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A.1 Sistema inmune como barrera de defensa 

ante invasiones patógenas 

 

El sistema inmune innato desempeña un papel clave en el reconocimiento de 

microorganismos, constituyendo de esta manera la primera línea de defensa ante el 

ataque de agentes patógenos externos [1]. Hasta finales de los años 80 del siglo 

anterior eran muchos los estudios realizados en los que se describía la forma por la 

cual la célula reconoce antígenos, desde los receptores que forman parte  del proceso 

hasta la comunicación intercelular que se lleva a cabo [2]. Sin embargo, poco se sabía 

de cómo el sistema inmunitario es capaz de distinguir lo propio no infeccioso de lo 

infeccioso no propio. Esto fue descrito por Janeway en su teoría de re conocimiento de 

patrones [3].  

Además, se propuso la idea de que el sistema inmune es capaz de detectar una 

infección a través de receptores que reconocen PAMP (patrones moleculares 

asociados a patógenos) [4][5]. Pocos años más tarde Ilmer et al. [6] descubrieron que 

un receptor denominado Toll presente en Drosophila responde ante infecciones 

fúngicas. Posteriormente se descubrió un homólogo de este receptor en humanos, el 

cual produce la inducción de citoquinas proinflamatorias, generando una respuesta 

inmune innata[7]. Estos receptores tipo Toll reconocen mananos, lipopolisacáridos, 

ácidos nucleicos de virus [8] y bacterias y flagelinas, desencadenando una respuesta 

que conlleva la producción de mediadores proinflamatorios. 

La activación del sistema inmune innato es necesaria para desarrollar una inmunidad 

adquirida en defensa contra antígenos. La inmunidad adquirida se caracteriza por la 

especificidad ante los antígenos y además posee memoria. Las células T y B son las 

encargadas de presentar el antígeno, generando ciertos anticuerpos que confieren una 

memoria inmunitaria contra futuras invasiones patogénicas [9,10]. Por ello, una buena 

interacción entre el sistema inmune innato y el adquirido es esencial para una correcta 

defensa inmunitaria del huésped [11]. 
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El sistema inmune se encuentra formado por diferentes tipos celulares ( figura 1) que 

se encuentran distribuidos para proporcionar una mayor defensa ante posibles 

infecciones patogénicas. Los macrófagos, células dendríticas y mastocitos se 

encuentran distribuidos en los tejidos. Los eosinófilos, basófilos y neutrófilos, que se 

encuentran en el torrente sanguíneo, son capaces de extravasarse en respuesta a una 

señal inflamatoria. Los linfocitos T y células B también se encuentran recirculando 

entre los tejidos y la sangre [12]. 

 

 

Figura 1. Distribución de los componentes celulares del sistema inmune en tejidos, sangre y médula 

ósea. 

 

Los macrófagos tienen varios orígenes. Así, los macrófagos de la microglía y del hígado 

tienen su origen en precursores procedentes del saco vitelino que se desplazaron por 

los tejidos en la etapa embrionaria y maduraron a macrófagos tisulares [13]. Otros, 

como los macrófagos presentes en el intestino y en la dermis proceden de los 

monocitos de la médula ósea, los cuales se transportan a la sangre y de ahí a los 

tejidos donde finalmente se diferencian a macrófagos [14-17]. Finalmente, los  
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macrófagos alveolares, los macrófagos de la pulpa roja del bazo y los peritoneales 

derivan de células madre hematopoyéticas del hígado fetal [18]. En algunos órganos 

como el corazón, la dermis o el hígado, pueden coexistir diferentes poblaciones de 

macrófagos [19,20]. 

Los macrófagos peritoneales son la población de macrófagos más estudiada, 

habiéndose utilizado para el análisis ex vivo durante décadas [21]. Este tipo celular 

tiene un origen prenatal y ha sido clasificado en dos poblaciones discretas en función 

de su morfología; macrófagos peritoneales grandes (LPM) y macrófagos peritoneales 

pequeños (SPM)  [18,22-24], los cuales parecen mantenerse de diferentes maneras. 

Mientras que los LPM se mantienen por autorrenovación y son independientes de la 

hematopoyesis [18,25] y representan en torno al 90% de los macrófagos peritoneales, 

los SPM se originan a partir de monocitos circulantes [25,26] y representan únicamente 

el 10% de la población macrofágica total (figura 2). 

 

Figura 2. Origen de los macrófagos peritoneales. En la cavidad peritoneal se distinguen dos poblaciones 

en función de su morfología, los LPM (macrófagos grandes) y los SPM (macrófagos pequeños) ambos de 

origen prenatal. Los LPM son independientes de la hematopoyesis, mientras que los SPM de rivan de  

monocitos circulantes. 
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En estados de inflamación, los LPM migran al epiplón [27] o a tejidos dañados y son 

capaces de fagocitar células apoptóticas [28], mientras que esta desaparición de dichos 

macrófagos peritoneales viene acompañada por un aumento de SPM y monocitos 

inflamatorios [23,29]. En condiciones de estado estacionario, LPM y SPM no producen 

niveles significativos de citoquinas pro o antiinflamatorias, aunque este tipo celular 

parece desarrollar un fenotipo proinflamatorio bajo condiciones de inflamación [30]. 

De esta manera, se ha descrito que los SPM producen altos niveles de TNF-α y MIP-1α 

en respuesta a LPS, mientras que los LPM generan G-CSF, GM-CSF en respuesta al 

mismo estímulo [25]. 

Los macrófagos, al igual que otras células fagocíticas como las células dendríticas, son 

capaces de fagocitar antígenos gracias a una gran variedad de receptores (figura 3) y 

cascadas de señalización que tienen lugar durante este proceso [31,32]. Los patógenos 

internalizados en compartimentos vesiculares intracelulares son destruidos y 

posteriormente expuestos a las moléculas de histocompatibilidad de clase II [33]. Estas 

células macrofágicas también participan en la reparación de tejidos y homeostasis, 

remodelación vascular y reparación estructural de tejidos como músculo o hueso.  

Por ejemplo, cuentan con receptores de dectina-1 [34] y de manosa, que se unen 

específicamente a diversas estructuras de la membrana externa de ciertas levaduras. 

Otros receptores que destacar son los receptores FcγR, los cuales reconocen el 

fragmento Fc de las inmunoglobulinas y los receptores para componentes del sistema 

del complemento, como C3b y iC3b, que favorecen la fagocitosis de agentes patógenos 

recubiertos con estas moléculas solubles [35,36] 

.  
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Figura 3. Receptores de los macrófagos. Los macrófagos expresan múltiples receptores en su superficie, 

los cuales son capaces de reconocer antígenos e internalizarlos para posteriormente se r de struidos y 

presentados a las moléculas de histocompatibilidad de clase II. 
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A.2 Respuesta a una señal patogénica e 

inflamación. 

 

A.2.1 El AA en la lesión inflamatoria 

 

Los ácidos grasos esenciales son aquellos ácidos grasos que el organismo no puede 

sintetizar, por lo que tienen que ser obtenidos a través de la dieta. Se distinguen dos 

grandes familias: omega 3 (n-3) y omega 6 (n-6) denominados PUFAs ya que tienen 

varias insaturaciones en su cadena hidrocarbonada. La mayoría provienen de plantas y 

pescados. Ambas familias poseen tanto propiedades pro y antiinflamatorias y por 

ende, participan en el inicio y resolución de la inflamación. 

El AA es un ácido graso de veinte átomos de carbono y cuatro insaturaciones en las 

posiciones 5,8,11 y 14 (figura 4). Pertenece por tanto a la serie n-6. Es uno de los 

ácidos grasos poliinsaturados mayoritarios en las células del sistema inmune.  

 

 

Figura 4. Estructura del AA (20:4n-6) 

 

Una de las principales fuentes de AA es el ácido linoleico (18:2n-6) (figura 5), un ácido 

graso obtenido a través de la dieta [37]. En este proceso participan una elongasa y dos 

desaturasas, la Δ5 y Δ6, las cuales se expresan en numerosos tejidos, aunque el hígado 

es el principal órgano productor de AA a partir de linoleico. Una vez formado, el AA 

será liberado con posterioridad al torrente sanguíneo, distribuyéndose de esta manera 

en los diferentes tejidos. El AA se transporta en la sangre preferentemente en VLDL, 
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mayoritariamente unido a fosfolípidos y, en menor medida, a CE y TAG  [38]. Este 

transporte es esencial para suministrar AA a fosfolípidos presentes en el tejido, 

incluyendo aquellos a los cuales las lipoproteínas tienen bajo acceso. 

Otra fuente de ácido araquidónico es la suplementación directa a través de la dieta, 

por la cual se ha observado una ingesta de 0,2-0,3 g por día. Esta es una ruta 

secundaria ya que la ingesta de ácido linoleico es de 10-20 g por día [39]. 

 

 

Figura 5. Esquema de síntesis de los ácidos grasos poliinsaturados n-3 y n-6. En este proceso 

intervienen ciertas desaturasas y elongasas. 

 

 



 

 
 28 

28 Introducción 

Aunque el AA libre es esencial para la resolución de procesos inflamatorios, niveles 

elevados en el interior celular pueden ser tóxicos [40,41].  Por ello la mayor parte del 

ácido araquidónico celular se localiza esterificado en los fosfolípidos de la membrana 

celular. Solo después de la activación celular se liberará una parte, pudiendo ser 

posteriormente metabolizado a eicosanoides, mediadores de un gran número de 

procesos, incluyendo la inflamación [42,43].  

 

 

 

A.2.2 Papel del zimosán en la activación celular. 

Las células del sistema inmune innato poseen receptores tanto extracelulares como 

intracelulares que participan en el reconocimiento de una gran diversidad de 

patógenos. Esta interacción patógeno-receptor conlleva el inicio de una cascada de 

señalización que desemboca frecuentemente en la movilización de AA desde los 

fosfolípidos de membrana [36]. 

El zimosán es un homogeneizado de la pared de la levadura Saccharomyces cerevisiae 

[44] y ha sido usado durante los últimos 50 años como modelo para generar una 

respuesta inmune a infecciones fúngicas y producción y liberación de citoquinas 

proinflamatorias [45-47]. Asimismo, el zimosán es uno de los estímulos fisiopatológicos 

más empleados para estudiar los mecanismos de movilización de AA de las células 

fagocíticas [48,49]. Interacciona con diversos receptores no opsónicos, entre los cuales 

se incluyen receptores tipo Toll como TLR2 o TLR6, lectinas de tipo C como dectina-1, 

receptores de manosa o receptores “scavenger”, produciendo así una señal 

inflamatoria [47,50]. Estudios realizados en ratones deficientes en dectina-1 han 

demostrado que este receptor es el responsable de activar la fosfolipasa A 2 que 

cataliza la movilización de AA en macrófagos expuestos a zimosán [34,51]. Ello ocurre a 

través de aumentos en la concentración intracelular de calcio y de la estimulación de la 

cascada de fosforilación mediada por MAP quinasas [52,53].  
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Por otra parte, el zimosán opsonizado (esto es, recubierto de opsoninas, 

inmunoglobulinas y factores del complemento) también es un estímulo muy potente 

para la liberación de AA y producción de eicosanoides [36,54]. A diferencia del zimosán, 

en este caso el proceso esta mediado principalmente a través de receptores de 

opsoninas, que reconocen el fragmento Fc de las inmunoglobulinas (IgG) y fracciones 

del complemento (C3b, C4b) [36,55,56]. 

Así, dependiendo de la naturaleza del estímulo, ya sea zimosán o zimosán opsonizado, 

entran en juego receptores diferentes (figura 6), los cuales comparten ciertas etapas 

del mecanismo de activación celular y transducción de señales, aunque también tienen 

diferencias bastante acusadas. Por ejemplo, mientras que en la fagocitosis mediada 

por el receptor Fc hay una gran activación de syk, en la fagocitosis a través del receptor 

dectina-1, syk no tiene dicha relevancia [57,58]. 

 

Figura 6. Esquema de fagocitosis de zimosán y ZOp. En este proceso intervienen diferentes receptores, 

provocando como respuesta final la activación de PLA2 y movilización del AA. 

 

A.2.3 Movilización del ácido araquidónico 

El AA en condiciones de reposo se halla fundamentalmente esterificado en la posición 

sn-2 de los PLs de membrana, particularmente en glicerofosfolípidos de colina (PC), 

etanolamina (PE) e inositol (PI). 
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La regulación de los niveles de AA libre viene determinada por dos reacciones que 

forman parte de lo que se denomina ciclo de Lands; una desacilación del AA de los PL 

llevada a cabo por fosfolipasas A2, y un proceso de reacilación de este ácido graso, 

llevado a cabo por acil-CoA sintetasa (ACS), y aciltransferasas [59]. 

Estas dos reacciones se encuentran reguladas en función del estado celular. En células 

en reposo, el AA se encuentra en su mayoría esterificado, mientras que cuando las 

células se encuentran bajo condiciones de estimulación, la hidrólisis de dicho ácido 

graso prevalece, lo cual genera una elevada concentración de AA libre, que será 

metabolizado para la síntesis de eicosanoides [60-62]. Sin embargo, aunque en 

condiciones de activación prevalezca la desacilación del AA, una gran parte de este 

sigue siendo reacilado a fosfolípidos, lo que explica por qué solo una pequeña cantidad 

de este ácido graso es empleado para la síntesis de eicosanoides [59]. 

La ruta principal de incorporación de AA en PL celulares, cuando la célula opera con 

bajas concentraciones de AA, es a través del ciclo de Lands que es, por tanto, una ruta 

de alta afinidad, pero de baja capacidad (figura 7) [63,64]. Para incorporarse en PL, el 

AA libre se convierte en araquidonoil-CoA (AA-CoA) a través de la acción de la ACS, que 

es posteriormente utilizado por aciltransferasas dependientes de CoA [65,66]. Para esta 

reacilación los lisofosfolípidos tienen un papel trascendental, ya que son los aceptores 

de las moléculas de AA. Por ello, su disponibilidad constituye un factor limitante de 

esta ruta [67,68]. 

Cuando la célula se ve expuesta a niveles elevados de AA libre, entra en juego una 

segunda ruta, la ruta de biosíntesis de novo de PL. En dicha ruta, el AA-CoA se 

esterifica en la molécula de glicerol-3-fosfato en cualquiera de las dos posiciones libres 

gracias a las enzimas glicerol-3-fosfato-aciltransferasa (GPAT) y ácido lisofosfatidico 

aciltransferasa (LPAAT), generando finalmente PA. A partir de esta molécula de PA se 

pueden generar diversos fosfolípidos[69]. Esta ruta de novo es operativa cuando la 

entrada de AA mediante el ciclo de Lands se ha saturado [70-72]. 
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Figura 7. Rutas de incorporación de ácidos grasos libres en fosfolípidos. A la derecha el ciclo de Lands, 

una ruta de alta afinidad/baja capacidad cuando la célula está expuesta a bajas c onc entrac iones de l 

ácido. A la izquierda, ruta de novo, de baja afinidad/alta capacidad cuando la céula esta expuesta a altas 

concentraciones de este.  

 

 

A.2.4 Papel de las fosfolipasas en la liberación del AA 

de fosfolípidos 

Las fosfolipasas A2 son enzimas con gran relevancia en el metabolismo lipídico y 

señalización celular. Purificadas inicialmente a partir del veneno de serpientes y otros 

reptiles, se sabe actualmente que están presentes en todos los tejidos y en todas las 

especies. Atendiendo a criterios de secuencia, estas enzimas han sido clasificadas en 

16 grupos (tabla 1).  
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Grupo  Aminoácidos catalíticos Localización Tamaño Ca2+ 

I 
A His/Asp Secretada 13-15 kDa mM 

B His/Asp Secretada 13-15 kDa mM 

II 

A His/Asp Secretada 13-15 kDa mM 

B His/Asp Secretada 13-15 kDa mM 

C-F His/Asp Secretada 13-15 kDa mM 

III  His/Asp Secretada 16-18 kDa mM 

IV 

A Ser/Asp Citosólica 85 kDa μM 

B Ser/Asp Citosólica 100 kDa μM 

C Ser/Asp Citosólica 65 kDa No 

D Ser/Asp Citosólica 90 kDa μM 

E Ser/Asp Citosólica 85 kDa μM 

F Ser/Asp Citosólica 85 kDa μM 

V  His/Asp Secretada 14 kDa mM 

VI A Ser/Asp Citosólica 80-85 kDa No 

 B Ser/Asp Membrana 88 kDa No 

VII 
A Ser/His/Asp Secretada 45 kDa No 

B Ser/His/Asp Citosólica 40 kDa No 

VIII 
A Ser/His/Asp Citosólica 26 kDa No 

B Ser/His/Asp Citosólica 26 kDa No 

IX  His/Asp Secretada 14 kDa <mM 

Grupo  Aminoácidos catalíticos Localización Tamaño Ca2+ 

X  His/Asp Secretada 14 kDa mM 

XI 
A His/Asp Secretada 12 kDa mM 

B His/Asp Secretada 13 kDa mM 

XII  His/Asp Secretada 19 kDa mM 

XIII  His/Asp Secretada <10 kDa mM 

XIV  His/Asp Secretada 13-19 kDa mM 

XV  Ser/His/Asp Lisosomal 45 kDa No 

XVI  His/Cis Membrana 18 kDa No 

Tabla 1. Clasificación de las fosfolipasas A2 



 

 
 33 

33 Introducción 

Una clasificación generalmente más útil, que atiende a características funcionales y 

propiedades bioquímicas, agrupa estas enzimas en 6 grandes familias: las enzimas 

citosólicas dependientes de calcio (cPLA2), las intracelulares independientes de calcio 

(iPLA2), las secretadas dependientes de calcio (sPLA2), las acetil hidrolasas del factor 

activador de plaquetas (PAF-AH), la enzima del tejido adiposo (adPLA2) y la lisosomal 

(LPLA2) (figura 8) [73]. 

