 %.  En el momento en el que las células llegan al 90 % 
de confluencia, se procede a su subcultivo. Para ello, se raspan suavemente las 
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células en el propio medio y se plaquean, del orden de 1 000 000 a 3 000 000 de 
células, en un nuevo frasco de cultivo celular. 

En la figura 6 se muestra la morfología típica de las células macrofágicas RAW 
264.7 en cultivo, tanto en condiciones basales como estimuladas. 

 

 
Figura 6. RAW 264.7 en DMEM con 0,5% FBS. (A) Control. (B) LPS 100 ng/ml 6 horas. (C) Zimosán 200 μg/ml 6 horas. 

 
 

3.2.2. Obtención macrófagos peritoneales 

Los macrófagos peritoneales se obtienen de ratones Swiss, con una edad 
comprendida entre las 8 y 12 semanas, sacrificados con dióxido de carbono y posterior 
dislocación cervical. Se les retira la piel abdominal y se les inyecta 5 ml de PBS frío en 
la cavidad abdominal con una jeringuilla con aguja de tamaño 25G. Tras agitar 
suavemente el animal, se vuelve a recoger el líquido intraperitoneal. Las células 
obtenidas se centrifugan durante 10 minutos a 300 xg y temperatura ambiente. Se 
resuspenden en RPMI 1640 suplementado con 10% de suero fetal bovino (FBS), 
previamente inactivado a 56 ºC durante 20 minutos, y penicilina (100 U/ml) y 
estreptomicina (100 μg/ml) como antibióticos (medio RPMI completo) y se siembran en 
placas de 6 pocillos 2 000 000 células/pocillo. La purificación de macrófagos se realiza 
por adherencia a la superficie de la placa de cultivo, fenómeno que ocurre dentro de 
las 4 horas posteriores a su cultivo. Pasado este tiempo se elimina el medio de cultivo 
para eliminar todas aquellas células que no se hayan adherido, sustituyéndose por 
nuevo RPMI completo. Los macrófagos peritoneales se mantienen en un incubador a 
37 ºC, con un aporte del 5% de CO2 y una humedad del 90%. 

En la figura 7 se muestra la morfología típica de macrófagos peritoneales en 
cultivo, tanto en condiciones basales como estimuladas 

 

 
Figura 7. Macrófagos peritoneales en RPMI con 0,5% FBS. (A) Control. (B) LPS 100 ng/ml 6 horas. (C) Zimosán 200 
μg/ml 6 horas. 
 

3.2.3. Técnicas de detección del mRNA 

Extracción del RNA 

La extracción del RNA total de las muestras celulares se lleva a cabo utilizando el 
reactivo PRImeZOL™ siguiendo las instrucciones del fabricante (Canvax Biotech). 
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Este procedimiento de extracción consta de una primera lisis de la muestra en el 
detergente catiónico tiocianato de guanidinio, seguido de extracciones orgánicas y 
precipitación con alcohol. 

La concentración de RNA se cuantifica por espectrofotometría en el Nanodrop 
ND-1000 (Thermo Fisher Scientific), midiendo la absorbancia a la longitud de onda de 
260 nm, donde los ácidos nucleicos tienen su pico de absorbancia. La pureza del RNA 
se evaluó a partir del ratio de absorbancia 260/280 nm, aceptando como puras 
aquellas muestras cuyo ratio tenía valores próximos a 2. 

PCR transcriptasa reversa (RT-PCR) 

En la RT-PCR, se obtiene DNA complementario (cDNA) a partir de una hebra de 
RNA, a través de la enzima transcriptasa reversa. Para ello, se usa el Kit Verso cDNA 
Synthesis de Thermo Scientific, siguiendo las instrucciones del fabricante. Se utilizan 
1.000 ng de RNA, a los que se les añade una mezcla que contiene el tampón de 
síntesis de cDNA, la enzima transcriptasa reversa, dNTPs, oligoDTs y el llamado RT 
enhancer. Se eligen oligoDTs como cebadores puesto que se anillan con las colas 
poli(A) del mRNA eucariota, frente a los decámeros producidos al azar, a más 
correctos en la obtención de RNA sin cola poli(A) (por ejemplo: rRNA, tRNA o RNA no-
codificante) El RT enhancer degrada las cadenas dobles de DNA durante la 
transcripción del RNA, eliminado el posible DNA contaminante, y haciendo innecesario 
el tratamiento previo con DNAsa I. La síntesis de cDNA se realiza a 43 ºC durante 1 
hora, tras la que se inactiva la enzima a 95 ºC durante 3 minutos. 

