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chromatography/mass spectrometry) 
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masas (del inglés, high performance liquid chromatography/mass spectrometry) 
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Liso-PL - Lisofosfolípido 
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m/z - Relación masa/carga 

NGS - Suero normal de cabra (del inglés, normal goat serum) 
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OA - Ácido oleico (del inglés, oleic cid) 
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RPMI - Medio Roswell Park Memorial Institute 

SCD - Estearoil-CoA desaturasa  
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SM - Esfingomielina  
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Lista de ácidos grasos 

Solamente se muestran los ácidos grasos que aparecen o son de interés en este trabajo. 

La lista completa puede consultarse en http://www.balsinde.org/varios/ffa_list.pdf 

Nombre trivial Nombre sistemático Notación abreviada 

Ácido láurico Ácido dodecanoico 12:0 

Ácido mirístico Ácido tetradecanoico 14:0 

Ácido pentadecílico Ácido pentadecanoico 15:0 

Ácido palmítico Ácido hexadecanoico 16:0 

Ácido sapiénico Ácido cis-6-hexadecenoico 16:1n-10 
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Ácido -linolénico Ácido cis-9,12,15-octadecatrienoico 18:3n-3 

Ácido araquídico Ácido eicosanoico 20:0 

Ácido gondoico Ácido cis-11-eicosenoico 20:1n-9 

Ácido dihomolinoleico Ácido cis-11,14-eicosadienoico 20:2n-6 

Ácido Mead Ácido cis-5,8,11-eicosatrienoico 20:3n-9 

Ácido dihomo--linolénico Ácido cis-8,11,14-eicosatrienoico 20:3n-6 

Ácido araquidónico Ácido cis-5,8,11,14-eicosatetraenoico 20:4n-6 

Ácido timnodónico (EPA) Ácido cis-5,8,11,14,17-eicosapentaenoico 20:5n-3 

Ácido behénico Ácido docosanoico 22:0 

Ácido erúcico Ácido cis-13-docosenoico 22:1n-9 

Ácido adrénico Ácido cis-7,10,13,16-docosatetraenoico 22:4n-6 

Ácido osbond Ácido cis-4,7,10,13,16-docosapentaenoico 22:5n-6 

Ácido clupanodónico Ácido cis-7,10,13,16,19-docosapentaenoico 22:5n-3 

Ácido cervónico (DHA) Ácido cis-4,7,10,13,16,19-docosahexaenoico 22:6n-3 

http://www.balsinde.org/varios/ffa_list.pdf
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A.1 Síntesis de ácidos grasos, glicerofosfolípidos y esfingolípidos 

Los ácidos grasos, además de servir como fuente de energía, son componentes 

esenciales de los fosfolípidos de membrana, de lípidos de reserva y de lípidos que 

pueden actuar como segundos mensajeros en señalización celular, como el diacilglicerol 

(DAG). 

Son sintetizados endógenamente por la acción conjunta de la acetil-CoA carboxilasa 

(ACC) y la ácido graso sintetasa (FAS). Esta ruta, conocida como biosíntesis de novo 

proporciona ácido palmítico, 16:0, que puede ser sustrato de elongasas (ELOVL), para 

transformarse en ácido esteárico, 18:0 (1, 2). 

Los ácidos grasos saturados (SFAs) palmítico y esteárico son los principales sustratos de 

la estearoil-CoA desaturasa (SCD), una enzima microsomal con actividad 9 desaturasa, 

que cataliza la desaturación de estos ácidos grasos introduciendo una insaturación de 

configuración cis en posición 9, obteniendo de esta forma los ácidos grasos 

monoinsaturados (MUFAs), ácido palmitoleico, 16:1n-7 y ácido oleico, 18:1n-9, 

respectivamente (3) (Figura A.1). 

 

 

Figura A.1. Mecanismo de la desaturación de ácido esteárico (18:0) a ácido oleico (18:1n-9) 

por la estearoil-CoA desaturasa. 
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En mamíferos no se pueden generar insaturaciones en los ácidos grasos más allá del 

carbono 9, por lo que los ácidos grasos poliinsaturados (PUFAs) como el ácido linoleico, 

18:2 n-6 y el ácido -linolénico, 18:3 n-3, deben ser incorporados a través de la dieta y 

por tanto se les denomina ácidos grasos esenciales. Una vez que estos entran a la célula, 

para generar PUFA de cadena más larga o más insaturada deben interaccionar con 

elongasas o desaturasas 5 o 6, pertenecientes a la familia de desaturasas FADS (4) 

(Figura A.2). 