 

Figura 8. Clasificación de las fosfolipasas A2 atendiendo criterios bioquímicos y funcionales. Las 6 

grandes familias con sus consiguientes grupos indicados en números romanos tie nen c omo fac tore s 

distintivos el tamaño, la dependencia o no de Ca2+ y los aminoácidos catalíticos. 

 

A continuación, se describen con detalle las características bioquímicas y funcionales 

de tres de estas familias, cPLA2 (grupo IV), iPLA2 (grupo VI) y sPLA2 (grupos IIA, V y X), 

ya que se trata de las enzimas que se ha demostrado que participan activamente en 

los procesos de liberación de AA [74]. Las tres familias de enzimas participan 

frecuentemente en conjunto durante la activación celular a través de receptores 

inmunes innatos 
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• cPLA2 

La familia cPLA2 consta de varias isoformas; cPLA2α [75], cPLA2β, cPLA2γ, cPLA2δ y 

cPLA2ζ  [76]. La primera cPLA2 purificada y secuenciada fue la fosfolipasa A2 de grupo 

IVA (cPLA2α), la cual es dependiente de Ca2+. Esta enzima se expresa de manera 

constitutiva en la mayoría de los tejidos aumentando su expresión en presencia de 

ciertos estímulos [77]. Además, contiene un dominio C2 en el N-terminal donde se 

produce la unión del Ca2+, lo cual promueve la translocación de la proteína a la 

membrana fosfolipidica [78,79]. Este dominio C2 está presente en todos los miembros 

de la familia con excepción de la forma γ (grupo IVC). 

Diversos estudios han observado la translocación de cPLA2α en presencia de Ca2+ a un 

gran número de estructuras celulares de membrana, tales como la envoltura nuclear, 

el retículo endoplásmico, las gotas lipídicas e incluso la membrana plasmática  [80,81].  

Estudios recientes han sugerido que la fosforilación de esta enzima en Ser505 es 

necesaria para su correcta translocación a la membrana [82]. Además, también se ha 

observado que la fosforilación de dicha enzima transloca a la misma a membranas 

enriquecidas en fosfatidilinositol-4,5-bisfosfato [82]. La cPLA2α también puede 

fosforilarse en otros residuos tales como Ser515 y Ser727, aunque el papel biológico de 

dichas fosforilaciones se desconoce [82].  

La cPLA2α es una de las enzimas más importantes en situaciones inflamatorias ya que 

es la enzima principal en la liberación de AA de la posición sn-2 de los 

glicerofosfolípidos de forma selectiva cuando la célula se encuentra en un ambiente 

proinflamatorio [83]. La liberación de este ácido graso n-6 es fundamental, ya que será 

metabolizado con posterioridad a través de diferentes vías enzimáticas como COX, LOX 

y CYP450 en eicosanoides, los cuales participan en la iniciación y resolución de la 

inflamación [84].  

La selectividad de esta enzima por AA puede deberse a que el sitio activo de la cPLA 2α 

se encuentra enriquecido con residuos aromáticos que interaccionan con los cuatro 

dobles enlaces del AA a través de interacción π-π [73]. Sin embargo, su selectividad 

disminuye frente a otros ácidos grasos como el DHA que contienen otras posiciones de 
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dobles enlaces [74,85]. Además de esta actividad, la cPLA2α también muestra actividad 

lisofosfolipasa y trasacilasa [86]. 

Gracias al empleo de ratones KO de cPLA2α se ha podido comprobar que esta enzima 

tiene gran importancia en una serie de situaciones fisiopatológicas como fibrosis 

pulmonar, artritis y estres respiratorio agudo entre otras [87]. Además, se ha 

observado que la eliminación de esta enzima conduce a la desregulación de la 

señalización del factor de crecimiento similar a la insulina-1 (insulin-like growth factor-

1) y promueve el crecimiento del músculo esquelético estriado [88]. Asimismo, en 

animales deficientes de cPLA2α que fueron sometidos a una dieta rica en grasas, se ha 

observado una reducida capacidad de aumentar el peso corporal, destacando el papel 

de dicha enzima en la regulación del agrandamiento del tejido adiposo [89]. 

 

• iPLA2 

Las iPLA2 pertenecen al grupo VI y se caracterizan por no requerir Ca2+ para su 

actividad. Una de las enzimas mejor caracterizadas de este grupo es la enzima iPLA 2-

VIA, también conocida como iPLA2β.  

Mientras que cPLA2α se dirige a los fosfolípidos que contienen AA, iPLA2β no tiene esa 

especificidad ante dicho ácido graso, siendo una enzima más versátil [74,90]. Además, 

aunque la actividad de la cPLA2α es ligeramente superior sobre fosfolípidos que 

contienen ácido esteárico en posición sn-1, la actividad de la iPLA2β aumenta en 

presencia de ácido palmítico en dicha posición [91]. 

La iPLA2β muestra actividad lisofosfolipido transacilasa y transacilasa, pero no tiene 

actividad acil-CoA aciltransferasa. Además, esta enzima es capaz de hidrolizar cadenas 

hidrocarbonadas en fosfolípidos independientemente de su longitud y cuenta con 

actividad PAF acetilhidrolasa [92]. 

La iPLA2β ha sido implicada en muchas funciones fisiológicas entre las que destacan la  

secreción de insulina y la hidrólisis de fosfolípidos en muerte celular apoptótica [68]. 
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 Una de las últimas funciones descubiertas de esta enzima es su capacidad de liberar 

las cadenas oxidadas de las cardiolipinas, lo cual protege a las células de daño 

oxidativo [93]. Además, una de sus primeras y principales funciones descritas es la 

capacidad para mantener los niveles celulares de lisofosfolípidos que servirán como 

aceptores para la reacilación de AA dentro del ciclo de Lands [92]. 

En estudios recientes, se ha confirmado que la iPLA2β tiene un papel transcendental en 

la detoxificación de las células, ya que esta enzima es capaz de romper el enlace éster 

que une el esqueleto de glicerol al ácido graso oxidado, eliminando de esta manera el 

daño celular [94]. Estos estudios le confieren gran transcendencia a esta enzima, ya 

que su inhibición o sobreexpresión podrían ser una gran estrategia terapéutica ante 

ciertas patologías que impliquen la presencia de estos fosfolípidos oxidados. Hallazgos 

recientes demuestran que la proteína supresora de tumores, p53 media la activación 

de esta enzima disminuyendo los niveles de fosfolípidos oxidados bajo condiciones de 

alto estrés celular [95]. Hallazgos similares han sido reportados también en otro 

estudio en el cual muestran el papel protector de iPLA2β en la defensa al daño 

placentario producido por la muerte de los trofoblastos en presencia de estos lípidos 

oxidados [96]. 

 

• sPLA2 

La familia sPLA2 contiene 10 isoformas catalíticamente activas y una que en mamíferos 

se encuentra inactiva. Las principales funciones de las sPLA2 implican propiedades 

antibacterianas y antivirales, regulación de la composición de LDL y HDL además de 

tener gran relevancia en enfermedades inflamatorias como es el caso de la 

aterosclerosis [97]. 

Al igual que iPLA2β, las sPLA2 contienen sitios activos más flexibles que la cPLA2α, lo 

que les permite hidrolizar fosfolípidos con una gran variedad de ácidos grasos en 

posición sn-2. Su selectividad ante el sustrato en términos de cabeza polar es muy 

variable dependiendo de cada isoforma al igual que su preferencia por diferentes 

ácidos grasos. Mientras que ciertas isoformas no discriminan entre cadenas 
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hidrocarbonadas, otras lo hacen acorde al número de dobles enlaces. Así, la sPLA 2-V 

tiene preferencia a un menor número de dobles enlaces mientras que la sPLA 2X tiene 

preferencia por los PUFA [98]. 

Por otra parte, se conoce que estas enzimas, en especial la sPLA 2-V, amplifican la 

acción de la cPLA2α a través de diferentes mecanismos. Estos implican efectos sobre 

los mecanismos de activación de la cPLA2α en particular sobre su fosforilación [99-103]. 

En la figura 9 se observa la interacción entre la cPLA2 y la sPLA2 cuando la célula se 

encuentra en presencia de un estímulo inflamatorio. 

Estudios recientes han dado a conocer que, dependiendo de la especie, el 

comportamiento de estas enzimas difiere [74]. 

 Un caso muy interesante es el de la sPLA2-V, que en macrófagos de ratón transloca al 

fagosoma durante la fagocitosis, cosa que no ocurre en macrófagos humanos 

[104,105]. Sin embargo, a pesar de esta notable diferencia, la sPLA2-V favorece la 

fagocitosis en ambos casos y por lo tanto actúa favoreciendo el proceso resolutorio de 

la inflamación [104]. Se ha observado igualmente que los ratones deficientes en sPLA 2-

V muestran una notable disminución de su capacidad de movilizar AA durante la 

fagocitosis [106]. 
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Figura 9. Relación entre las enzimas PLA2 durante la activación celular vía receptores inmunes innatos.  

En presencia de un estímulo inflamatorio, la cPLA2 es fosforilada vía MAPK en presencia de Ca2+. Por  su 

parte, la sPLA2 amplifica la acción de la cPLA2 a través de diferentes mecanismos. 

 

 

A.2.5 Reacciones de transacilación independientes 

de CoA 

 

El movimiento de AA celular entre los diferentes reservorios celulares no solo se 

encuentra controlado por el proceso de acilación y desacilación de dicho ácido graso 

en los PL de membrana. También interviene un proceso de transacilación entre las 

diferentes clases de PL, en el cual el AA se distribuye entre diferentes PL, 

especialmente los plasmalógenos de PE, donde la cantidad de AA esterificado es muy 

elevada [107-109]. 

Estos procesos de transacilación se llevan a cabo a partir de una enzima denominada 

transacilasa independiente de CoA (CoA-IT), presente en células de los mamíferos y 

cuyo papel es transferir ácidos grasos de 20 y 22 carbonos de especies de PC, con un 
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enlace éster en posición sn-1 a fosfolípidos de etanolamina que contienen un enlace 

éster o vinil éter en la posición sn-1 (figura 10) [59]. Estudios recientes han 

comprobado que la tasa de remodelación en células normales y células deficientes en 

plasmalógeno de etanolamina no varía sustancialmente. Esto es debido a que las 

variantes deficientes en dichos plasmalógenos pueden compensar su de ficiencia 

dirigiendo el AA a diacilfosfolípidos de PE [59,110]. 

Este proceso de remodelación de AA en PL es importante para la síntesis de 

eicosanoides en células activadas. Esta remodelación es la causa por la que, en 

condiciones de activación celular en presencia de zimosán, no se observen 

prácticamente variaciones en el contenido de AA en PE, ya que la perdida de dicho 

ácido graso por hidrolisis en condiciones de estimulación es revertida por la acción de 

la transacilasa, incorporando AA en PE desde las especies de PC [111,112].  
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Figura 10. Esquema de Incorporación y remodelación de AA mediada por la enzima CoA-IT en 

fosfolípidos. Esquema representativo de 1-acil, 1-alquil y 1-alquenil glicerofosfolípidos. Los 

glicerofosfolípidos 1-alquenilo son llamados plasmalógenos.   

 

La secuencia del gen de la CoA-IT hoy en día es aún desconocida, por lo cual la enzima 

solo se ha podido caracterizar en células mediante ensayos de actividad enzimática 

[113]. Además, se han podido identificar inhibidores farmacológicos de dicha enzima 

[114,115]. Se ha observado que el bloqueo por inhibición de dicho proceso puede 

provocar apoptosis celular [116,117].  

La CoA-IT no se puede considerar como una PLA2 en sentido estricto, ya que, a 

diferencia de estas, no genera ácidos grasos libres, sino que los transfiere 

directamente a otros aceptores fosfolipídicos. Estudios recientes han mostrado que, al 

estimular macrófagos peritoneales con LPS, existe un aumento de la hidrolisis de AA en 

plasmalógenos de etanolamina, lo cual puede dar lugar a una menor actividad de 

remodelación de estos plasmalógenos con el AA liberado por las especies de PC y, por 

consiguiente, una actividad reducida de CoA-IT [118]. Esta transferencia más lenta de 

AA hacia plasmalógenos de etanolamina, conlleva que el AA permanezca en mayor 

medida en PC, por lo que puede ser hidrolizado en mayor cantidad a AA libre desde 

ese fosfolípido para generar eicosanoides específicos [107,113, 118,119] 

La CoA-IT es una enzima integral de membrana e independiente de Ca2+. Yamashita et 

al. [120] fueron los primeros en sugerir que dichas reacciones de transacilación 

independientes de CoA son catalizadas por una o varias enzimas de la familia PLA2, 

especulando con el posible papel de la fosfolipasa A2 citosólica de grupo IVC, o cPLA2γ 

como un posible candidato [121,122]. La actividad CoA-IT era mayor cuando el donante 
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de AA es lisoPC en vez de diacil-PC, lo que es consistente con el hecho de que la cPLA2γ 

tiene mayor actividad lisofosfolipasa que fosfolipasa [123]. Estudios previos del 

laboratorio donde se ha llevado a cabo esta tesis demostraron que las células 

deficientes en cPLA2γ transfieren AA de PC a PE de una manera menos eficiente que las 

células control [124]. Este dato apoya la implicación de la cPLA2γ en reacciones de 

remodelación de fosfolípidos, aunque muy probablemente no es la única, pues su 

ausencia no elimina, sino que ralentiza este proceso  [124]. 

Por otra parte, la remodelación de fosfolípidos es mucho más rápida en líneas 

celulares que en células primarias [125]. Esta diferencia parece deberse a los bajos 

niveles de AA esterificado en las líneas células en comparación con células primarias. 

Así la incubación de líneas celulares con AA aumenta el contenido celular de dicho 

ácido graso y disminuye la tasa de remodelación de este ácido graso, consecuencia de 

una reducción en la actividad de la transacilasa independiente de CoA [126]. Estos 

hallazgos confirman como los niveles celulares de AA son los que determinan la 

actividad de la trasacilasa independiente de CoA y como consecuencia la remodelación 

celular.  

Además, existen diferentes factores que pueden condicionar la actividad de la enzima 

CoA-IT, entre la cual caben destacar situaciones de activación celular, en las cuales la 

velocidad de remodelación aumenta apreciablemente [127,128] 

También se puede observar una gran diferencia entre células que proliferan y células 

que no, ya que en las primeras el proceso de remodelación conlleva unos minutos, 

mientras que en las segundas puede llevar horas [83,129]. 

 

 

A.2.6 Fosfolípidos oxidados y su papel en los procesos 

inflamatorios 

La movilización celular del ácido araquidónico y la producción de eicosanoides 

derivados de este y de otros ácidos grasos poliinsaturados son características de la 
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inflamación, y el aumento de eicosanoides se produce tanto en alteraciones 

fisiopatológicas como en procesos celulares que provocan una lesión inflamatoria 

[130]. Los eicosanoides son lípidos bioactivos que participan en la regulación inmune al 

influir en la activación de las células fagocíticas inmunes innatas, tanto en la capacidad 

fagocítica, producción de citoquinas, diferenciación y migración [131,132]. Además, son 

capaces de regular la homeostasis en ciertas enfermedades, ya que su inhibición es 

una herramienta terapéutica estratégica [133]. 

Estos eicosanoides son sintetizados a partir del AA libre gracias a la ciclooxigenasa, 

lipoxigenasa y citocromo P-450 que generan las formas oxidadas de estos ácidos 

(figura 11). Al igual que el AA, el el ácido adrénico (AdA) también puede ser 

metabolizado por las mismas vías para generar eicosanoides derivados de este ácido 

graso [134]. Además, el AdA reduce el metabolismo del ácido araquidónico por la 

ciclooxigenasa [135]. 