PCR cuantitativa a tiempo real (RT-qPCR) 

Mediante la RT-qPCR se amplifica y cuantifica el cDNA que tenemos en la 
muestra. Se lleva a cabo en el 7500 Real Time PCR System, utilizando el cDNA 
obtenido en la transcripción reversa, oligonucleótidos directos y reversos, y la mezcla 
Brilliant III Ultra-Fast SYBR® Green QPCR Master Mix (Agilent Technologies) que 
contiene la DNA polimerasa Taq, dNTP, Mg2+, el tampón óptimo para la eficiencia 
máxima de la enzima polimerasa y SYBR Green y, además, por separado un colorante 
que se añade para compensar las variaciones no relacionadas con la PCR en la 
fluorescencia.  

Reactivo Volumen 
cDNA 

Oligonucleótido directo (Ci = 10 μM) 
Oligonucleótido reverso (Ci = 10 

μM) 
Colorante de referencia (ROX) 

Brilliant III Ultra-Fast SYBR® Green 
qPCR Master Mix 2x 

4 μl (con 20 ng) 
0,5 μl (Cf = 500 nM) 
0,5 μl (Cf = 500nM) 

0,15 µl 
5 µl 

 
Tabla 1. Reacción para la RT-q-PCR 

En la RT-qPCR, primero se hace una desnaturalización del DNA que, al 
calentarse, se separa en dos cadenas monocatenarias. Después, en la fase de 
anillamiento, los oligonucleótidos específicos del gen que se quiere amplificar se unen 
a la cadena complementaria, permitiendo que fije en su extremo 3’ la polimerasa. Por 
último, en la fase de extensión, se van formando las cadenas por complementariedad 
a partir de los cebadores que se han unido. El programa de temperaturas usado para 
la amplificación del DNA es el siguiente: 

1. Preincubación o desnaturalización inicial  95 ºC, 3 minutos. 
2. Amplificación (40 ciclos): 

a. Desnaturalización 95 ºC, 12 segundos. 
b. Anillamiento 60 ºC, 16 segundos. 
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c. Extensión 72 ºC, 28 segundos 
3. Curva de disociación (melting curve): 

a. 95 ºC, 15 segundos. 
b. 60 ºC, 1 minuto. 
c. 95 ºC 1 minuto. 
d. 60 ºC 15 segundos. 

4. Enfriamiento  

Se hace una cuantificación relativa mediante el método 2-∆∆Ct (31) comparando los 
valores de CT de nuestro gen de interés con los valores de CT de un gen constitutivo 
de referencia, en este caso Gapdh.  

Las secuencias de los oligonucleótidos utilizados para cada gen estudiado son: 

Gen Oligonucleótido directo  Oligonucleótido reverso  

Ptgs2 
 

Nos2 
 

Il6 
 

Fads1 
 
Fads2 

 
Gapdh 

 
5’-TGAGCAACTATTCCAAACCAGC-3’ 

 
5’-CCAAGCCCTCACCTACTTCC-3’ 

 
5’-TAGTCCTTCCTACCCCAATTTCC-3’ 

 
5’-AGCACATGCCATACAACCATC-3’ 

 
5’-AAGGGAGGTAACCAGGGAGAG-3’ 

 
5’-AGGTCGGTGTGAACGGATTTG-3’ 

 

 
5’-GCACGTAGTCTTCGATCACTATC-3’ 

 
5’-CTCTGAGGGCTGACACAAGG-3’ 

 
5’-TTGGTCCTTAGCCACTCCTTC-3’ 

 
5’-TTTCCGCTGAACCACAAAATAGA-3’ 

 
5’-CCGCTGGGACCATTTGGTAA-3’ 

 
5’-TGTAGACCATGTAGTTGAGGTCA-3’ 

 
Tabla 2. Secuencia oligonucleótidos de genes de ratón utilizados para RT-q-PCR. Adquiridos en MWG 
Biotech y Sigma. 
 