 

 

Figura A.2. Biosíntesis de ácidos grasos de cadena larga en mamíferos. Los ácidos grasos de la 

serie n-6 y n-3 únicamente pueden ser sintetizados a partir de precursores obtenidos a través 

de la dieta (97). Los interrogantes (?) indican que las rutas de síntesis no están descritas en la 

literatura. 
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Los ácidos grasos sintetizados de forma endógena y los obtenidos de forma exógena se 

utilizan en su forma activada con coenzima A en la síntesis de triacilglicerol (TAG), 

glicerofosfolípidos (PL) o esfingolípidos (SL).  

Por un lado, en la mucosa intestinal, la mayor parte de TAG proviene de la reacilación 

del 2-monoacilglicerol (MAG), que es el producto de la hidrólisis de los TAG adquiridos 

a través de la dieta (5). Por otro lado, en el resto de tejidos la síntesis de novo de TAG y 

PL procede en esencia de la ruta del ácido fosfatídico (PA).  

En esta ruta, el glicerol-3-fosfato, proveniente de la fosforilación del glicerol por la 

glicerol quinasa (GK) o de la reducción de dihidroxiacetona-fosfato por la glicerol-3-

fosfato deshidrogenasa (GPDH), se acila en las posiciones sn-1 y sn-2 para producir PA 

(6). El PA, mediante la enzima ácido fosfatídico:CTP citidililtransferasa o CDP-DAG 

sintasa (CDS), que cataliza la formación de CDP-DAG, puede ser utilizado para la síntesis 

de fosfatidilinositol (PI), fosfatidilglicerol (PG) y cardiolipinas (CL) (7) (Figura A.3). 

Por otra parte, el PA puede ser desfosforilado por la lipina produciendo DAG. Este DAG 

sirve como sustrato en la síntesis de TAG y PL como glicerofosfolípidos de colina (PC), 

glicerofosfolípidos de etanolamina (PE) y fosfatidilserina (PS). También, el DAG puede 

ser fosforilado por la DAG kinasa (DGK) para producir nuevamente PA. 

La síntesis de TAG consiste en la acilación en posición sn-3 del DAG y es catalizada por 

la enzima diacilglicerol aciltransferasa (DGAT). En mamíferos se conocen dos DGAT, 

DGAT1 y DGAT2 (8, 9). DGAT1 se expresa ubicuamente en tejido humano adulto y fetal 

mientras que DGAT2 se expresa principalmente en hígado, tejido adiposo y glándula 

mamaria. 
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A.1.1 Síntesis de glicerofosfolípidos 

La síntesis de PC se realiza por la ruta de la CDP-colina también conocida como ruta de 

Kennedy (10-12) (Figura A.3). En esta ruta, la colina es fosforilada por la colina kinasa 

(CK) para producir fosfocolina. Seguidamente la enzima CTP:fosfocolina 

citidililtransferasa (CCT) cataliza la etapa limitante de la ruta, la producción de CDP-

colina (13, 14). En humanos y ratones existen dos isoformas de esta enzima, la CCT 

localizada en núcleo y retículo endoplásmico y la CCT localizada en retículo 

endoplásmico. Ambas se encuentran en forma soluble inactiva o asociadas a 

membranas y activas (15). La CDP-colina, mediante la CDP-colina: 1,2-diacilglicerol 

colinafosfotransferasa (CPT), proporciona al DAG el grupo fosfocolina para la formación 

del PC. Los PC también pueden formarse por trimetilación directa de la etanolamina 

presente en los PE por parte de la fosfatidiletanolamina N-metiltransferasa (PEMT). 

La PS se sintetiza en mamíferos por la acción de dos fosfatidilserina sintasas, PS sintasa-

1 (PSS1) y PS sintasa-2 (PSS2), localizadas en un dominio del retículo endoplásmico 

llamado MAM, del inglés Mitochondria-Assoaciated Membranes. Estas sintasas 

catalizan reacciones de intercambio del grupo de cabeza polar en las que la serina 

reemplaza a la colina o a la etanolamina provenientes de PC y PE, respectivamente (10, 

11, 16) (Figura A.3). 

Los PE pueden sintetizarse a partir de DAG y CDP-etanolamina mediante una ruta 

análoga a la de la CDP-colina en retículo endoplásmico o producirse por descarboxilación 

de PS mediante la fosfatidilserina descarboxilasa (PSD) en mitocondria (Figura A.3). 