 

Figura 11. Rutas de síntesis de eicosanoides a partir de AA liberado de fosfolípidos de membrana 

gracias a la acción de la fosfolipasa. Para ello, diferentes vías enzimáticas como COX, LOX o Citoc romo 

P450 toman parte en el proceso. 
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Hasta hace unos años, se creía que estos eicosanoides eran derivados de ácidos 

carboxílicos libres, generados por la hidrólisis de ácidos grasos poliinsaturados, 

especialmente AA y metabolizados por diferentes vías enzimáticas. Estos lípidos 

oxidados difundían fuera de la célula y se unían a receptores acoplados a proteína G 

para desencadenar la correspondiente señalización[136]. Posteriormente, se demostró 

que varias de estas especies de eicosanoides, destacando las especies hidroxiladas, 

eran capaces de reesterificarse en diferentes fosfolípidos, no solo eicosanoides 

derivados de AA si no también otros ácidos grasos oxidados derivados de 22:4n-6, 

como son 22:5n-3 y 22:6n-3 [137], cuyos metabolitos oxidados, denominados 

mediadores proresolutivos (Maresinas, protectinas y resolvinas), poseen propiedades 

antiinflamatorias. 

Los macrófagos peritoneales de ratón expresan una enzima en condiciones basales 

que es capaz de oxidar directamente los ácidos grasos esterificados en fosfolípidos, sin 

necesidad de una hidrólisis y posterior reesterificación [137]. Esta enzima, denominada 

12/15 LOX, tiene su homólogo en monocitos periféricos humanos la cual toma el 

nombre de 15 LOX [138,139], siendo ambas capaces de oxidar directamente 

membranas purificadas. Además, tanto 15-LOX como sus productos oxidados regulan 

la activación de MAPK/ERK [140]. 

En los últimos años son numerosos los estudios llevados a cabo sobre el papel de 

PEBP1, una proteína que inhibe la cascada de las quinasas [141]. Esta proteína es capaz 

de generar complejos con las dos isoformas de 15-LOX, 15LO1 y 15LO2 y cambiar su 

competencia al sustrato para generar hidroxi-PE, teniendo gran relevancia en 

numerosas enfermedades relacionadas con la formación de esta especie oxidadas, 

como son el asma [142], fallo renal [143] o traumatismo cerebral entre otros [144]. 

El primer producto de oxidación de AA via LOX es el ácido 

hidroperoxieicosatetraenoico (HPETE), el cual se reduce al ácido 

hidroxieicosatetraenoico (HETE) a partir de glutatión peroxidasa, GPX4 [145,146]. Por 

otra parte, el HETE puede ser enzimáticamente oxidado a ácido cetoeicosatetraenoico 

(oxoETE) (figura 12). Además, la posición de los grupos hidroxilo depende de la 

expresión específica de LOX en las células. Mientras que los neutrófilos humanos 
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expresan 5 LOX y generan 5-HETE-PE, el producto mayoritario formado en plaquetas es 

12-HETE-PE y el isómero formado en monocitos y eosinófilos es 15-HETE-PE [147]. 

Sin embargo, los macrófagos peritoneales de ratón expresan 12/15 LOX en condiciones 

basales, generando como producto principal 12-HETE [137]. Estudios previos muestran 

la presencia dual de dos lipoxigenasas encargadas de metabolizar el AA en sus formas 

oxidadas, la 12/15-LOX y la 5-LOX. Mientras que la primera se encuentra activada en 

condiciones basales generando como metabolitos mayoritarios el 12-HETE y 15 HETE, 

la 5-LOX únicamente se activa en condiciones de estimulación celular generando 5-

HETE y LTA4, precursor del LTB4 [148]. 

En estudios de incorporación de 5-HETE, 12-HETE y 15-HETE deuterado, se observó 

como el isómero 5-HETE es el ácido graso oxidado incorporado por los macrófagos 

peritoneales en condiciones de activación. Además, los aceptores principales de esta 

molécula son los fosfolípidos, aunque una pequeña parte son anclados en lípidos 

neutros o se mantienen como ácidos grasos libres [149]. 

 

 

Figura 12. Ruta de reducción a través de la GPX4 y oxidación enzimática del fosfolípido oxidado 

mayoritario presente en monocitos, eosinófilos y macrófagos.  
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Los HETE-PE promueven en neutrófilos actividades antibacterianas, mientras que, en 

macrófagos, oxoETE-PE son agonistas de baja actividad ante PPARγ [150,151]. 

Asimismo, no solamente las especies oxidadas de PE tienen grandes aplicaciones 

biológicas, destacando así el papel de HETE-PC como potentes procoagulantes como 

resultado de mejorar la unión de los factores de coagulación a las especies de 

fosfatidilserina [152]. 

Los fosfolípidos oxidados tienen gran relevancia en la inmunidad innata y en la 

inflamación [153]. Estos pueden servir como marcadores de inducción de apoptosis e 

interacciones más complejas como la regulación de ciertas respuestas inmunes [154]. 

Es sabido que un amplio número de receptores de la inmunidad innata reconocen 

estas especies oxidadas como antígenos, aunque también pueden servir como ligandos 

para los receptores scavenger, los cuales pueden reconocer tanto oxPL libre presente 

en oxLDL así como oxPL unido covalentemente a la apoB100. Además, oxPL también se 

acopla a la PCR (proteína C reactiva), la cual indica riesgo de enfermedad 

cardiovascular a niveles altos [155]. 

También es reconocido su papel en la activación de la agregación plaquetaria y en la 

adhesión de monocitos, al igual que la producción de citoquinas teniendo de esta 

manera un rol muy importante en base a su papel pro y antiinflamatorio en las etapas 

tempranas de la aterogénesis [156,157]. 

 

 

A.3 Polarización de macrófagos y su papel en 

enfermedades inflamatorias: 

 

Los macrófagos son una población celular heterogénea que exhibe una amplia gama 

de fenotipos funcionales. Se sabe que estas células se infiltran en la pared vascular 

durante la aterosclerosis y en el tejido adiposo durante la obesidad [158,159]. En estos 
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tejidos se han encontrado dos subpoblaciones distintas, con funciones marcadamente 

diferentes, a saber, los macrófagos activados clásicamente (M1) y alternativamente 

(M2) (figura 13). Los macrófagos M1, producidos por la exposición a interferón-γ y LPS, 

exhiben potentes propiedades microbicidas [160,161]. El fenotipo alternativo M2, 

promovido por la exposición a las interleucinas -4 y -13, es funcionalmente 

antiinflamatorio y pro-resolutivo, protegiendo a los tejidos de un daño excesivo [162]. 

  

 

Figura 13. Roles positivos y negativos de los macrófagos debido a su plasticidad para adquirir 

diferentes fenotipos. 

 

Los marcadores descritos para los estados M1 y M2 se han encontrado expresados en 

diferentes situaciones fisiopatológicas. La activación macrofágica se considera como un 

continuo de estados funcionales sin límites bien definidos, donde M1 y M2 supone los 

extremos. La plasticidad de los macrófagos hace que la asignación de marcadores 

bioquímicos a cada población sea una tarea difícil. Además, se ha observado como, los 
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estados de activación del macrófago varían en función de la temporalidad de la 

inflamación o de la enfermedad [163,164]. 

Por una parte, los macrófagos M1 liberan óxido nítrico producidos por iNOs y una serie 

de citoquinas proinflamatorias [165] como TNFα [166], IL-12, IL 1β o IL23, las cuales son 

capaces de eliminar organismos infecciosos como virus y bacterias y también células 

tumorales [167]. Las células muertas son fagocitadas y enviadas a lisosomas donde se 

degradan por acción de las enzimas hidrolíticas contenidas en los mismos. Por este 

motivo entre otros, se cree que los macrófagos M1 mantienen la homeostasis en 

defensa contra infecciones.    

 Sin embargo, los macrófagos polarizados a M2 producen TGFβ, IL10 e IL4 con el fin de 

reducir o terminar con la respuesta inflamatoria [165]. Además, estos macrófagos 

actúan como células fagocíticas, eliminando las sustancias de desecho y participan de 

manera activa en la reparación de los tejidos y la tolerancia del sistema inmune   [168]. 

El estado de polarización de los macrófagos viene definido por una serie de 

marcadores. Así, el estado proinflamatorio M1 es reconocido por una alta expresión de 

CCR7, CD11c, IL-6, IL12p40, TNFα y de NOS2 [169], mientras que por otra parte el 

fenotipo antiinflamatorio M2 expresa Arg-1, el receptor de manosa CD206, Mrc2, Ym-1 

y Fizz-1 [170]. 

Por otra parte, diversos estudios han demostrado que los macrófagos con polarización 

M1 secuestran el hierro libre mientras que los que tienen el fenotipo M2 reciclan el 

hierro liberándolo al exterior, lo cual puede servir también como marcador biológico. 

El hierro es un factor esencial para el crecimiento y la supervivencia de bacterias, por 

ello su homeostasis es un factor clave para favorecer la defensa del huésped y 

combatir infecciones [171]. La polarización afecta a la expresión tanto de ferritina 

(acumulación de hierro) como de la ferroportina (exportación de hierro) los cuales 

recaen directamente en los niveles intracelulares de hierro. Los macrófagos M1 tienen 

una relación ferritina/ferroportina alta, lo cual desemboca en una elevada 

acumulación de hierro en la célula, mientras que el fenotipo M2 tiene una relación 

más baja dando lugar a una mayor liberación del hierro al medio extracelular [172]. 

Esta acumulación o liberación respectiva del hierro conlleva una serie de 
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consecuencias para ambos fenotipos macrofágicos como se explica en la figura 14. 

Además, los macrófagos antiinflamatorios cuentan con niveles elevados de receptores 

scavenger en comparación con las células proinflamatorias, los cuales tienen un papel 

transcendental en la liberación de los grupos hemo. 

 

 

 

 

Figura 14. Metabolismo del hierro en macrófagos polarizados. La alta relación ferritina/ferroportina en 

los macrófagos M1 producen una elevada acumulación de hierro intracelular. Sin embargo, en los 

macrófagos M2 la relación es mucho más baja, experimentando una mayor liberación de hierro lo c ual 

conlleva consecuencias metabólicas. 

Los macrófagos polarizados a M2 regulan al alza la expresión de ciertos receptores 

scavenger como CD206, CD163 y el receptor de macrófagos con estructura de 

colágeno, los cuales se encuentran estrechamente relacionados con la función 

fagocítica y la eliminación de desechos celulares [173-175]. Además, se ha observado 

que, en ratones que carecen de macrófagos M2, la fagocitosis disminuye 

notablemente en condiciones de infección [176]. 
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Estas células se encuentran implicadas en numerosas enfermedades como la 

aterosclerosis, en la cual participan ambos fenotipos de manera heterogénea [177]. Ha 

sido demostrado que los macrófagos con fenotipo proinflamatorio se encuentran en 

mayor proporción en pacientes con síntomas de ataque isquémico, mientras que los 

pacientes asintomáticos tienen una mayor población de macrófagos M2 [178]. Además 

de estos dos fenotipos, también se han encontrado diferentes fenotipos en la placa de 

ateroma[179]. 

Los macrófagos polarizados también participan en enfermedades metabólicas 

asociadas a la obesidad como la diabetes tipo 2 [181,182]. Estudios realizados muestran 

que el macrófago con fenotipo proinflamatorio secreta IL-1β y responden a un 

aumento de la inflamación, resistencia a la insulina y obesidad, mientras que los M2 

favorecen a una actuación totalmente contraria reduciendo de esta manera la 

obesidad y la resistencia a la insulina [183]. La transición de los macrófagos de un 

fenotipo M2 a un fenotipo M1 genera cierta resistencia a la insulina, siendo 

transcendental el equilibrio entre las dos poblaciones macrofágicas en situaciones 

inflamatorias [184]. 

Por otra parte, los macrófagos se pueden infiltrar en microambientes tumorales 

reclutados por varios factores de crecimiento y quimiocinas liberadas por las células 

tumorales, empeorando de esta manera la enfermedad ya que favorecen la 

proliferación y la metástasis de las células tumorales. Se sabe que estos macrófagos 

infiltrados tienen tanto actividades pro como antiinflamatorias llevadas a cabo por dos 

subpoblaciones de diferente fenotipo [185]. En un estudio llevado a cabo por Halama 

et al. se observó que, en un modelo de metástasis de cáncer colorrectal, una 

repolarización desde M2 a M1 llevado a cabo a través de STAT3 indujo un ambiente 

antitumoral, lo cual podría ser una posible diana terapéutica   [186]. 

Los macrófagos polarizados también tienen un papel trascendental en los estados de 

infección vírica. Así, los macrófagos polarizados a un fenotipo proinflamatorio M1 son 

capaces de generar una represión transcripcional y un retraso en la integración del 

DNA proviral generando cierta resistencia a la infección por VIH-1 [187]. La gran 

flexibilidad de los macrófagos en adaptar dicho fenotipo les confiere una mejora en el 
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proceso de presentación de antígenos, mejorando la respuesta inmune adaptativa a 

dicha infección [188]. 

 

 

 

NOMENCLATURA UTILIZADA EN ESTA TESIS 

Los ácidos grasos se designan de acuerdo con las recomendaciones de la IUPAC del 

siguiente modo: número de átomos de carbono y, después de dos puntos, número de 

enlaces dobles. Para diferenciar los isómeros se utiliza la nomenclatura n-x (n menos 

x), donde n es el número de carbonos del ácido graso y x es un número entero que, 

restado de n, da la posición del último doble enlace de la molécula. Ejemplo: 20:4n-6 

indica un ácido graso de 20 carbonos y cuatro insaturaciones, la última de ellas en el 

carbono 14; se trata del ácido araquidónico. 

La nomenclatura utilizada para abreviar las especies individuales de fosfolípidos sigue 

las recomendaciones realizadas por el consorcio LIPID MAPS.  Se indica en primer lugar 

la clase (PC, PE, PI. PS) seguida por un paréntesis en donde se indican los ácidos grasos 

en su forma abreviada. En primer lugar, se indica el ácido graso que se halla en 

posición sn-1 y después el que se halla en posición sn-2, ambos separados por una 

barra inclinada. Ejemplo: PC(18:0/20:4) indica la especie 1-estearoil-2-araquidonoil-sn-

glicero-3-fosfocolina. Cuando en posición sn-1 no hay un enlace éster, esto se hace 

notar añadiendo al comienzo del paréntesis O- (si se trata de un éter) o P- (si se trata 

de un vinil éter).  Ejemplos:  PC(O-18:0/20:4) indica la especie 1-O-octadecil-2-

araquidonoil-sn-glicero-3-fosfocolina; PC(P-18:0/20:4) indica la especie 1-O-1′-

octadecil-2-araquidonoil-sn-glicero-3-fosfocolina. 
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Debido a la gran importancia del papel del AA en procesos inflamatorios, tanto en la 

iniciación y en la resolución de la inflamación, el principal objetivo es conocer el 

metabolismo de este ácido graso en fosfolípidos en condiciones de activación celular 

en macrófagos peritoneales de ratón. De forma más específica: 

• Examinar la movilización del AA de diferentes clases de fosfolípidos en 

presencia de un estímulo inflamatorio y formación de eicosanoides 

• Describir la implicación de diferentes fosfolipasas en hidrólisis y liberación de 

AA 

Además, es de gran relevancia el estudio de la movilización del AA entre diferentes 

reservorios celulares y observar diferencias dependiendo del estado celular, por lo cual 

se plantea: 

• Estudiar la remodelación del AA en fosfolípidos bajo condiciones de activación. 

Por otro lado, teniendo en cuenta el gran impacto de fosfolípidos que contienen AAox 

tanto a nivel de muerte celular como relacionados con enfermedades metabólicas y 

neurodegenerativas observado a lo largo de los últimos años, también se ha propuesto 

el estudio metabólico del AAox producido en macrófagos peritoneales de ratón. De 

forma más específica los objetivos perseguidos en este punto del trabajo son los 

siguientes: 

• Estudiar la formación de AAox-PL en presencia de un estímulo inflamatorio  

• Explorar el papel de diferentes fosfolipasas en la formación de AAox-PL y 

movilización de dicho ácido graso. 

• Analizar la posición de oxidación del AAox esterificado en fosfolípidos en 

condiciones de activación 

Otro punto objeto de estudio es el metabolismo y regulación del AdA que tiene como 

precursor el AA, dada la gran importancia de los ácidos grasos n-6 en los procesos 

inflamatorios. En detalle, los objetivos propuestos en este punto de la tesis son los 

siguientes: 

• Estudiar la distribución del AdA entre las diferentes clases de fosfolípidos y su 

movilización en presencia de un estímulo inflamatorio. 
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• Explorar la participación de diferentes fosfolípasas en la movilización del AdA 

• Elucidar si, el AdA tiene un mecanismo de incorporación a fosfolípidos 

competitivo con AA y, por ende, a los niveles de AA movilizable en condiciones 

de estimulación. 