3.2.4. Cuantificación de proteínas 

La concentración de la proteína se determina mediante el método Bradford (32). 
Se trata de un ensayo colorimétrico para medir la concentración de proteínas en 
solución. Se basa en el cambio de absorbancia máxima de 465 a 595 nm del colorante 
azul brillante Coomasie G-2510 tras su unión específica a las proteínas en un medio 
ácido. Para correlacionar la absorbancia con la concentración de proteína, se aplica la 
Ley de Beer- Lambert, empleando una curva estándar con albúmina de suero bovino 
cada vez que se realiza el ensayo. La absorbancia se midió a 595 nm en el 
espectofotómetro BioPhotometer plus (Eppendorf). 

 

3.2.5. Western Blot 

Esta técnica se utiliza para medir los niveles de expresión de proteínas. Primero, 
se realiza una electroforesis en condiciones desnaturalizantes y reductoras (SDS-
PAGE), donde las proteínas se separan en función de su tamaño. El detergente 
utilizado es dodecilsulfato sódico (SDS), el cual desnaturaliza la estructura 
tridimensional de las proteínas y les confiere carga negativa, de forma que las 
proteínas migran hacia el ánodo. Se utilizan dos geles contiguos, uno de 
empaquetamiento situado en la parte superior, y otro de resolución en la parte inferior. 
Posteriormente, se realiza la transferencia de las proteínas separadas por peso 
molecular a una membrana de difluoruro de polivinilo (PVDF) de Immobilon®-P. Una 
vez en este soporte, las proteínas son expuestas a la unión de anticuerpos específicos 
para una determinada secuencia de aminoácidos (los denominados epítopos 
antigénicos). 
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En primer lugar, las muestras se reducen y desnaturalizan en tampón de carga, 
que contiene el SDS, a 95 ºC durante 5 minutos. Después, se lleva a cabo la 
electroforesis en cubetas MiniProteanTM (Bio-Rad laboratories) con tampón de 
electroforesis, utilizando geles de empaquetamiento al 4% de acrilamida/bis (37.5:1) al 
30% (Bio-Rad laboratories) y geles de resolución al 10, 12 o 15% de acrilamida, 
dependiendo del tamaño de las proteínas de interés. Se deja unos 30 minutos a 60 V, 
con el fin de optimizar el empaquetamiento, y luego se sube a 120 V, durante 90 
minutos. 

Después, se hace la transferencia desde el gel de poliacrilamida a la membrana 
(Western Blot). Para ello, se cortan láminas de papel WhatmanTM 17 Chr (0.92 mm) y 
una membrana de transferencia de PVDF, humedeciéndolas en tampón de 
transferencia ácido (N-ciclohexil-3-aminopropanesulfónico) (CAPS). La membrana 
debe quedar hacia el ánodo para que las proteínas, con carga negativa debido al SDS, 
migren del gel a la membrana. La transferencia se realiza en condiciones de humedad 
utilizando el citado CAPS. Se aplica un amperaje constante de 300 mA durante 90 
minutos. 

Una vez dada la transferencia, se hace el bloqueo incubando en agitación suave 
durante toda la noche a 4 ºC, con leche al 5% (p/v) en PBS, para bloquear los sitios 
activos de la membrana que no han sido ocupados por proteína. Se lava tres veces 
con PBS, siendo cada lavado de 10 minutos, y se añade el anticuerpo primario, 
preparado a su dilución correspondiente  (detallado en el siguiente párrafo) en leche al 
0,5% en PBS-Tween 0,1%. Se incuba en agitación suave, 1 hora a temperatura 
ambiente. Se lava tres veces con PBS-Tween 0,1%, 10 minutos de duración por 
lavado, para eliminar el exceso de anticuerpo. Entonces, se incuba con el anticuerpo 
secundario correspondiente durante 1 hora, en agitación suave, a temperatura 
ambiente. Después, se lava de nuevo tres veces con PBS-Tween 0,1%. 