Finalmente, debido a la importancia del estudio y comprensión de cómo afecta un 

proceso inflamatorio a las diferentes polarizaciones clásicas descritas en 

macrófagos peritoneales polarizados se han propuesto los siguientes objetivos:  

• Estudio del perfil de fosfolípidos con ácidos grasos n-6 (AA y AdA) y n-3 (EPA, 

DPA y DHA) en ambas condiciones de polarización bajo condiciones de 

activación. 
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C.1.  MATERIALES 

 

C.1.1 Cultivo celular 

 

Medio DMEM (Lonza) 

Medio RPMI 1640 (Gibco) 

Suero humano (Centro de Hemoterapia y Hemodonación de Castilla y León)  

Suero fetal bovino (FBS) (Gibco) 

Penicilina (Gibco) 

Estreptomicina (Gibco) 

Placas y frascos para cultivo celular (BD biosciences) 

Raspadores de células (BD biosciences) 

 

C.1.2 Disolventes y reactivos líquidos 

 

C.1.2.1 Extracción, separación y análisis de lípidos 

 

Agua mili-Q, ultrapura (Milipore) 

Cloroformo, calidad HPLC (Thermo Fisher) 

Metanol, calidad HPLC (Thermo Fisher) 

n-hexano, calidad HPLC (Sigma- Aldrich) 

Hexanos, mezcla de isómeros, calidad HPLC (Sigma- Aldrich) 

2-propanol o isopropanol, calidad HPLC (Thermo Fisher)  
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Dietil éter (Scharlab) 

Ácido acético glacial (Scharlab) 

Acetonitrilo calidad HPLC (Sigma- Aldrich) 

 

C.1.2.2 Otros usos 
 

Etanol, absoluto (Scharlab) 

Dimetil sulfóxido (DMSO), extrapuro (Scharlab) 

Ácido sulfúrico, extrapuro (Scharlab) 

Metanol 99,8% anhidro (Sigma- Aldrich) 

Ácido clorhídrico 35% (Scharlab) 

Reactivo Bradford (Bio-Rad Protein Assay Dye Reagent Concentrate) (Bio-Rad) 

 

C.1.3 Reactivos y productos sólidos 

 

Albumina de suero bovino (BSA) (Sigma- Aldrich) 

Acetato de amonio (CH3COONH4) (Sigma- Aldrich) 

Hidróxido de potasio (KOH) (Scharlab) 

Hidróxido de sodio (NaOH) (Scharlab) 

Yodo (Scharlab) 

Ácido bórico (Scharlab) 

Cloruro sódico (Scharlab) 

Tris-HCl (Scharlab) 

Cubetas para espectrofotómetro 

Cartuchos de silice de extracción en fase sólida (C18) (Sigma- Aldrich) 
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C.1.4 Gases 

 

Nitrógeno, extrapuro (Air líquide) 

Dióxido de carbono, extrapuro (Air líquide) 

Argón, extrapuro (Air líquide) 

Helio, extrapuro (Air líquide) 

 

C.1.5 Estímulos 

LPS de Escherichia coli (Sigma- Aldrich)  

PMA (Forbol 12-Miristato-13-Acetato) (Sigma- Aldrich)  

A23187 (Ionóforo de calcio) (Sigma- Aldrich)  

Zimosán (Sigma- Aldrich)  

Manano-Laminarina (Sigma- Aldrich) 

IFNγ (InmunoTools) 

IL13 (InmunoTools) 

IL4 (InmunoTools) 

[3H]AA (Sigma- Aldrich) 

C.1.6 inhibidores 

Inhibidor de cPLA2α (pirrofenona) (Calbiochem) 

Inhibidor de iPLA2α (FKGK18) (Sintetizado y proporcionado por el Dr. G. Kokotos; 

Departamento de Química, Universidad Nacional y Kapodistria de 

Atenas)  

Inhibidor de iPLA2α (BEL) (Cayman) 
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Inhibidor de iPLA2α (GK436) (Sintetizado y proporcionado por el Dr. G. Kokotos; 

Departamento de Química, Universidad Nacional y Kapodistria de 

Atenas) 

Inhibidor de sPLA2α (GK241) (Sintetizado y proporcionado por el Dr. G. Kokotos; 

Departamento de Química, Universidad Nacional y Kapodistria de 

Atenas) 

Inhibidor de transacilasa independiente de CoA (SKF98625) (Sintetizado y 

proporcionado por el Dr. Alfonso Pérez; Departamento de Química 

Orgánica, Universidad de Valladolid) 

 

C.1.7 lípidos 

C.1.7.1 Tratamientos celulares 

Ácido adrénico (AdA, 22:4 n-6) (Sigma- Aldrich) 

 

C.1.7.2 Estandares internos para espectrometría de 

masas 

1,2 – dipentadecanoil-sn-glicero-3-fosfocolina (PC (15:0/15:0)) (Sigma- Aldrich) 

1,2 – diheptadecanoil-sn-glicero-3-fosfocolina (PC (17:0/17:0)) (Larodan) 

1,2 – dimiristoil-sn-glicero-3-fosfoetanolamina (PE (14:0/14:0)) (Sigma- Aldrich) 

1,2 – dipalmitoil-sn-glicero-3-fosfoinositol, sal de amonio (PI (16:0/16:0)) (Cayman) 

1,2 – dimiristoil-sn-glicero-3-fosfoserina, sal de sodio (PS (14:0/14:0)) (Avanti)  

1,2 – dimiristoil-sn-glicero-3-fosfoglicerol, sal de sodio (PG (14:0/14:0)) (Cayman) 

1,2 – dimiristoil-sn-glicero-3-fosfato, sal de sodio (PA (14:0/14:0)) (Sigma- Aldrich) 

1,2 – diheptadecanoil-sn-glicerol (1,2 DAG (17:0/17:0)) (Sigma- Aldrich) 
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Ácido heptadecanoico (17:0) (Sigma- Aldrich) 

1,2,3 triheptadecanoil-sn-glicerol (TAG (17:0/17:0/17:0)) (Sigma- Aldrich) 

Coresteril erucato (CE (22:1 n-9)) (Sigma- Aldrich) 

 

C.1.7.3 Patrones para la separación por cromatografía 

en capa fina 

 

Colesteril oleato (CE (18:1n-9)) (Sigma-Aldrich)  
 
1-palmitoil-2-oleoil-sn-glicero-3-fosfoetanolamina (PE (16:0/18:1)) (Avanti)  

 
1,3-palmitoil-2-oleoilglicerol (TAG (16:0/18:1n-9/16:0)) (Sigma-Aldrich)  
 

1-palmitoil-2-oleoil-sn-glicero-3-fosfoserina (PS (16:0/18:1)) (Avanti)  
 
1-palmitoil-2-oleoil-sn-glicero-3-fosfocolina (PC (16:0/18:1)) (Avanti) 

 

Fosfatidilinositol hígado, bovino (PI) (Avanti)  

1,2-dioleil-sn-glicerol (1,2-DAG (18:1n-9/18:1n-9)) (Sigma-Aldrich) 

 

C.1.8 Microscopía de fluorescencia 

4,4-Difluoro-1,3,5,7,8-Pentametil-4-Bora-3a,4a-Diazo-s-Indaceno(BODIPY®493/503) 

(Thermo Fisher) 

4',6-diamino-2-fenilindol (DAPI) (Sigma-Aldrich)  

Paraformaldehído (EMS) 

Cubres y portas (Thermo Fisher) 
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C.1.9 Extracción de RNA, síntesis de cDNA y 

qPCR 

TRIzol® (Thermo Fisher) 

2-propanol o isopropanol calidad biología molecular (Scharlab)  

Etanol, calidad biología molecular (Scharlab) 

Cloroformo, calidad biología molecular (Scharlab) 

Agua dietilpirocarbonato (DEPC), libre de RNAsa (Thermo Fisher)  

Kit Verso CDNA (Thermo Fisher)  

Brilliant III Ultra-Fast SYBR ® Green qPCR Master Mix (Agilent) 

 

C.1.10 Tampones 

Tabla 2. Tampones 

 

C.1.11 Material biológico 

Los experimentos con macrófagos peritoneales se realizaron con la cepa Swiss 

Webster que fueron criados en el animalario de la Facultad de Medicina de la 

Universidad de Valladolid. Se emplearon Swiss machos de entre 2 y 3 meses de edad 

los cuales se mantuvieron en condiciones constantes de temperatura (21ᵒC-24ᵒC), con 

etapas de luz y de oscuridad cada 12 horas. Fueron alimentadas con ab libitum con 

dieta especial para animales de laboratorio y agua. 

NOMBRE COMPOSICIÓN USO 
Tampón fosfato salino 

(PBS) 

NaCl   136 mM 

KCl   2.7 mM 
Na2HPO4    8mM 
KH2PO4      1.5 mM 

Lavado de células 



 

 
 63 

63 Materiales y métodos 

Los protocolos del estudio fueron aprobados por el comité de ética de investigación 

animal de la Facultad de Medicina de la Universidad de Valladolid, y todos los 

experimentos se llevaron a cabo siguiendo la normativa 86/609/ECC de la Comunidad 

Europea y la legislación española que regula la investigación animal (RD 1201/2005, 

BOE 252/34667-91, 2005), vigente para el uso y cuidado de animales de 

experimentación. 
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C.2.  EQUIPAMIENTO 

 

C.2.1 Cromatografía de líquidos de alta 

resolución acoplada a espectrometría de 

masas de triple cuadrupolo 

 

C.2.1.1 Equipos 

Ultimate HPG-3400SD standard (bomba binaria) (Thermo Scientific) 

Ultimate ACC-3000 (inyector automático) (Thermo Scientific) 

QTRAP 4500 (espectrómetro de masas de triple cuadrupolo) (AB sciex)  

Turbo V (fuente de ionización) (AB sciex) 

 TurbolonSpray probe (ionización por electrospray)  (AB sciex) 

 

C.2.1.2 Columnas 

FORTIS HILIC (150 x 3mm, 3 µM tamaño de partícula) (Fortis) 

SUPELCOSIL LC-Si (Sigma-Aldrich) 

 

C.2.1.3 Precolumnas 

Supelguard LC-Si guard cartridge (Sigma-Aldrich) 

 

C.2.1.4 Software de control y análisis de datos 

Analyst v.1.5.2 (AB Sciex)  
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C.2.2 Cromatografía de gases acoplada a 

espectrometría de masas (GC-MS) 

 

C.2.2.1 Equipos 

Agilent 7890A (cromatógrafo de gases) (Agilent)  

Agilent 5975C (espectrómetro de masas de cuadrupolo) (Agilent)  

 

C.2.2.2 Columnas 

Columna Agilent DB23 (60 m longitud x 250 mm diámetro interno, 0.15 mm de espesor 

de película) (Agilent) 

 

C.2.2.3 Software de control y análisis de datos 

Software del análisis y control: Agilent G1701EA MSD Productivity Chemstation 

 

C.2.3 PCR cuantitativa (qPCR) 
 

 ABI7500 (Applied Biosystems; Carlsbad, CA, USA)  

 Analysis software: 7500 Software v.2.3 

 

C.2.4 Microscopía confocal de fluorescencia 

 

Microscopio confocal Leica TCS SP5X  

Software Image J (NIH) 

Software análisis de translocación Cell profiler (Broad Institute of Harvard y MIT)  



 

 
 66 

66 Materiales y métodos 

C.2.5 Otros equipos 

 

C.2.5.1 Sonicador de punta 

Vibracell 75115 (Bioblock Scientific) 

 

C.2.5.2 Reacciones a temperatura controlada 

Termobloque (Grant) 

Baño con agitación (Julabo) 

 

C.2.5.3 Evaporación de disolventes 

Concentrator 5301(Eppendorf) 

 

C.2.5.4 Cuantificación de RNA 

Nanodrop ND-1000 (Thermo Fisher) 

 

C.2.5.5 Espectrofotómetro 

BioPhotometer Plus (Eppendorf) 

 

C.2.5.6 Balanza de precisión 

Explorer Pro (Ohaus) 
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C.2.6 Base de datos 

 

C.2.6.1 Espectrometría de masas 

-Biblioteca del Instituto Nacional de Estándares y Tecnología (NIST 98 Mass Spectral 

Library)  

-Base de datos de LIPID MAPS (http://www.lipidmaps.org)  

-Calculador de masas y estructuras de lípidos del Dr. Robert C. Murphy, de la 

Universidad de Colorado (http://pharmacology.ucdenver.edu/lipidcalc)  

-The Lipid Library, proporcionada por la American Oil Chemists' Society (AOCS) 

(http://lipidlibrary.aocs.org)  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

http://www.lipidmaps.org/
http://pharmacology.ucdenver.edu/lipidcalc
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C.3.  MÉTODOS 

 

C.3.1 Aislamiento celular 

 

C.3.1.1 Extracción de macrófagos peritoneales 

murinos 

Los ratones se sacrificaron por inhalación de CO2. Se retiró la piel del abdomen y se 

inyectan 5 ml de PBS frío (por ratón) en la cavidad peritoneal. Se masajeó el abdomen, 

y se extrajo de nuevo el PBS. Posteriormente se centrifugan a 300 xg durante 10 

minutos. Los macrófagos peritoneales se resuspendieron en medio RPMI 1640 

suplementado con 10% de FBS, 100 U/ml de penicilina y 100 µg/mL de estreptomicina 

y se dejaron adherir a 37ᵒC en una atmósfera con un 5% de CO2. Pasadas 3 horas de su 

extracción, las células no adherentes se eliminaron realizando un lavado con PBS (1X) y 

se añadió medio nuevo con el fin de eliminar células muertas e impurezas. Los 

macrófagos adheridos se utilizaron para realizar la parte experimental [189]. Este 

protocolo se realizó bajo condiciones de esterilidad. 

 

C.3.2 Otras metodologías 

 

C.3.2.1 Estímulos e inhibidores 

Se cultivaron los macrófagos peritoneales de ratón con medio con suero previo contaje 

de estas empleando la cámara de Neubauer. La densidad celular empleada fue de 1 

millón de células por ml de medio. 

 Una hora antes de realizar la estimulación, el medio con suero se sustituyó a medio sin 

suero. 
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 En el caso de añadir inhibidores, estos se añaden media hora antes del estímulo 

correspondiente. 

Cuando se tratan las células con ácidos grasos disueltos en etanol o DMSO nunca se 

supera la proporción 1:1000 respecto al volumen en el cual están las células en cultivo, 

añadiendo el mismo volumen a las células control sin estos estímulos o inhibidores.  

 

C.3.2.2 Tratamiento AdA 

Cuando el enriquecimiento de AdA fue necesario, las células fueron preincubadas 

durante 30 minutos con 1 μM de este ácido graso, con anterioridad al estímulo. 

 

C.3.2.3 Medida de proteína 

Las células fueron recogidas y sonicadas en MeOH/H2O de 400 µL con una amplitud de 

23% en 3 periodos de 15 segundos cada uno. Este proceso fue llevado a cabo para 

obtener una muestra más homogénea posible. 

Posteriormente, se procedió a medir la proteína por el método Bradford[190] 

utilizando un kit comercial (BioRad Protein Assay). Este es un método colorimétrico 

que permite medir por absorbancia (a 590 nm) la cantidad de proteína presente en 

una muestra con elevada sensibilidad. 

Para su posterior cuantificación se realizó con anterioridad a la medida de las muestras 

una línea de calibrado en presencia de BSA (albumina de suero bovina) con el fin de 

extrapolar las absorbancias obtenidas en las diferentes muestras y calcular la proteína 

total. 
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C.3.2.4 Preparación de zimosán y zimosán opsonizado 

Las partículas de zimosán se resuspendieron en PBS y se hirvieron a 100ᵒC durante una 

hora y posteriormente se centrifugaron durante 30 minutos a 3220 x g y se lavaron tres 

veces. El pellet se resuspendió en PBS para alcanzar una concentración de 20 mg/ml y se 

congelo. Para su posterior uso, este zimosán se lavó con PBS 3 veces, se sónicó tres veces 

durante 15 segundos y se resuspendió en medio libre de suero para finalmente añadirlo a 

las células [191]. 

Para la preparación de zimosán opsonizado, el zimosán congelado se lavó con PBS 2 veces 

y se resuspendió en suero humano sin inactivar en una relación 10 mg de zimosán por 

cada ml de suero. Se calentó a 37ᵒC durante 20 minutos agitando cada 5 minutos y 

finalmente se lavó con PBS sonicandose 3 veces durante 15 segundos para ser adicionado 

a las células en última instancia [112]. 

 

C.3.3 Análisis de lípidos 

 

C.3.3.1 Extracción de lípidos de células 

Para la extracción de lípidos de células se empleó un protocolo establecido por Bligh & 

Dyer [192]. Las células se resuspendieron en 400 µl de MeOH/H2O y se añadieron los 

patrones correspondientes para ser medidos posteriormente. 

Primeramente, se añadieron 3,75 volumenes de cloroformo/metanol 1:2 (v/v), se agitó 

la mezcla y se añadieron 1,25 volumenes de cloroformo y 1,25 volumenes de agua mili-

Q. Las muestras se agitaron durante 1 minuto aproximadamente y se centrifugaron a 

9300 xg 15ᵒC y 5 minutos. Finalmente, los lípidos se extrajeron de la fase orgánica. 

Posteriormente se realizó una segunda extracción añadiendo 2 volumenes de 

cloroformo, se agitó durante 1 minuto y se volvió a centrifugar en las condiciones 

anteriormente expuestas. Se recogió de nuevo la fase orgánica (juntándola con la fase 

anterior) y se evaporó toda la fase orgánica obtenida por centrifugación a vacio para su 

posterior medida por el protocolo deseado. 
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C.3.3.2 Análisis de fosfolípidos por cromatografía de 

líquidos de alta resolución acoplada a espectrometría 

de masas de triple cuadrupolo 

Se empleó esta técnica para identificar especies de fosfolípidos de PC, PE, PI, PS, PA y 

PG. Para ello, se tomó una muestra correspondiente a 50 µg/100µl, obtenida 

anteriormente por el método de Bligh & Dyer recientemente explicado. Esta muestra 

debía contener 20 pmol de cada patrón correspondiente. Las muestras se redisolvieron 

en 100 μl de isómeros de hexano/isopropanol/  + 20 mM AcONH4 en H2O (30:40:7, 

v/v/v), y se inyectaron 10 μl en un cromatógrafo líquido de alto rendimiento de con un 

inyector automático Ultimate ACC-3000 (Thermo Fisher) equipado con una bomba 

binaria Ultimate HPG-3400SD (Thermo Fisher). 

El protocolo empleado para la medida de fosfolípidos fue obtenido de Axelsen & 

Murphy [193] en el cual empleaban fase normal para el análisis de estas especies. La 

columna empleada fue FORTIS HILIC (150 mm x 3 mm, 3 mm tamaño de partícula) y la 

fase móvil empleada fue un gradiente de fase móvil A (Hexanos/ Isopropanol 30:40 

v/v) y como fase móvil B (Hexanos/isopropanol/ 20mM de acetato amónico en agua 

30:40:7 v/v). 

El flujo empleado en la carrera cromatográfica fue de 400 µl/min. Los parámetros 

propios del espectrómetro de masas para este protocolo fueron: CUR (gas cortina) = 

20 psi, GS1 (Gas de nebulización) =35 psi, GS2 (Gas de desolvatación) =65 psi, IS 

(Voltaje de spray) = -4500V/+5500V, TEM (temperatura de desolvatación) = 400ºC 

La adquisición de las diferentes especies de fosfolípidos fue realizada en modo 

ionización negativa [M-H]- mientras que la especie de PC se registró como un aducto 

de acetato [M+CH3COO-]-, empleando el método MRM (Multiple Reaction Monitoring) 

en el cual se asigna la masa ionizada inicial (ion padre) en Q1 y la masa del ion hijo en 

Q3. 
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El gradiente de disolventes empleados en la carrera cromatográfica se muestras en la 

siguiente tabla: 

 

Tiempo de carrera Eluyente A(%) Eluyente B(%) 

0 75 25 
5 75 25 
15 40 60 

20 5 95 
40 5 95 
41 75 25 
50 75 25 

Tabla 3. Gradiente de disolventes para el análisis de fosfolípidos por HPLC-MS 

 

Además, cada clase de fosfolípido tiene diferente PD (potencial de desagrupación) y EC 

(Energía de colisión) dependiendo de su cabeza polar.  

 

 PD(V) CE (V) 

PC -100 -75 
PE -60 -60 
PI -100 -90 
PS -60 -90 

PA -60 -90 
PG -75 -70 

Tabla 4. Parámetros de DP y CE para el análisis de fosfolípidos en fase normal por 

HPLC-MS 

 

La caracterización de las diferentes especies de fosfolípidos se llevó a cabo 

comparando los tiempos de retención de los patrones con las diferentes especies a 

analizar, además de estudiando el espectro de fragmentación de cada especie a 

analizar. La cuantificación posterior se llevó a cabo integrando el área bajo la curva y 

comparándolo con el área del patrón interno añadido que corresponde  a cada clase de 

fosfolípido [112,194]. 
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C.3.3.3 Extracción en fase sólida de eicosanoides en 

sobrenadantes 

Para la extracción de eicosanoides de sobrenadantes de macrófagos peritoneales de 

ratón, se empleó el protocolo del fabricante de Agilent.  

A los sobrenadantes recogidos (4 ml) se les añadió los patrones correspondientes para 

su posterior medida por cromatografía de líquidos masas (200 pmol de d4-PGE2 y d4-

LTB4). Posteriormente, se añadió a cada muestra 10% (v/v) de MeOH sobre el volumen 

final total y 50 µl de Ác. Acético al 10% en H2O por ml de fase acuosa inicial. 

Para comenzar, los cartuchos de silica con los cuales se va a purificar la muestra deben 

de acondicionarse, empleando 3 ml de MeOH y 3 ml de H2O. Una vez homogeneizados, 

se cargó la muestra y se lavó la columna con 3 ml de 10% MeOH en H2O para, de esta 

manera, eliminar posibles impurezas presentes en la misma. Finalmente, se eluye ron 

los eicosanoides con 1,5 ml de MeOH y se evaporaron hasta sequedad, eliminando las 

ultimas trazas de disolvente con N2. 

 

C.3.3.4 Análisis de eicosanoides por cromatografía de 

líquidos de alta resolución acoplada a espectrometría 

de masas de triple cuadrupolo 

Se empleó esta técnica para identificar cualquier tipo de eicosanoide generado por la 

célula y liberado al medio extracelular. Para ello, se tomó una muestra obtenida 

anteriormente por el método de extracción en fase sólida recientemente explicado. 

Esta muestra debía contener 20 pmol de cada patrón correspondiente.  

El protocolo empleado para la medida de eicosanoides empleó fase reversa para el 

análisis de estas especies. La columna empleada fue SUPELCOSIL LC-18 (250 x 2.1 mm, 

5 m tamaño de partícula) y la fase móvil empleada fue un gradiente de fase móvil A 

(agua/ acetonitrilo/ácido acético 70:30:0.02 v/v) y como fase móvil B 

(acetonitrilo/isopropanol 50:50 v/v). 
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El flujo empleado en la carrera cromatográfica fue de 600 µl/min. Los parámetros 

propios del espectrómetro de masas para este protocolo fueron: CUR (gas cortina) = 

20 psi, GS1 (Gas de nebulización) =45 psi, GS2 (Gas de desolvatación) =70 psi, IS 

(Voltaje de spray) = -4500V, TEM (temperatura de desolvatación) = 525ᵒC 

La adquisición de las diferentes especies de eicosanoides fue realizada en modo 

ionización negativa [M-H]-, empleando el método MRM (Multiple Reaction Monitoring) 

en el cual se asigna la masa ionizada inicial (ion padre) en Q1 y la masa del ion hijo en 

Q3. 

El gradiente de disolventes empleados en la carrera cromatográfica se muestras en la 

siguiente tabla: 

Tiempo de carrera Eluyente A(%) Eluyente B(%) 

0 100 0 

3 75 25 

11 55 45 

13 40 60 

18 25 75 

18.5 10 90 

20 10 90 

21 100 0 

30 100 0 

Tabla 5. Gradiente de disolventes para el análisis de eicosanoides en fase reversa por 

HPLC-MS 

La caracterización de los distintos eicosanoides se llevó a cabo comparando los 

tiempos de retención de los patrones con las diferentes especies a analizar, además de 

estudiando el espectro de fragmentación de cada especie a analizar. La cuantificación 

posterior se llevó a cabo integrando el área bajo la curva y comparándolo con el área 

del patrón interno añadido,[104,113]. 
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C.3.3.5 Separación lipídica por cromatografía en 

capa fina 

La separación de las diferentes clases de lípidos a partir de un extracto lipídico global 

se llevó a cabo por cromatografía en capa fina usando placas con silice como fase 

estacionaria. Las placas se activan primeramente secándolas a 70ᵒC durante 

aproximadamente 1 hora. Las muestras fueron resuspendidas en un volumen pequeño 

de unos 20 μl de cloroformo/metanol (1:1) y posteriormente  inyectadas en la placa, al 

mismo tiempo que los patrones, los cuales se cargaron a ambos lados de la placa con 

el fin de poder seguir la trayectoria de cada especie lipídica en la fase estacionaria.  

Esta metodología ofrece muchas posibilidades dependiendo de las clases lipídicas que  

se quieran separar. 

 Fase 

estacionaria 

Fase móvil Eluciones Pretratado 

 

Lípidos 
neutros 

[194] 

 

Silice 

 

n-hexano/dietil éter/ácido 
acético 70:30:1 (v/v) 

 

 

1 

 

----- 

 

Fosfolípidos 
[195] 

 

Silice 

 
cloroformo/metanol/28% 

hidróxido de amonio 
60:37.5:4 (v/v) 

 
2 

 
Ácido bórico 

Tabla 6. Condiciones para la separación lipídica por cromatografía en capa fina 

 

Una vez que la fase estacionaria de la placa se eluyó con la fase móvil correspondiente, 

se raspó cada parte de la placa que contiene las diferentes clases de lípidos 

(Observando el Rf del patrón). Finalmente, los lípidos de cada una de estas zonas se 

extrayeron con 1 ml de cloroformo/metanol 1:1 (v/v) y 1 ml de cloroformo/metanol 

2:1 (v/v). 
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C.3.3.6. Formación de ésteres metílicos a partir de la 

derivatización de los correspondientes ácidos grasos 

Inicialmente la muestra se resuspendió en 100 μl de cloroformo/metanol (2:1) 

traspasándose a tubos de vidrio de tapón roscado. Posteriormente se añadió 0,5 ml de 

KOH en MeOH anhidro con el fin de generar la reacción de esterificación, para la cual 

se necesita simultáneamente a la agitación, un calentamiento de la reacción a 37ºC. 

Transcurrido 1 hora se neutralizó la reacción con 1 ml de HCl 0,5 M, extrayendo los 

productos de la reacción, en este caso los esteres metílicos con 2 ml de n-hexano. 

Finalmente se centrifugó a 800 g durante 5 minutos a 16ᵒC y se extrajo la fase orgánica 

[125,194].  

La reacción de derivatización es imprescindible para la medida de ácidos grasos no 

volátiles por CG-MS. De esta forma, los ácidos grasos se desprenden del esqueleto del 

glicerol esterificándose a los correspondientes ésteres metílicos, los cuales son 

compuestos mucho más volátiles aptos para poder ser analizados por esta técnica 

cromatográfica. 

 

C.3.3.7. Análisis de ésteres metílicos por cromatografía 

de gases acoplada a espectrometría de masas 

El análisis de esteres metílicos se llevó a cabo por CG-MS usando un equipo Agilent 

7890 que tiene acoplado un detector de masas Agilent 5975C que trabaja en modo 

impacto electrónico (EI, 70 eV). Este equipo consta de un inyector automático 7693.  

La columna empleada para la separación de esteres metílicos fue una Agilent DB23 

(60m longitud x 0,250 mm diámetro interno y 0,15 mm de espesor) cuya fase 

estacionaria es 50%-cianopropil-metilpolisiloxano. La temperatura de entrada es de 

250ᵒC y la del horno es de 50ºC durante 1 minuto, y después se aumentó a 175ºC en 

intervalos de 25ᵒC por minuto, y a 230ᵒC a intervalos de 2,75ᵒC por minuto. La 

temperatura final se mantuvo durante 5 minutos y el tiempo de ejecución es de 33 
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minutos. El cuadrupolo por su parte se mantuvo a 150ᵒC y la fuente del espectrómetro 

de masas a 230ᵒC. 

El gas portador empleado para esta técnica fue He a una presión constante de 180 kPa. 

La toma de datos se llevó a cabo en modo barrido como monitorización de iones 

seleccionados (SIM). El modo de barrido permitió identificar los compuestos, 

compararlos con los estándares de ésteres metílicos y con los espectros de la 

biblioteca de NIST (Instituto nacional de Estándares y Tecnología). Para la 

cuantificación se emplearon los siguientes fragmentos: 

 

N.º de insaturaciones Fragmentos característicos 

0 74, 87 

1 83 

2 67, 81 

≥3 79, 91 

Tabla 7. Fragmentos característicos de los ésteres metílicos 

 

Para las curvas de calibración se empleó una mezcla de 37 componentes. El análisis de 

datos se llevó a cabo con el software Agilent G1701EA MSD productivity Chemstation 

[125,194]. 
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C.3.4 Espectrometría de masas para la medida 

de fosfolípidos: 

 

Él método de análisis de triple cuadrupolo que se ha empleado en esta tesis es MRM 

(Multiple Reaction Monitoring), donde se filtran tanto en el primer como en el último 

cuadrupolo los iones que cumplan una determinada m/z [41]. La relación m/z 

corresponde a la masa del ion entre la carga de este. Este método permite saber si una 

especie en concreto se encuentra en la muestra, por ejemplo, PE (16:0/20:4) cuya 

relación m/z es 738,500 puede ser filtrado en el primer cuadrupolo, mientras que en e l 

último se puede filtrar la m/z resultante de la fragmentación por ejemplo del ácido 

araquidónico, cuya m/z es de 303,200.  

 

 

Figura 15. Multiple Reaction Monitoring (MRM). Primer cuadrupolo (MS1), celda de colisión 

(CID) y segundo cuadrupolo (MS2) 

 

C.3.5 Medida de fagocitosis por microscopía 

confocal 

 

Las células se cultivaron en placas de 6 pocillos, las cuales contenían los cristales de 

microscopía, y tratadas con los correspondientes estímulos e inhibidores. 

Posteriormente se retiró el medio de cultivo, se lavó con PBS y se fijaron las células con 

paraformaldehido al 4% (v/v) durante 15 minutos a temperatura ambiente. Tras ese 

tiempo se eliminó el paraformaldehido y se lavó con PBS hasta eliminar todos los 

restos. Los núcleos de las células se tiñeron con DAPI durante 10 minutos a 



 

 
 79 

79 Materiales y métodos 

temperatura ambiente y se lavó varias veces con PBS. Finalmente se montaron los 

cristales en los portas de microscopía empleando Gelvatol.  

El índice fagocítico se examinó con un microscopio confocal Leica TCS SP5X (Wetzlar, 

Alemania) y se describe como: 

Índice fagocítico= 
𝐹𝑎𝑔𝑜𝑠𝑜𝑚𝑎 𝑥 𝐶é𝑙𝑢𝑙𝑎𝑠 𝑓𝑎𝑔𝑜𝑠ó𝑚𝑖𝑐𝑎𝑠

𝐶é𝑙𝑢𝑙𝑎𝑠2
 

 

C.3.6 Análisis de la expresión de genes por RT-

qPCR 

 

C.3.6.1 Extracción de RNA 

La extracción del RNA de la célula se llevó a cabo empleando el reactivo TRIzolTM 

(Ambion, Thermo Fischer Scientific) según muestra el fabricante. 

Para comenzar, se añadió cloroformo y se mezcla, incubando a temperatura ambiente 

durante 5 minutos. Posteriormente se realizó una centrifugación de 12000 g a 4ᵒC y 

durante 15 minutos, observándose de esta manera una separación de la fase orgánica 

en la parte inferior y de la fase acuosa en la parte superior. A continuación, se añadió a 

la fase acuosa isopropanol durante 10 minutos a temperatura ambiente con el fin de 

precipitar el RNA de la muestra, centrifugándose a 12000 g a 4ᵒC durante 10 minutos. 

Se eliminó el sobrenadante acuoso y el RNA se lavó con etanol al 70% (v/v) en agua 

libre de nucleasas. Se dejó secar el pellet de RNA al aire y se resuspendió en agua libre 

de nucleasas. Finalmente se midió la concentración de RNA empleando el Nanodrop 

ND-1000 (Thermo Fischer Scientific) a 260 nm con una máquina espectrofotométrica. 

La pureza del pellet de RNA se pudo determinar teniendo en cuenta los valores de 

absorbancias de 260/280 y 260/230. 
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C.3.6.2 Síntesis de DNAc 

Para este paso se empleó un kit de síntesis verso DNAc (Thermo Fischer Scientific) tal y 

como indica el fabricante. Se prepara una mezcla de los siguientes componentes: 

1) Mezcla de dNTP 

2) Cebadores oligo dT anclados 

3) Mecla de enzimas Verso 

- Transcriptasa inversa Verso 

- Inhibidor RNAasa 

4) Agua libre de nucleasas 

5) Potenciador 

6) Tampón de síntesis 

7) RNA (1 μg) 

Los cebadores oligo dT anclados son necesarios para transcribir con especificidad las 

cadenas de RNA mensajero mientras que el potenciador elimina el DNAc contaminante 

de la muestra. Esta mezcla se incubó a 42ᵒC durante 1 hora deteniendo la reacción con 

un aumento de temperatura a 95ᵒC durante 2 minutos. Este DNAc sintetizado se 

mantiene a -20ᵒC. 

 

C.3.6.3 Reacción en cadena de la polimerasa 

cuantitativa a tiempo real (qPCR) 

Se procedió a amplificar el RNA mensajero utilizando cebadores específicos con las 

secuencias de interés. 

Con el fin de cuantificar el DNAc, se midió el número de ciclos en los cuales la 

fluorescencia llega a un valor determinado. Este valor es aquel en el cual la se ñal se 

distingue de manera significativa del valor de referencia para que el valor de la señal se 

pueda distinguir del fondo en sí. 
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Para medir la expresión génica se empleó el método 2-ΔΔCt [197]. Dicho método 

consiste en restar al gen de interés los ciclos del gen de referencia (housekeeping), 

obteniendo el valor de ΔCt. El gen de referencia utilizado fue Cyclo B de ratón. Finalmente, 

los valores de los ciclos normalizados al gen de referencia, ΔCt se normalizaron de acuerdo 

con las células no tratadas, células control. Los datos se muestran como expresión relativa 

de RNA mensajero. 