Se han utilizado los anticuerpos primarios producidos en conejo frente a iNOS y 
FADS2 (diluidos 1:1000) y producidos en ratón frente a β-actina (diluido 1:20 000); y 
los anticuerpos secundarios producido en burro frente IgG de conejo (diluido 1:10 000 
para iNOS y 1:5000 para FADS2) y producido en oveja frente IgG de ratón (diluido 
1:5000), ambos unidos a peroxidasa. 

Para proceder a la detección de los anticuerpos, las membranas se incuban 1 
minuto con ECL + H2O2, un método de quimioluminiscencia enzimática para la 
detección de anticuerpos conjugados con peroxidasa. La señal originada se detecta en 
películas autorradiográficas-Fuji-Medical-X-Ray Film (Fujifilm), colocando la película 
sobre la membrana en un cassette de revelado (GE HealthCare). Las películas se 
revelan en el sistema de revelado (Curix 60, AGFA). El análisis de cuantificación se 
realizó refiriendo la densidad de la banda a la de una proteína constitutiva (β-actina). 
Para ello, las películas se escanean en el GS-800 Calibrated Densitometer (Bio-Rad 
Laboratories) con el programa Quantity One v.4.5.2. y, posteriormente, se cuantifica el 
área correspondiente a cada banda mediante el programa ImageJ (National Institutes 
of Health, NIH). 

 

3.3. Análisis estadístico 

Los resultados obtenidos se expresan como el valor de la media ± el error 
estándar de la media. La significación estadística se ha realizado mediante el Test de 
la t de Student de dos colas, para datos no apareados, considerándose significativos 
los valores de p≤0.05. 
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4. RESULTADOS 

4.1 Efecto de la inhibición de FADS2 sobre la expresión génica de moléculas 
inflamatorias en la línea celular RAW 264.7 estimulada con agonistas TLR. 

Como se ha mencionado anteriormente, los ácidos grasos producidos gracias a la 
actividad desaturasa Δ5 y Δ6 actúan inhibiendo la respuesta inflamatoria (6, 22). Por 
este motivo, en primer lugar se estudió qué efecto tiene sobre la respuesta inflamatoria 
que la célula esté incapacitada para la formación de dichos ácidos grasos. 

Como se muestra en la figura 8, el compuesto SC-26196, inhibidor de FADS2  
(IC50 0,1 μM) (34), no tiene efecto en la respuesta basal de las células RAW 264.7. 
Sin embargo, sí parece interferir en la capacidad de respuesta de estas células cuando 
son estimuladas con agonistas TLR, aunque parece que el efecto es específico de la 
respuesta a LPS. Se puede ver que con la inhibición de la actividad FADS2 se 
potencia la respuesta inflamatoria en las células RAW 264.7 frente a LPS, ya que 
aumenta la expresión génica de Il6, Nos2 y Ccl2. En cambio, en el caso de la 
respuesta frente a zimosán o LTA, otros agonistas TLR, no parece darse esta 
regulación. 

 
Figura 8. Efecto de la inhibición de la actividad FADS2 sobre la respuesta inflamatoria. Se utilizan células RAW264.7, 
las cuales se estimulan 6 horas con LPS (100 ng/ml), LTA (1 µg/ml) o zimosán (200 μg/ml) en presencia o ausencia 
del inhibidor de FADS2 (SC-26196), cuya concentración de 1 µM se ha elegido en base a estudios previos del 
laboratorio (14). Se miden los niveles de expresión génica de las moléculas inflamatorias Il6, Nos2 y Ccl2. Se muestra 
una gráfica representativa de un total de 3 experimentos Las barras representan el error estándar de la media y la 
significación estadística es como se indica #p<0,05, ##p<0.01, ###p<0.001 (LPS en presencia vs ausencia del inhibidor 
SC-26196). 

 

4.2. Expresión de Fads1 y Fads2 en la línea celular RAW 264.7 y en macrófagos 
peritoneales 

Puesto que la actividad FADS2 parece estar implicada en la respuesta 
inflamatoria, ya que su inhibición aumenta los niveles de moléculas inflamatorias, se 
consideró interesante estudiar el efecto de la estimulación con LPS sobre la expresión 
de Fads1 y Fads2 en la línea celular RAW 264.7 y en macrófagos peritoneales 
mediante PCR cuantitativa a tiempo real. 

Los niveles de expresión génica de ambas desaturasas disminuyen con la 
estimulación con LPS, y dicha disminución es más notable a mayor tiempo de 
estimulación (Figura 9A y 9B). Se confirma que estos experimentos se han hecho 
realmente dentro de un contexto inflamatorio con el análisis de marcadores 
inflamatorios (Figura 9C). 
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Figura 9. Efecto de la estimulación con LPS sobre la expresión de Fads2 (A) y Fads1 (B) en la línea celular RAW 264.7. 
(C) Aumento de la expresión de los marcadores inflamatorios Il6, Ptgs2 y Nos2 en respuesta a LPS. Las células se 
estimulan con LPS (100 ng/ml) durante 4, 6 y 8 horas, en medio DMEM con 0,5 % de FBS. Se muestran gráficas 
representativas de un total de 4 experimentos. Las barras representan el error estándar de la media y la significación 
estadística es como se indica *p<0,05, **p<0.01, ***p<0.001. 
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Por otro lado, a pesar de no parecer existir una implicación directa de la actividad 
FADS2 en la respuesta inflamatoria de las células RAW 264.7 frente a zimosán o LTA, 
se analizó igualmente la expresión de ambas desaturasas en células estimuladas con 
estos agonistas. 

Al igual que en la estimulación con LPS, con zimosán y LTA también se observa 
una disminución de la expresión de Fads1 y Fads2, aunque la variación es menor en 
el caso de LTA (Figura 10). Sin embargo, no existen diferencias estadísticamente 
significativas. 

 
Figura 10. Efecto de la estimulación con LTA (1 μg/ml) o zimosán (200 μg/ml) sobre la expresión de Fads1 y Fads2 en 
la línea celular RAW264.7. Se muestra una gráfica representativa de 2 experimentos. Las barras representan el error 
estándar de la media. 

 

Además, estudios previos realizados en el laboratorio muestran que los niveles 
basales de expresión génica de Fads2 difieren entre células primarias y línea celular 
(14), por lo que tras el estudio en las RAW 264.7, se procedió a analizar qué ocurre en 
células primarias. Para ello, se aislaron y cultivaron macrófagos peritoneales obtenidos 
de ratones Swiss, del modo que se detalla en la sección de Materiales y Métodos. 
Viendo que la respuesta inflamatoria era máxima a 6 horas de estimulación en el caso 
de las células RAW 264.7 (figura 9C), y que la disminución de Fads2 resulta evidente 
en este momento, 6 horas fue el tiempo elegido como punto de estimulación. 

En los macrófagos peritoneales, los niveles de expresión de Fads2 no varían 
notablemente (Figura 11A), mientras que los de Fads1 disminuyen con la estimulación 
con LPS (Figura 11B). También se estimularon con zimosán (200 μg/ml), para conocer 
qué sucede en estas condiciones, pero por problemas metodológicos desconocidos 
hubo una mortalidad celular inesperada tras las 6 horas de estimulación, por lo que no 
se han podido obtener estos datos (Figura 7C). De igual manera que con la línea 
celular, se confirma que estos experimentos se hicieron realmente dentro de un 
contexto inflamatorio (Figura 11C). En cambio, en este experimento no se han 
observado diferencias estadísticamente significativas. 
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Figura 11. Efecto de la estimulación con LPS sobre la expresión de Fads2 (A) y Fads1 (B) en macrófagos peritoneales. 
(C) Aumento de la expresión de los marcadores inflamatorios Il6, Nos2 y Ptgs2 en respuesta a LPS. Las células se 
estimulan con LPS (100 ng/ml) en RPMI con 0,5 % de FBS. Se muestra una gráfica representativa de un total de 3 
experimentos. Las barras representan el error estándar de la media. 

 

4.3. Medida de los niveles de la proteína FADS2 en la línea celular RAW 264.7 y 
en macrófagos peritoneales 

Una vez obtenidos los datos de expresión génica se procedió a estudiar si estas 
variaciones referían a un cambio en la expresión de la proteína. Los niveles de la 
proteína se midieron mediante inmunodetección de la proteína, utilizando un 
anticuerpo específico frente a FADS2. 