La qPCR se realizó a partir de 20 ng de DNAc utilizando el Brilliant III Ultra-Fast SYBR® 

Green QPCR Máster Mix (Agilent Technologies), siguiendo las instrucciones del fabricante. 

La PCR se realizó en un sistema de PCR en tiempo real 7500 (Applied Biosystems) 

siguiendo la siguiente metodología [198]: 

1) Desnaturalizar a 95ᵒC durante 3 minutos 

2) Amplificación: 

- 12s a 95ᵒC para la desnaturalización 

- 16s a 60ᵒC 

- 28s a 72ᵒC para la recogida de datos 

3) Extensión final a 72ᵒC durante 1 minuto 

4) Curva de disociación 

- 15s a 95ᵒC 

- 60s a 60ᵒC 

- 30s a 95ᵒC 

- 15s a 60ᵒC 

 Cebador directo (5`-3`) Cebador reverso (3`-5`) 

IL12p40 TGGTTTGCCATCGTTTTGCTG ACAGGTGAGGTTCACTGTTTCT 

IL6 TAGTCCTTCCTACCCCAATTTCC TTGGTCCTTAGCCACTCCTTC 

Tnfα ACGGCATGGATCTCAAAGAC AGATAGCAAATCGGCTGACG 

Arg-1 TGGCTTGCGAGACGTAGAC GCTCAGGTGAATCGGCCTTTT 

Mrc2 ATCCAGGGAAACTCACACGGA GCGCTCATCTTTGCCGTAGT 

Cyclo B TGGAAGAGCCAAGACAGACA TGCCGGAGTCGACAATGAT 

Tabla 8. Cebadores de genes para qPCR 
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C.3.7 Medida de la remodelación de AA en 

fosfolípidos por radiactividad. 

 

La medida de la remodelación de AA entre fosfolípidos en macrófagos peritoneales de 

ratón se llevó a cabo marcando las células con pulsos de [3H]AA 1 nM (0,25 µCi/mL) 

durante 15 min a 37ᵒC [67]. A continuación, las células se lavaron cuatro veces con 

medio que contiene 0,5 mg/mL de albúmina de suero bovino para eliminar el exceso 

de AA marcado. Posteriormente se cambió el medio de las células a medio sin suero y 

se incubaron a 37ᵒC en ausencia o presencia de estímulos. Una vez finalizado el tiempo 

de estimulación, se retiraron los sobrenadantes y se realizó una extracción lipídica 

según el método Bligh y Dyer [192]. Posteriormente, los lípidos totales se separaron 

por cromatografía en capa fina con n-hexano/éter dietílico/ácido acético (70:30:1, 

v/v/v) [195]. Para las clases de fosfolípidos, los extractos lipídicos se separaron dos 

veces con cloroformo/metanol/28 % (p/p) de hidróxido de amonio (60:37,5:4, v/v/v) 

como fase móvil, utilizando placas impregnadas con ácido bórico [67]. Los puntos 

correspondientes a cada clase de fosfolípidos se cortaron y se ensayó la radiactividad 

mediante recuento de centelleo líquido. 

 

C.3.8 Análisis estadístico 

 

Todos los experimentos se realizaron al menos 3 veces con los diferentes tratamientos 

por triplicado. Los valores mostrados se presentan como la media ± error estándar de 

la media (SEM). Cuando se realizó comparación estadística de datos, se usó el test t de 

Student para muestras desapareadas, considerando estadísticamente significativas las 

diferencias entre grupos de datos que presentan una confianza estadística mayor del 

95 % (* p<0.005). 
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D.1 Liberación de AA en células activadas.  

 

D.1.1 Diferencias en la movilización de AA y síntesis de 

eicosanoides en presencia de zimosán opsonizado y 

sin opsonizar 

 

El zimosán es un estímulo derivado de la pared de la levadura Saccharomices cerevisiae 

y es uno de los más empleados para el estudio de infecciones fúngicas y la respuesta 

inmune provocada en el huésped. El zimosán sin opsonizar interacciona con múltiples 

receptores, entre los cuales destaca el receptor denominado dectina-1 por su papel 

central en la activación de rutas de señalización mediadas por lípidos [199]. Cuando es 

opsonizado, el zimosán (ZOp) pasa a ser reconocido por los receptores de opsoninas 

sobre la superficie del macrófago, que reconocen factores del complemento (CR) y el 

fragmento Fc de las inmunoglobulinas (FcR), facilitando de esta manera la fagocitosis 

del estímulo.   

Para los primeros estudios se utilizaron células marcadas con [ 3H]AA. Inicialmente, se 

observó que la liberación de [3H]AA es mayor en ZOp que en zimosán sin opsonizar, 

pudiéndose observar un máximo de movilización a la concentración de 1 mg/mL para 

ambos (figura 16). 
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Figura 16. Análisis comparativo de la liberación de ácido [3H]araquidónico ([3H]AA) en macrófagos 

peritoneales de ratón en respuesta a zimosán o zimosán opsonizado. Las células, marcadas con [3H]AA, 

se dejaron sin tratar (símbolos blancos) o se trataron con zimosán (azul oscuro) o zimosán opsonizado 

(azul claro). (A) Efecto del tiempo sobre la liberación de [3H]AA. Ambos estímulos se  añadieron a a 1  

mg/mL). (B) Efecto de la concentración de estímulo (1h de incubación). Después de las estimulaciones, 

la cantidad de radiactividad en los sobrenadantes se cuantificó mediante contaje de centelleo líquido. 

Los datos están expresados como la media ± S.E.M (n=6). *p<0.05 estadísticamente significativo para las 

células estimuladas con zimosán y zimosán opsonizado frente a las células control. 

 

Con el fin de identificar la fosfolipasa A2 implicada en la liberación del AA en los 

macrófagos peritoneales de ratón activados, se emplearon inhibidores selectivos tanto 

de la cPLA2α (fosfolipasa A2 citosólica dependiente de Ca2+ de grupo IVA), la iPLA2β 

(fosfolipasa A2 citosólica independiente de Ca2+ de grupo IVA) y la sPLA2 (fosfolipasa A2 

secretada). Estos fueron pirrofenona, FKGK18 y LY311727 respectivamente.  

En presencia de pirrofenona, la liberación de AA fue completamente inhibida cuando 

los macrófagos se estimularon con zimosán y ZOp. Por otra parte, FKGK18 y LY311727 

no tuvieron efecto, tal y como muestra la figura 17. Estos resultados indican que 

cPLA2α es la enzima responsable de la movilización de AA en macrófagos expuestos a 

estos estímulos fagocíticos. 
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Figura 17. Efecto de los inhibidores de PLA2. Las células marcadas con [3H]AA fueron tratadas con 1 μM 

de pirrofenona (Pirr), 10 µM FKGK18, and 25 µM LY311727 durante 30 min. Las células se dejaron sin 

tratar (Control; barras blancas) o se trataron con 1 mg/mL de zimosán (barras azul oscuro) o 1 mg/mL de 

zimosán opsonizado (barras azul claro) durante 1h. Con posterioridad, el medio extracelular se retiró y 

se analizó su contenido en radioactividad. Los datos se expresan como la media ± S.E.M (n=6). ***p < 

0,001, **p < 0,01 estadísticamente significativo para las células estimuladas con zimosán y zimosán 

opsonizado frente a las células control. Entre las diferentes condiciones basales no hay diferencias 

significativas. 

Para comprobar si el zimosán y ZOp activan cPLA2α por la misma ruta, los dos 

agonistas se añadieron simultáneamente a los macrófagos peritoneales de ratón. Se 

comparó la respuesta cuando se añaden los dos estímulos juntos [Z+ ZOp], o cuando se 

añaden de forma separada [Z]+[ZOp], y se midió el cociente [Z+ ZOp]/[Z]+[ZOp]. Si el 

cociente da un valor cercano a 1, ello querría decir que los agonistas actúan por vías 

independientes. Si los dos agonistas utilizan la misma vía, el cociente sería inferior a 1. 

Finalmente, si ambos estímulos combinados generan más liberación de AA que la suma 

de las respuestas individuales, el cociente sería>1, indicando una activación sinérgica.  

[200] 

Los resultados muestran que el cociente es cercano a 1 (figura 18), lo cual indica 

efectos aditivos de los dos agonistas. Tomando como control positivo células 

pretratadas con LPS y posteriormente estimuladas con ambos estímulos, se observó un 

ratio de activación >1, lo que es consistente con estudios previos que mostraron que el 

pretratamiento celular con lipopolisacárido aumenta 1,5 veces la movilización del AA 

producida en respuesta a zimosán (LPS priming) [118]. 
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Figura 18. Comparación de la liberación de AA entre zimosán y zimosán opsonizado. (A) Los 

macrófagos peritoneales de ratón fueron estimulados con zimosán (0,5 mg/mL), OpZ (0 ,5 mg/mL ) o 

ambos durante 1h, o con 100 ng/mL de lipopolisacárido (LPS) durante 1h seguido de  zimosán, ZOp, o 

ninguno de ellos durante 1h. Después el medio extracelular fue extraído y se analizó el contenido de  3H 

por radioactividad. Los datos son expresados como la media ± error estándar de la media de tres 

medidas individuales. (B) Ratio de activación de cada estímulo, calculado según lo descrito en el texto. 

 

A pesar de la gran sensibilidad que muestra la radioactividad, esta técnica no permite 

discernir entre las diferentes especies individuales de fosfolípidos. Por ello, a 

continuación, se utilizó cromatografía de líquidos acoplada a espectrometría de masas 

(LC-MS), la cual permite realizar un estudio lipidómico más preciso. 

En primer lugar, se estudió la distribución del AA en los diferentes fosfolípidos y los 

efectos que el zimosán y ZOp tienen sobre la liberación de dicho ácido graso. Como se 

puede observar en la figura 19, las especies mayoritarias encontradas son los 

plasmalógenos de etanolamina, seguidos de ciertas especies de glicerofosfocolina y 

una única especie de fosfatidilinositol, PI(18:0/20:4). Además, el tratamiento con 

ambos estímulos disminuyó los niveles de las especies de PC y de PI mientras que no se 

observan cambios aparentes en los niveles de especies de PE. Sin embargo, se 

observaron bajadas en los niveles de plasmalógenos de PE cuando las células son 

activadas con ZOp.  

 

** 

*** 
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Figura 19. Especies de fosfolípidos que contienen AA en macrófagos peritoneales de ratón y efecto de 

la estimulación celular. Células control (barras blancas) o estimuladas con 1 mg/mL de zimosán (barras 

coloreadas) o 1 mg/mL de zimosán opsonizado (barras rayadas). Después de 1 h, el contenido celular de 

los glicerofosfolípidos de colina (PC) que contienen AA (A) fosfatidilinositol (PI) (B) y glicerofosfolípidos 

de etanolamina (PE) (C) fue determinado por LC-MS. Los datos son expresados c omo la me dia de los 

valores ± S.E.M. (n=6). *p<0.05, estadísticamente significativo de las correspondientes especies c on las 

células no estimuladas. 

Con el fin de estudiar qué papel desempeñan tanto cPLA2 como iPLA2 en la liberación 

de AA de las diferentes especies de fosfolípidos, se realizó un análisis de especies  

mayoritarias de PC, PE y PI que contienen AA en macrófagos peritoneales de ratón en 

presencia de pirrofenona y de FKGK18 en condiciones de estimulación en presencia de 

zimosán.  
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En la figura 20 se observa que, en presencia de zimosán, únicamente se produce 

liberación de AA y la consiguiente bajada en los niveles de fosfolípidos de PC y PI, no 

observándose variaciones en las especies de PE. Además, en presencia tanto de 

zimosán como de pirrofenona, se observó una inhibición de la pérdida de los niveles 

de PC y PI, lo que es consistente con los datos mostrados en la figura 17.  
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Figura 20. Efecto de la estímulación e inhibición de cPLA2α sobre los niveles de las especies 

mayoritarias de PC, PI y PE que contienen AA en macrófagos peritoneales de ratón.  Las células se 

mantuvieron 1 hora en medio sin suero, se añadió pirrofenona (inhibidor de cPLA2α) durante 30  min y 

finalmente se añadió zimosán 1h. Los niveles de las diversas especies fueron medidos por LC-MS. 

Representación en u.a (unidades arbitrarias). Zimosán (500 µg/ml), Pirrofenona (2 µM). * * *p <  0 ,001  

estadísticamente significativo para las células estimuladas con zimosán frente a las células control. 
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Sin embargo, mientras que en presencia de pirrofenona se ve una inhibición en la 

movilización de AA, se puede observar que la exposición de dichas células a FKGK18 en 

presencia de zimosán no tiene consecuencias (figura 21).  
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Figura 21. Efecto de la estimulación e inhibición de iPLA2β sobre los niveles de las especies 

mayoritarias de PC, PI y PE que contienen AA en macrófagos peritoneales de ratón.  Las células se 

mantuvieron 1 hora en medio sin suero y posteriormente se añadió FKGK18 (inhibidor de iPLA 2β) 

durante 30 min y después zimosán durante 1h. Los niveles de las diversas especies fueron medidos por 

LC-MS. Representación en u.a (unidades arbitrarias). Zimosán (500 µg/ml), FKGK18 (10 µM). * * *p <  

0,001, **p < 0,01 estadísticamente significativo para las células estimuladas con zimosán  y las c é lulas 

tratadas con  FKGK18+zimosán frente a las células control; sin embargo, no se  observan dife rencias 

entre las células control y las células con el inhibidor. 
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El análisis de eicosanoides liberados al medio extracelular en macrófagos peritoneales 

de ratón bajo condiciones de estimulación con zimosán y ZOp fue realizado por LC-MS. 

Como se puede observar en la figura 22, el perfil de eicosanoides es similar a nivel 

cualitativo cuando la estimulación se produce con ambos estímulos, aunque los niveles 

absolutos producidos por el ZOp son más altos. El metabolito mayoritario en ambas 

ocasiones es la PGE2. 
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Figura 22. Producción de eicosanoides por macrófagos peritoneales. Las células se dejaron sin tratar  

(barras blancas) o se estimularon con zimosán (azul oscuro) o zimosán opsonizado (azul claro) durante  

8h. El medio extracelular fue extraído y se analizaron los niveles de eicosanoides por espectrometría de 

masas. Los datos están expresados como la media ± S.E.M (n=6). PGE2, prostaglandina E2 ; 6k-PGF1a, 6-

cetoprostaglandina F1α; TXB2, tromboxano B2 ; dhkPGE2, 13,14-dihidro-15-cetoprostaglandina E2 ; 11 -

HETE, ácido 11-hidroxi-eicosatetraenoico; 12-HHT, ácido 12- hidroxiheptadecatrienoico; LTB4, 

leucotrieno B4 ; LTE4, leucotrieno E4 ; 5-HETE,ácido  5-hidroxieicosatetraenoic o;  12-HETE,ácido 12 -

hidroxieicosatetraenoico ; 15-HETE,ácido 15-hidroxieicosatetraenoic ; tnr-12-HETE, ácido te tranor-12-

hidroxieicosatetraenoico ; 5,15-diHETE, ácido 5,15-dihidroxieicosatetraenoico ; 11,12-DHET, ácido 

11,12-dihidroxieicosatrienoico. 

 

Todos estos resultados dejan constancia de que la cPLA 2α está implicada en la 

liberación de AA de los fosfolípidos mientras que la iPLA 2β no parece participar 

activamente en el proceso. 

Con el fin de respaldar los datos obtenidos por LC-MS mostrados con anterioridad, se 

empleó la técnica GC-MS, la cual, aunque es menos sensible que la anterior, permite 

obtener información de manera cuantitativa, proporcionando así información con 

mayor sentido fisiopatológico. 
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Midiendo la masa total de AA por GC-MS se observó que tanto la disminución en los 

niveles de PC y de PI fueron muy similares al emplear zimosán y ZOp, mientras que los 

niveles de PE únicamente experimentan una disminución significativa con el empleo de 

ZOp (figura 23). La movilización diferencial de AA por parte de ambos estímulos puede 

deberse a que cada estímulo actúa vía diferentes receptores, y por lo tanto tiene 

diferentes mecanismos de acción para regular la disponibilidad de AA libre.  
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Figura 23. Efecto de la estimulación celular en los niveles de AA en diferentes clases de fosfolípidos.  

Las células fueron no tratadas (barras sin colorear) o tratadas con 1 mg/mL de zimosán (barras azul 

oscuro) o 1 mg/mL de zimosán opsonizado (barras azul claro) durante 1 h. El contenido de AA de var ias 

clases de fosfolípidos fue determinado por cromatografía de gases acoplado a espectrometría de masas 

(GC-MS). Los datos fueron expresados como la media ± S.E.M (n=6). ***p <  0 ,001 e stadístic amente  

significativo de las correspondientes especies en células no estimuladas. 
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D.2 Remodelación de AA entre glicero-

fosfolípidos en macrófagos peritoneales de 

ratón activados 

 

La remodelación de AA entre fosfolípidos es un paso clave para la célula, ya que 

distribuye dicho ácido graso en las especias apropiados para su posterior movilización 

por las fosfolipasas A2 en condiciones de activación celular e inflamación. Este es un 

paso clave en la producción de eicosanoides ya que su producción depende del 

fosfolípido del cual se hidroliza el AA y de la capacidad de la fosfolipasa para alcanzar 

dicho fosfolípido e hidrolizar el ácido graso [133]. 

Para estudiar dicha remodelación se empleó [3H]AA, estudiando a diferentes tiempos 

la distribución de ese AA marcado en los diferentes fosfolípidos. Como se puede 

observar en la figura 24, la mayor incorporación de AA se da inicialmente en PC, y 

gradualmente, de manera dependiente del tiempo, estos niveles van disminuyendo a 

la vez que se observa un aumento en los niveles de PE. Por otra parte, no hay 

variaciones dependientes de tiempo en la clase de PI. Se puede definir el tiempo de 

remodelación en este experimento (tiempo en el cual la cantidad de PC se iguala a la 

cantidad de PE) [124,125] en 16 h en células sin estimular.  

Sin embargo, en células estimuladas con ZOp, el tiempo de remodelación disminuye a 

11,3h mientras que en células estimuladas con zimosán se registró el menor tiempo, 

produciéndose a las 10,6 h. Con estos datos se puede concluir que las células activadas 

con zimosán tienen una transferencia algo más rápida de AA que las estimuladas con 

ZOp. Las células sin activar tienen un tiempo de remodelación más elevado, reflejando 

una transferencia lenta de AA entre los fosfolípidos [59,120]. 
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Figura 24. Remodelación de AA en fosfolípidos en macrófagos peritoneales y el efecto de la 

estimulación celular. Las células fueron marcadas con [3H]AA, lavadas e incubadas durante los periodos 

de tiempo indicados. Células no estimuladas (A), en presencia de 1 mg/mL de zimosán (B) o 1 mg/mL de  

zimosán opsonizado (C). Las clases de fosfolípidos fueron separadas por cromatografía en capa fina. L a 

radioactividad incorporada en cada fosfolípido fue determinada por contaje  de c e nte lle o y se  da un 

porcentaje de la radioactividad presente en fosfolípidos. Los resultados se muestran c omo la me dia ±  

S.E.M (n=6)    

 

Sobre la base de estos datos, y debido a que liso-PE es el aceptor principal en las 

reacciones de remodelación de AA [59,120], podría esperarse que los niveles de liso-PE 

en células activadas con ZOp estuvieran elevados en comparación con células 

estimuladas con zimosán sin opsonizar. Esto podría deberse a una acción más lenta de 

CoA-IT en las células estimuladas con ZOp. La figura 25 muestra que, aunque los 

niveles de liso-PC y liso-PI son similares en ambas condiciones de estimulación, los 

niveles de varias especies de liso-PE son más altos en células tratadas con ZOp.  

A B 

C ZOp 
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Figura 25. Especies moleculares de lisofosfolípidos generados por macrófagos y el efecto de la 

estimulación celular. Las células fueron no estimuladas (barras no coloreadas) o estimuladas con 1  

mg/mL de zimosán (barras azul oscuro) o 1 mg/mL de zimosán opsonizado (Barras azul claro). Despué s 

de 1h, el contenido celular de especies moleculares lisoPC (A), lisoPE (B) y lisoPI(C) fue determinado por 

cromatografía de líquidos acoplado a espectrometría de masas (LC-MS).  Los datos fueron e xpresados 

como la media ± S.E.M (n=6). ***p < 0,001 y **p < 0,01  estadísticamente significativo para células 

estimuladas con zimosán opsonizado con respecto a células control. Unidades arbitrarias u.a 

 

A continuación, se procedió a determinar si la inhibición de la enzima que cataliza la 

remodelación de AA entre fosfolípidos, la transacilasa independiente de CoA (CoA -IT), 

en macrófagos peritoneales afectaba a las funciones de la célula. Para ello, se empleó 

un inhibidor selectivo de CoA-IT denominado SKF98625 [115,201]. 

 Estudios preliminares realizados en el laboratorio donde se realizó la presente tesis 

han demostrado que dicho inhibidor bloquea de manera cuantitativa la transferencia 
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de AA de PC a PE en macrófagos peritoneales estimuladas con zimosán [113]. Como se 

muestra en la figura 26, el tratamiento de macrófagos peritoneales con el inhibidor 

SKF98625 reduce los niveles de AA liberado en aproximadamente un 50% cuando las 

células son tratadas con zimosán, mientras que, si se emplea ZOp, la disminución de la 

liberación de dicho ácido graso es mucho menor, llegando a inhibirse en 

aproximadamente un 20%. Ello indica que, cuando los macrófagos peritoneales de 

ratón son activados con ZOp, la dependencia hacia CoA-IT es mucho menor que con el 

mismo estímulo proinflamatorio sin opsonizar.  
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Figura 26. Efecto de SKF98625 en la liberación de AA de los macrófagos. Células control (barras 

blancas) o pretratadas (barras rayadas) con 10 µM SKF98625 durante 30 min. Después, las células 

fueron estimuladas con 1 mg/mL de zimosán o 1 mg/mL de zimosán opsonizado. Después de 1h, el 

medio extracelular fue extraído y se analizó el contenido de 3H por radioactividad. Los datos son 

expresados como la media ± S.E.M (n=6). ***p < 0,001 estadísticamente significativo para células 

estimuladas con zimosán y zimosán opsonizado con respecto a células control. 

Sobre la base de todos estos resultados, se puede concluir que, dependiendo del 

receptor al cual se acople el estímulo, la participación de CoA-IT varía, observándose 

que se genera una remodelación de AA más rápida cuando las células se activan con 

zimosán y que dicha remodelación es necesaria para la movilización óptima de AA.  Por 

otra parte, el ZOp promueve una remodelación de AA más lenta y la movilización de 

AA en respuesta a este estímulo es más amplia y menos dependiente de su 

movimiento entre fosfolípidos. 
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D.4 Contribución de cPLA2α y iPLA2β a la 

movilización del ácido adrénico en macrófagos 

peritoneales de ratón. 

 

D.4.1. La movilización del AA y del AdA está mediada 

por diferentes mecanismos 

 

El ácido adrénico (AdA) es el producto de elongación de 2 carbonos del AA y se 

encuentra en cantidades significativas en los fosfolípidos de membrana de los 

macrófagos peritoneales de ratón. A pesar de ser un ácido graso semejante a su 

precursor de 20 carbonos (AA), se sabe muy poco de su regulación en las células del 

sistema inmune innato. 

Las distribuciones relativas de AdA y AA fueron estudiadas por la técnica GC-MS, 

encontrándose únicamente en fosfolípidos. Se observó un perfil cualitativamente muy 

similar para ambos, a pesar de la clara diferencia en cuanto a masa en cada clase de 

fosfolípido, como se observa en la figura 30. Se observó que la mayoría de ambos 

ácidos grasos se localizaban en glicerofosfolípidos de etanolamina (PE), seguido de 

glicerofosfolípidos de colina (PC) y menores cantidades en fosfatidilinosito l (PI) y 

fosfatidilserina (PS). 
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Figura 30. Distribución del AdA y AA entre las diferentes clases de fosfolípidos. Las diferentes clases de 

fosfolípidos fueron separadas por cromatografía en capa fina. La distribución de A dA (A) y de  AA (B) 

entre glicerofosfolípidos de colina (PC), glicerofosfolípidos de etanolamina (PE), fosfatidilinositol (PI) y 

fosfatidilserina (PS) fueron determinadas por cromatografía de gases acoplada a e spe ctrometr ía de 

masas (GC-MS) después de convertir los ácidos grasos enlazados a los fosfolípidos en ésteres metíl ic os. 

Los resultados se muestran como la media ± error estándar de la media (n=3). 

 

Se analizó la distribución de AdA y AA en especies moleculares de fosfolípidos 

mediante LC-MS, detectándose una gran cantidad de especies que contienen dichos 

ácidos grasos. Como se puede observar en la figura 31, las especies más abundantes 

son PE(P-16:0/22:4), PE(P-18:0/22:4), PE (18:0/22:4), y PC (16:0/22:4) y PC (18:0/22:4).  

El perfil de especies de fosfolípidos que contienen AA es similar, destacando de nuevo 

la acumulación de dicho ácido graso en ciertas especies de glicerofosfolípidos de 

etanolamina, como son PE(P-16:0/20:4), PE(P-18:0/20:4) y PE(18:0/20:4) y en especies 

de colina como PC(16:0/20:4) y PC(18:0/20:4). En este caso, cabe destacar que la 

especie PI(18:0/20:4) es más abundante que su homólogo PI(18:0/22:4). Esta 

diferencia sugiere que la acil-CoA- aciltranferasa, que emplea lisoPI como aceptor 

pudiera tener más afinidad por AA que por AdA.  
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Figura 31. Especies moleculares de fosfolípidos que contienen AdA y AA en macrófagos peritoneales.  

Los perfiles de AdA (A) y de AA (B) que contienen las especies de PC (rojo), PE (verde), PI (amarillo) y PS 

(rosa) fueron determinados por cromatografía de líquidos acoplada a espectrometría de masas (LC-MS). 

Los resultados se muestran como valores medios ± error estándar de la media. 
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Tras activación por zimosán, el AdA se libera de los fosfolípidos aparentemente solo de 

PC, sin efectos significativos en PE o PI (figura 32). En experimentos control realizados 

simultáneamente, la estimulación de los macrófagos peritoneales de ratón con 

zimosán disminuye los niveles de PC y PI conteniendo AA y no en PE, en consonancia 

con datos mostrados anteriormente. Por tanto, la participación de PI en la liberación 

de AA pero no de AdA supone una diferencia notable  entre ambos tipos de ácidos 

grasos.  
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Figura 32. movilización del AA y del AdA en macrófagos estimulas con zimosán.  Células control (barras 

coloreadas) o estimuladas (barras blancas) con 1 mg/mL de zimosán durante 1h. El contenido total de  

AdA (A) o de AA (B) en varias clases de fosfolípidos fueron medidas por GC-MS. Para permitir una 

comparación directa entre AdA y AA, el contenido total de ácidos grasos en las clases de fosfolípidos e n 

células no estimuladas se dispone como un 100%. Los valores actuales de masas fueron obtenidos de  la 

figura 1. Los resultados se muestran como valores medios ± error estándar de la media. * * *p <  0 ,001, 

**p < 0,01, *p < 0,05 estadísticamente significativo en células estimuladas con zimosán con respecto a 

células control. 

 

Para estudiar los posibles mecanismos implicados en la liberación de AdA y de AA, se 

utilizaron inhibidores de las dos enzimas que participan activamente en la liberación 

de ácidos grasos en macrófagos peritoneales activados, la cPLA2α, que se inhibe 

selectivamente por pirrofenona y la iPLA2β, para la cual se emplearon tres inhibidores 

específicos, FKGK18, ya utilizado con anterioridad, y GK436 y BEL.   

Los resultados de la movilización del AA en presencia de diferentes inhibidores ya han 

sido reportados en el apartado A1 de esta sección, siendo empleado en este caso 
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como control para observar diferencias con respecto a la movilización del AdA. En 

consonancia con las figuras 18 y 19, la pirrofenona inhibe por completo la liberación 

de AA de los macrófagos peritoneales activados con zimosán, mientras que los 

inhibidores de iPLA2β no inhiben dicha liberación como se puede observar en la figura 

33-B. En cuanto a la movilización del AdA, la liberación está parcialmente inhibida 

tanto en presencia del inhibidor de cPLA2α como de los inhibidores de iPLA2β, mientras 

que la movilización es eliminada en un 90% en presencia de ambos inhibidores tal y 

como se puede observar en la figura 33-A. 
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Figura 33. Liberación de AdA y AA en macrófagos peritoneales estimulados. Las células control (barras 

blancas) y estimuladas (barras coloreadas) se trataron o no con 1 mg/mL de zimosán durante 1  hora 

(barras coloreadas), en ausencia (no inhib.) o presencia de los siguientes inhibidores: 2 μM pirrofenona 

(Pirr), 10 μM FKGK18, 5 μM GK436, 10 μM BEL o 2 μM de pirrofenona más 10 μM de FKGK18. Después, 

el contenido total de AdA (A) o de AA (B) fue medido por CG-MS. La liberación de  ác idos grasos fue 

calculada restando la cantidad de AdA o de AA unidos a fosfolípidos en células estimuladas de la de  las 

células no estimuladas. Los resultados se muestran como valores medios ± error estándar de la me dia 

(n=3). ***p < 0,001, **p < 0,01 estadísticamente significativo en células estimuladas c on zi mosán e n 

presencia de inhibidores con respecto a células estimuladas control. 
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Sobre la base de estos resultados se puede afirmar que mientras que la cPLA 2α se 

encuentra implicada en la liberación tanto de AA como de AdA, la iPLA 2β únicamente 

se encuentra implicada en la liberación de AdA. 

Debido a las similitudes estructurales entre el AA y el AdA, este último podría competir 

con AA por su incorporación en fosfolípidos, lo que podría resultar en una reducción 

en las cantidades de AA que se puede movilizar y, por ende, en los niveles de 

eicosanoides formados. Para estudiar esta posibilidad se incubaron los macrófagos con 

AdA exógeno. 

En primer lugar, se analizó el contenido de AdA en células enriquecidas con dicho ácido 

graso por GC-MS.  La suplementación de las células con AdA supuso un desplazamiento 

de otros ácidos grasos como el ácido oleico (18:1n-9), linoleico (18:2n-6) y dihomo-γ- 

linolénico (20:3n-6), pero, inesperadamente, no de AA, como se puede observar en el 

perfil mostrado en la figura 34. 
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Figura 34. Composición de ácidos grasos de macrófagos peritoneales de ratón. Las células fueron no 

tratadas (barras naranjas) o tratadas con AdA exógeno durante 20 horas (barras gr ise s). De spués, e l 

perfil de ácidos grasos totales en células fue determinado por GC-MS después de convertir los e ste res 

de glicerol de los ácidos grasos en ésteres metílicos de ácidos grasos. Los datos están expresados c omo 
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valores medios ± error estándar de la media de tres réplicas individuales.  **p < 0,01, *p < 0,05 

estadísticamente significativo en células tratadas con AdA en comparación con células control. 

 

El análisis de la movilización de AA estimulada por zimosán no presentó grande s 

diferencias cuando se utilizaron células enriquecidas con AdA, mientras que la 

movilización del AdA aumentó como era de esperar según se muestra en la figura 35. 
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Figura 35. Movilización de AA y de AdA en macrófagos estimulados con zimosán. Las células fueron no 

tratadas o tratadas con AdA exógeno durante 20 horas. Después las células fueron no estimuladas 

(barras coloreadas) o estimuladas (barras sin colorear) con 1 mg/mL de zimosán durante 1h y el 

contenido celular de AA (A) o AdA (B) fue determinado por CG/MS. Los datos fueron expresados c omo 

valores medios ± error estándar de la media de la media (n=3). **p < 0,01, *p < 0,05 estadísticame nte  

significativo en células estimuladas con zimosán con respecto a células control. 

 

En cuanto a los metabolitos derivados del AA producidos en macrófagos peritoneales 

de ratón estimulados con zimosán y enriquecidos con AdA, en la figura 36 se observa 

un perfil prácticamente idéntico al obtenido en células no enriquecidas en dicho ácido 

graso, aunque se observa un aumento del único metabolito detectado derivado del 

AdA, dihomoprostaglandina E2. 
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Figura 36. Producción de eicosanoides en macrófagos peritoneales estimulados. Células no tratadas 

(barras naranjas) o tratadas con AdA exógeno durante 20 h (barras grises). Después las c é lulas fue ron 

estimuladas con 1 mg/mL de zimosán durante 1h y el contenido de eicosanoides en los sobrenadantes  

fue analizado por LC-MS. Los datos fueron expresados como valores medios ± error estándar de la 

media de tres réplicas individuales.  PGE2, prostaglandina E2; TXB2, tromboxano B2; 6k-PGF1a,  6-

ceto prostaglandina F1α (el producto estable de la prostaglandina I2); 11-HETE, ácido 11-

hidroxieicosatetraenoico; 5-HETE, ácido 5-hidroxieicosatetraenoico; 15-HETE, ácido 15- 

hidroxieicosatetraenoico; 15k-PGF2a, 15-cetoprostaglandina F2α; 12-HHT, ácido 12- 

hidroxiheptadecatrienoico; 5,15-diHETE, ácido 5,15-dihidroxieicosatetraenoico; 11,12-DHET, 

ácido 11,12-dihidroxieicosatrienoico; dh-PGE2, dihomoprostaglandina E2. *p<0,05 

significativamente diferente de las incubaciones en ausencia de AdA.  ***p < 0,001 estadístic ame nte  

significativo para células tratadas con AdA con respecto a células control. 