En el caso de la línea celular RAW 264.7, la proteína disminuyó bajo las 
condiciones de estimulación con LPS en la estimulación durante 16 horas (Figura 
12A), aunque las diferencias no son estadísticamente significativas. En cambio, los 
datos no resultaron reproducibles en la estimulación de 8 horas, pero se muestra un 
ejemplo del análisis por inmunodetección (Figura 12B). 
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Figura 12. (A) Ejemplo de cuantificación de la proteína FADS2 en RAW 264.7. (B) Inmunodetección de los niveles de 
la proteína FADS2. Las células se estimulan con LPS (100 ng/ml) durante 8 y 16 horas en medio DMEM con 0,5 % de 
FBS. Los tiempos de estimulación para el análisis de la proteína se han elegido de acuerdo a los tiempos en los que se 
veía una disminución de la expresión de FADS2. El análisis de la expresión proteica se realizó normalizando con 
respecto a la expresión de la β-actina. La gráfica resulta representativa de un total de 2 experimentos. Las barras 
representan el error estándar de la media. 

 

En los macrófagos peritoneales parece darse un aumento de la proteína tras la 
estimulación con LPS, tanto a 8 horas, como a 16 horas, siendo mayor el aumento en 
el segundo caso (Figura 13), aunque debe considerarse un resultado preliminar ya que 
procede de un único experimento. 

 
Figura 13. (A) Cuantificación de la proteína FADS2 en macrófagos peritoneales. (B) Inmunodetección de los niveles 
de la proteína FADS2 en macrófagos peritoneales. Las células se estimulan con LPS (100 ng/ml) en medio RPMI con 
0,5 % de FBS. El análisis de la expresión proteica se realizó normalizando con respecto a la expresión de la β-actina. 
 

Los resultados muestran que en células RAW 264.7 la proteína sigue la misma 
tendencia que el RNA con la estimulación durante 16 horas, es decir, disminuye. Por 
otro lado, en macrófagos peritoneales, en los cuales la expresión génica de Fads2 no 
variaba tras la estimulación, se ve un aumento de la proteína tanto a 8 como a 16 
horas. 
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5. DISCUSIÓN 

Como ya se ha mencionado anteriormente, se sabe que ácidos grasos como el 
ácido araquidónico, el DHA o el ácido palmitoleico, y su isómero el ácido sapiénico, 
derivados de la actividad desaturasa FADS1 y FADS2 (22), están implicados en la 
regulación de la respuesta inflamatoria (6, 28). Por ello, suponemos que durante la 
respuesta inflamatoria hay alteración de los niveles celulares de ácidos grasos debido 
a una regulación de la expresión de estas desaturasas. Para estudiarlo, se analizó el 
comportamiento de estas enzimas en macrófagos activados con estímulos TLR. 

En primer lugar, se ha estudiado el efecto de la inhibición de FADS2 sobre la 
expresión génica de moléculas inflamatorias estimuladas con agonistas TLR, viéndose 
un aumento de la respuesta inflamatoria cuando la actividad FADS2 está inhibida, en 
concreto, en la respuesta frente a LPS. Esto apunta que, como se pensaba, FADS2 
puede ser un modulador activo de la respuesta inflamatoria. 

Por este motivo, pareció interesante estudiar el efecto de la estimulación con LPS 
sobre la expresión génica de Fads1 y Fads2. Los resultados muestran que, en la línea 
celular RAW 264.7, los niveles de ambas desaturasas disminuyen tras la estimulación 
con LPS, y también lo hacen con otros agonistas TLR (LTA y zimosán), aunque en 
menor medida. Puesto que estudios previos mostraban que los niveles basales de la 
expresión génica de Fads2 no son iguales entre líneas celulares y células primarias, el 
estudio se hizo también en macrófagos peritoneales. En este caso, no parece que 
existan variaciones en la expresión de Fads2, mientras que Fads1 disminuye su 
expresión en la estimulación con LPS. Puede que las diferencias en cuanto a la 
expresión de Fads2 entre ambos tipos celulares en la respuesta a LPS sean debidas a 
la diferencia que existe en los niveles basales de su expresión génica que, como 
muestra la literatura, son mayores en la línea celular (14), lo que sugiere la necesidad 
de una expresión basal mínima de Fads2 para verse esta respuesta. Esto sugiere la 
posibilidad de una regulación feed-back negativa con una inhibición de Fads2 por sus 
productos. 