 

Todos estos datos apoyan la idea de que, en macrófagos activados con zimosán, el AdA 

no influye en el metabolismo de AA ni en la producción de eicosanoides derivados del 

mismo. Por tanto, el proceso que permite la movilización y el metabolismo de ambos 

ácidos grasos parece estar independientemente regulado. 
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E.1 El zimosán provoca la movilización diferencial de AA 

en macrófagos peritoneales de ratón 

 

Los macrófagos han sido estudiados a lo largo de los años como una de las principales 

fuentes de AA libre y de eicosanoides. Estas células contienen niveles elevados de AA 

esterificado en fosfolípidos de membrana los cuales pueden ser hidrolizados y 

liberados por a una amplia variedad de estímulos para posteriormente poder ser 

metabolizado a sus derivados oxigenados con diferentes funciones biológicas[204,205]. 

En este estudio se ha investigado la respuesta de los macrófagos peritoneales de ratón 

a zimosán y su homólogo opsonizado. En los resultados propuestos en este trabajo se 

ha podido observar por liberación de [3H]AA como ambos estímulos liberan AA 

dependiente de tiempo y de concentración, registrando diferencias entre ambos tipos 

de estímulos. Así, se ha podido observar que la liberación de AA fue más elevada en 

presencia de ZOp. Aunque ambos estímulos tienen diferentes vías de señalización, 

estudios previos ya habían descrito cómo ambos tienen un efector común, la cPLA 2α la 

cual se activa y tiene un papel transcendental en la hidrólisis y liberación del AA.  Sin 

embargo, se ha podido demostrar cómo ni la iPLA2β ni la sPLA2 participan en la 

movilización del AA de las especies de PL. 

A lo largo de los últimos años son numerosos los estudios que han analizado cómo la 

activación celular participa en la liberación de AA en diferentes tipos celulares. 

Balgoma et al. describieron que, en presencia de este estímulo, los monocitos 

humanos liberan AA de las especies de PC y de PI, con leves cambios en las especies de 

PE[111] . Esta liberación también fue observada en macrófagos peritoneales de ratón 

por Rouzer et al[206].  en el que la liberación de AA únicamente venia producida en las 

especies de PC, de nuevo con ligeras disminuciones en PE. 

Estudios realizados por LC-MS y GC-MS muestran la presencia mayoritaria de AA en las 

especies de PE, sobretodo en los plasmalógenos, aunque una gran cantidad también se 

localiza en PC y en PI. En condiciones de estimulación con zimosán, los macrófagos 

experimentan disminuciones en los niveles de PC y de PI, no registrando variaciones en 
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los niveles de PE. Sin embargo, en presencia de ZOp, se observan, además, ligeras 

disminuciones en el contenido de las principales especies de PE que contienen AA. La 

movilización diferencial de AA por parte de ambos estímulos puede deberse a que 

cada estímulo actúa vía diferentes receptores, y por lo tanto tiene diferentes 

mecanismos de acción para regular la disponibilidad de AA libre. 

También se estudió qué enzimas se encontraban implicadas en la liberación de AA de 

los fosfolípidos de membrana con ayuda de inhibidores selectivos de las diferentes 

fosfolipasas. El uso de inhibidores permeables a las células tiene grandes ventajas; la 

inhibición se logra de manera muy rápida a los pocos minutos de la adición y esto evita 

efectos en la transcripción, traducción u otras alteraciones de expresión génica a largo 

plazo que normalmente ocurren con estrategias genéticas. Otro principal problema de 

las estrategias genéticas que es evitado con el uso de inhibidores es  la existencia de 

mecanismos compensatorios debido a la expresión de diferentes isoformas de PLA 2 en 

una célula o tejido. Otra ventaja del uso de inhibidores deriva del descubrimiento de 

que ciertas fosfolipasas ejercen funciones no catalíticas dentro de las células. Estas 

funciones se mantienen activas en presencia de inhibidores, no resultando así si la 

inhibición se realizase por enfoques genéticos[113]. Estudios previos llevados a cabo 

por Gil de Gómez et al[113]. muestran cómo, mientras que la cPLA2α toma un papel 

relevante en la liberación de este ácido graso, la iPLA2β parece no tomar parte en 

dicho proceso, datos que son corroborados en este estudio.  

El análisis de eicosanoides producidos a partir de AA por diferentes vías enzimáticas 

demuestra cómo, los niveles de estos son más elevados en presencia de zimosán 

opsonizado, debido a que, como se ha comentado anteriormente, este estímulo 

permite movilizar mayores cantidades de AA que serán empleados en la célula para la 

síntesis de estos metabolitos oxidados. 

 Además, PGE2 constituye el metabolito mayoritario bajo ambas condiciones de 

estimulación. La falta de recuperación de la especie de PE que contiene AA durante la 

estimulación con ZOp puede explicar que las cantidades de AA y PGE2 libres producidos 

en macrófagos estimulados con ZOp son más altos que en células estimuladas con 

zimosán. Esto se debe al uso reducido de AA para la remodelación de fosfolípidos.  
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E.2 El AA contenido en los fosfolípidos experimenta una 

remodelación durante la fagocitosis en macrófagos 

peritoneales de ratón 

 

Estudios previos en monocitos humanos demostraron la falta de variación en los 

niveles de PE-AA en condiciones de estimulación celular[111], al igual que se ha 

demostrado en este trabajo en macrófagos peritoneales de ratón. Mientras que el AA 

se incorpora a varias especies de PC y de PI mediante aciltransferasas dependientes de 

CoA[207,208], una ruta muy importante para la incorporación de AA a PE está mediada 

por la enzima CoA-IT, la cual media la transferencia de AA desde un fosfolípido 

donador a un lisofosfolípido aceptor en ausencia de CoA [59,74,120]. Tanto alquenil-

acilo PE como diacil-PE son los principales aceptores de esta reacción mientras que 

diacil-PC que contiene AA es un donador importante [59,74,120].   

Estudios previos en células estimuladas con zimosán mostraron que el AA liberado de 

las especies de PE por hidrolisis de cPLA2α es reabastecido por la continua acción de 

CoA-IT[111,113,118,124]. Por lo tanto, el hallazgo de que la hidrolisis fue detectable en 

PE en presencia de ZOp pero no en presencia de zimosán nativo llevó a investigar las 

reacciones de remodelación de AA por CoA-IT. 

El marcaje con [3H]AA ha permitido comprobar que el principal aceptor de AA en los 

fosfolípidos de membrana es PC y que, gradualmente, estos niveles de PC-AA van 

disminuyendo a medida que aumentan los niveles de PE-AA. Sin embargo, esta 

remodelación llevada a cabo entre PC-PE no se produce en las especies de PI. 

También se ha demostrado cómo la transferencia de AA de PC a PE es más rápida 

cuando se emplea zimosán, mientras que los tiempos con ZOp se alargan levemente. 

Sin embargo, las células sin activar tienen un tiempo de remodelación más elevado, 

reflejando una transferencia lenta de AA entre los fosfolípidos, lo cual indica que este 

proceso está regulado por el estado de activación celular. Esto está de acuerdo con 

estudios previos realizados en mastocitos, donde se muestra una remodelación mayor 

cuando las células fueron tratadas con diferentes estímulos[127]. 
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En concordancia con estos resultados, también se ha observado que los niveles de 

lisoPE en células estimuladas con ZOp son más altos que los estimulados con zimosán 

nativo, lo cual indica una mayor tasa de remodelación en células activadas con zimosán 

sin opsonizar. 

El empleo del inhibidor de CoA-IT SKF98625 provoca un bloqueo de la respuesta de 

zimosán, teniendo efectos menores en respuesta a ZOp. Por lo tanto, la remodelación 

de AA mediada por CoA-IT depende del estímulo. 

De esta manera, dependiendo del estímulo y del receptor implicado, ya sea zimosán y 

dectina-1 o ZOp y FcR existe una participación distinta de CoA-IT en la reacción de 

transacilación dando un abanico de posibilidades diferentes. Según el receptor 

implicado, la cPLA2α puede acceder a diferentes reservas de ácidos grasos y por ello, el 

PE que contiene AA puede representar una hidrólisis directa por cPLA 2α, pero no por 

CoA-IT cuando la estimulación se produce a partir de los receptores Fc. Sin embargo, si 

el receptor que entra en juego es dectina-1, las especies de PE que contienen AA será 

empleado por CoA-IT para abstraer AA de PC y de este modo limitar la producción de 

eicosanoides que deriven de especies de PC que contienen AA [110,113,118,195]. Por lo 

tanto, debido a que PC constituye una fuente primordial de AA libre durante la 

activación celular PC[119,206], la inhibición de la remodelación del AA desde las 

especies de PC hacia las especies de PE provoca por lo tanto una mayor concentración 

de AA liberado de PC y una mayor síntesis de eicosanoides. 

Además, la falta de recuperación de los niveles de PE-AA cuando se produce la 

estimulación con ZOp podría explicar las mayores cantidades de AA y de PGE2 

producidos cuando se estimulan las células con ZOp a diferencia de niveles más bajos 

con zimosán nativo. 
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E.4 cPLA2α y iPLA2β participan en la movilización del ácido 

adrénico en macrófagos peritoneales de ratón. 

 

El AdA es un producto derivado de la elongación del AA en dos carbonos y, al igual que 

este, el AdA puede ser movilizado de los fosfolípidos de membrana para la síntesis de 

metabolitos oxigenados que participen en funciones celulares[134,135, 216,217]. Se ha 

podido comprobar que el AdA se encuentra en cantidades significativas en los 

fosfolípidos de membrana en los macrófagos peritoneales murinos, aunque la cantidad 

de dicho ácido graso corresponda a una cuarta parte de la cantidad de AA en las 

mismas células. Sin embargo, la distribución de dicho ácido graso entre los diferentes 

fosfolípidos es muy similar a la de AA, encontrándose mayoritariamente en PE seguido 

de PC y finalmente PI y PS.  

En condiciones de activación celular llevadas a cabo en presencia de zimosán, el AdA 

se hidroliza y se libera, siendo posteriormente metabolizado a dihomoprostaglandina 

E2 como se ha podido observar por técnicas de espectrometría de masas.  

En este estudio se ha podido analizar cómo, en presencia de AdA exógeno, los 

macrófagos tienden a utilizar el AA de la misma manera que cuando estos no son 

enriquecidos con AdA, por lo tanto, dicho ácidos grasos no compiten entre sí en 

condiciones de inflamación. Es decir, la liberación y el metabolismo de AA en células 

enriquecidas con AdA exógeno es el mismo que en células con niveles normales de 

AdA. También se ha podido comprobar que la adición de AdA exógeno no altera los 

niveles de AA celular. 

Hasta la actualidad son muchos los estudios que prueban el papel de la cPLA 2α en la 

hidrólisis y movilización del AA en condiciones de estimulación celular[99,218], sin 

embargo, poco se sabía de la enzima implicada en la movilización de AdA. Aunque 

estructuralmente tanto el AA como el AdA son muy semejantes, estudios realizados 

por Mouchlis et al [91]. muestran cómo, por simulaciones de dinámica molecular, 

cPLA2α tiene preferencia por AA. Esto se debe a que dicha enzima tiene un sitio activo 

rígido, donde se acopla el fosfolípido con AA en posición sn-2 confiriéndole una 
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especificidad distintiva ante dicho sustrato. Por otra parte, el sitio activo de iPLA2β es 

más versátil pudiéndose así acoplar fosfolípidos con muchos tipos de ácidos grasos.  

En este trabajo se demuestra cómo la versatilidad del sitio activo de la iPLA 2β permite 

que esta enzima participe a la vez que la cPLA2α en la liberación del AdA, a diferencia 

del AA, en cuya liberación únicamente se encuentra implicada la cPLA 2α[99,218,219]. 

Este es un hallazgo muy innovador, ya que son escasas las publicaciones implicando a 

la iPLA2β en la producción de eicosanoides en estados inflamatorios[80,90,113,220].  

En este estudio también se ha podido observar como la pirrofenona inhibe la cPLA2α y 

esto impide la liberación de AA y en cierta medida la de AdA. Sin embargo, la inhibición 

de iPLA2β en presencia de FKGK18 no impide la liberación de AA, pero sí en gran parte 

la de AdA. Con estos datos se puede concluir que la cPLA2α participa en la liberación 

tanto de AA como de AdA mientras que la iPLA2β únicamente participa en la 

movilización de AdA. 

En análisis por espectrometría de masas de fosfolípidos muestra un perfil similar entre 

las principales especies que contienen AA y AdA. Sin embargo,  en condiciones de 

estimulación celular, se ha observado como, el AA libre proviene de la hidrolisis de 

especies de PC y de PI, quizás también de PE, mientras que en el caso del AdA, este 

parece derivar exclusivamente de las especies de PC. 

Como ya se ha discutido en la sección D.2 de la discusión de esta tesis, la aparente falta 

de hidrolisis y liberación de PE[113,118,206]en presencia de un estímulo como es el 

zimosán puede deberse a la participación de transacilasas independientes de CoA, las 

cuales movilizan el AA liberado de las especies de PC en las especies de PE, lo cual 

también podría estar sucediendo en el caso de AdA. Sin embargo, no se ha 

demostrado que esto suceda en las especies de PI[59,120]. Esto pudiera deberse a una 

imposibilidad de las fosfolipasas implicadas de alcanzar el sustrato PI que contiene 

AdA. Esta diferencia en la movilización de ambos ácidos grasos puede conllevar 

diferentes mecanismos que regulan la disponibilidad de ambos.  
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Todos los datos de esta sección nos demuestran diferencias en el mecanismo de 

movilización del AA y del AdA y de las enzimas implicadas en dicho proceso, además de 

las clases de fosfolípidos empleados como sustratos. 
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Con lo que respecta al primer objetivo, el estudio del metabolismo del AA en 

condiciones de activación celular relacionado intrínsecamente con estados 

inflamatorios, los resultados obtenidos permitieron llegar a las siguientes 

conclusiones: 

• El ácido araquidónico se libera de fosfolípidos de colina y de inositol en 

condiciones de activación celular. Además, la liberación de AA aumenta cuando 

el estímulo inflamatorio actúa vía FcR, siendo su acción más leve cuando actúa 

vía Dectin-1. 

• La cPLA2α es la responsable de escindir el enlace de unión del AA al esqueleto 

de glicerol de los fosfolípidos. Sin embargo, los estudios demuestran que la 

iPLA2β no participa en dicho proceso. 

En cuanto al segundo objetivo, el cual se centra en el estudio de la remodelación del 

AA entre diferentes fosfolípidos y estados celulares, se concluyó lo siguiente:  

• En condiciones de activación celular, el AA experimenta un proceso de 

remodelación en el cual se transfiere de las especies de glicerofosfatidilcolina 

reesterificandose en las especies de glicerofosfatidiletanolamina. Sin embargo, 

las especies de fosfatidilinositol no experimentan este proceso. Además, 

dependiendo al receptor al que se acople e l estímulo, los tiempos de 

remodelación varían, siendo más rápida cuando el estímulo actúa vía dectina-1.  

En cuanto al tercer objetivo, el cual se centra en la movilización del AAox de las 

especies de fosfolípidos, las evidencias experimentales generaron los siguientes 

resultados: 

• Bajo un estímulo proinflamatorio, los niveles de AAox-PL aumentan 

considerablemente en las especies de PC y de PI, mientras que los niveles de 

glicerofosfatidiletanolamina no experimentan grandes variaciones.  

• A diferencia de las fosfolipasas implicadas en la liberación del AA, tanto iPLA2β 

como cPLA2α participan en los niveles celulares de AAox-PL. 
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• El 5-HETE es el metabolito mayoritario producido por oxidación del AA vía LOX 

bajo acción de un estímulo inflamatorio. Por otra parte, la acción de otras 

lipoxigenasas u oxidación espontánea no parecen tener relevancia.  

Con respecto al estudio del cuarto objetivo, estudio centrado en la participación y 

regulación del AdA a nivel metabólico en las situaciones inflamatorias, las conclusiones 

específicas de este apartado fueron las siguientes: 

• La distribución del AdA y de su precursor, el AA, es la misma a nivel cualitativo, 

destacando los niveles de ambos ácidos grasos n-6 en las especies de PE, 

seguido de PC como fuentes principales. 

• A diferencia del AA el cual experimenta hidrolisis y liberación de las especies de 

PC y de PI, el AdA se moviliza en presencia de un estímulo inflamatorio 

únicamente de las especies de PC. 

• El AdA no influye en el metabolismo de AA ni en la producción de eicosanoides 

derivados de dicho ácido graso. El proceso que permite la movilización y el 

metabolismo de ambos ácidos grasos parece estar independientemente 

regulado. 

Finalmente, como quinto objetivo, análisis del perfil lípidico de diferentes ácidos 

grasos n-3 y n-6 presentes en fosfolípidos en macrófagos activados de forma clásica o 

de forma alternativa, las conclusiones derivadas del estudio experimental fueron las 

siguientes: 

• Mientras que los niveles de AA disminuyen tanto en el fenotipo proinflamatorio 

M1 como en el antiinflamatorio M2 en condiciones de activación celular, no 

sucede así con los niveles de AdA, DHA, DPA y EPA los cuales solo experimentan 

una reducción en la polarización M2, no siendo liberados en los macrófagos 

polarizados a M1. 
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