Posteriormente, se estudió si estas variaciones en la expresión génica implican 
cambios en la expresión de la proteína. No se han obtenido datos concluyentes en una 
estimulación de 8 horas con LPS sobre la línea celular, ya que los resultados no han 
sido reproducibles entre los diferentes experimentos. Sin embargo, en la estimulación 
de 16 horas se ve una clara disminución en los niveles de expresión de la proteína, 
siguiendo la misma tendencia que el RNA. Esto implica que, en este caso, la 
estimulación inflamatoria puede estar promoviendo una degradación de la proteína. 
Por otro lado, tanto a 8 como 16 horas de estimulación, parece haber un aumento de 
la expresión de FADS2 en macrófagos peritoneales; aunque este dato es preliminar, 
ya que procede de un único experimento. Este resultado en células primarias apoyaría 
la hipótesis del papel modulador de FADS2 en la respuesta inflamatoria, donde la 
desaturasa aumentaría sus niveles para cumplir un papel de inhibición sobre dicha 
respuesta. 

Por lo tanto, lo observado en macrófagos peritoneales apunta a un papel de 
FADS2 de inhibición sobre la respuesta inflamatoria. Por otro lado, la disminución de la 
expresión de ambas desaturasas a nivel génico, y de FADS2 a nivel de la proteína, al 
menos a mayores tiempos de estimulación (16 horas), en la línea celular, sugiere la 
necesidad de una desregulación de esta proteína para continuar dando una mayor 
respuesta inflamatoria en este tipo de células. En vista a estos resultados, podríamos 
suponer una regulación de FADS2 diferente según el tipo celular. Por ello sería 
interesante hacer experimentos para ver si existen cofactores específicos que puedan 
estimular FADS2. 
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Sin embargo, aunque en ciertos experimentos no se han obtenido resultados 
estadísticamente significativos, parece clara la tendencia del comportamiento de las 
desaturasas FADS1 y FADS2 en condiciones de estimulación inflamatoria. 

Debido a que parece verse una alteración en la expresión de FADS2 durante la 
estimulación inflamatoria, y que ácidos grasos derivados de su actividad desaturasa 
están implicados en dicha respuesta, sería interesante realizar estudios de lipidómica 
para ver cómo varían sus niveles. Cabría esperar que aquellos derivados de la 
actividad de esta enzima reduzcan sus niveles tras aplicar estímulos inflamatorios en 
la línea celular, donde su expresión disminuye bajo estas condiciones, y aumenten en 
macrófagos peritoneales, donde la expresión de FADS2 aumenta. Esto apoyaría el 
papel de FADS2 en la inhibición de la respuesta inflamatoria a través de la producción 
de ácidos grasos antiinflamatorios. 
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6. CONCLUSIONES 

 

• El aumento de mediadores inflamatorios con la inhibición de FADS2 apunta a 
esta enzima como un modulador activo de la respuesta inflamatoria, sobre la 
cual la proteína cumpliría un papel de inhibición según los resultados obtenidos 
en macrófagos peritoneales. 
 

• La aparente existencia de una necesidad mínima de expresión basal de Fads2 
para darse una disminución de su expresión génica sugiere la posibilidad de 
una regulación feed-back negativa con una inhibición de Fads2 por sus 
productos. 
 

• La regulación de FADS2 parece ser diferente dependiendo del tipo celular, por 
ello sería interesante hacer experimentos para ver si existen cofactores 
específicos que puedan estimular FADS2. 
 

• Aunque en ciertos experimentos no se han obtenido resultados 
estadísticamente significativos, parece clara la tendencia del comportamiento 
de las desaturasas FADS1 y FADS2 en condiciones de estimulación 
inflamatoria. 
 

• Aún son necesarios diferentes experimentos para conocer la regulación de 
estas desaturasas en la respuesta inflamatoria, si existen cofactores que la 
estimulen, y sus consecuencias sobre los niveles de ácidos grasos 
relacionados con la inflamación. 
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