El PI se sintetiza en retículo endoplásmico a partir de mio-inositol y CDP-DAG por acción 

de la PI sintasa (PIS). Este PI puede sufrir diferentes fosforilaciones por parte de las PI 

quinasas generando polifosfoinosítidos (PIPs) (Figura A.3), que participan en diferentes 

rutas de señalización celular como el ciclo PIP2 o la ruta PI3K/AKT/mTOR. 

Para la síntesis de PG, en primer lugar, se sintetiza fosfatidilglicerol-fosfato a partir de 

glicerol-3-fosfato y CDP-DAG en una reacción catalizada por la fosfatidilglicerol-fosfato 

sintasa (PGPS). En segundo lugar, el fosfatidilglicerol-fosfato es desfosforilado por la 

fosfatidilglicerol-fosfato fosfatasa (PGP Fosfatasa) (Figura A.3).  
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Ambas reacciones ocurren en retículo endoplásmico y mitocondria. A partir de PG 

pueden sintetizarse otros fosfolípidos menos abundantes como la CL o el BMP (Figura 

A.3). Para la síntesis de CL, el PG se combina con una segunda molécula de CDP-DAG en 

una reacción catalizada por la cardiolipina sintasa (CLS) que es única de membrana 

mitocondrial interna. La síntesis de BMP es compleja y ocurre a través de una reacción 

de isomerización y sucesivas reacciones de desacilación/reacilación. 
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Figura A.3. Rutas de biosíntesis de fosfolípidos en mamíferos e interconversión entre ellos. Se 

indica la ruta de síntesis de PA a partir de glicerol-3-fosfato o dihidroxiacetona-fosfato y las rutas 

CDP-DAG, CDP-colina y CDP-etanolamina a partir de las cuales se genera el resto de especies de 

fosfolípidos en mamíferos. Las actividades enzimáticas indicadas en azul oscuro se localizan en 

retículo endoplásmico, las indicadas en azul turquesa son exclusivas de mitocondria, las 

indicadas en azul claro ocurren en retículo endoplásmico y mitocondria, las indicadas en naranja 

son citosólicas, la indicada en morado es exclusiva de núcleo, la indicada en marrón es exclusiva 

de Golgi y la indicada en rojo es citosólica pero la reacción ocurre al unirse a la membrana del 

retículo endoplásmico (98). 
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A.1.2 Síntesis de esfingolípidos 

La etapa limitante en la síntesis de SL consiste en la transformación de ácido palmítico 

activado con CoA en esfinganina o dihidroesfingosina por parte de la serina 

palmitoiltransferasa (SPT) en retículo endoplásmico (17). Este aminoalcohol de 18 

átomos de carbono puede acilarse y experimentar transformaciones sucesivas por parte 

de la dihidroceramida sintasa para generar dihidroceramida (dhCer) y posteriormente 

mediante la dihidroceramida desaturasa generar ceramidas (Cer). Las Cer son 

metabolitos clave en la síntesis de otros SL más complejos formados principalmente en 

el aparato de Golgi como ceramida-1-fosfato (C1P), esfingomielina (SM) o 

glucosilceramidas (GlcCer), precursoras de otros esfingoglucolípidos (18, 19). Además 

de la biosíntesis de novo, las Cer pueden ser generadas mediante la degradación de 

otros SL, por lo que se trata de un lípido cuya concentración está altamente regulada en 

la célula (Figura A.4). 

 

 

Figura A.4. Ruta de biosíntesis de esfingolípidos. Se indica la ruta de biosíntesis de novo y las 

interconversiones entre los diferentes tipos de esfingolípidos a partir de ceramida. CERK, 

ceramida quinasa; LPP, lípido fosfato fosfatasa; SMS, esfingomielina sintasa; SMasa, 

esfingomielinasa; GCS, glucosilceramida sintasa; GBA1, -glucosidasa ácida; CerS, ceramida 

sintasa; CDasa, ceramidasa; SPP, esfingosina fosfato fosfatasa. Figura adaptada de Taniguchi et 

al. (100). 
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A.2 Estearoil-CoA desaturasa 

La estearoil-CoA desaturasa (SCD) es una enzima localizada en retículo endoplásmico y, 

como se ha mencionado anteriormente, cataliza la inserción de un doble enlace de 

configuración cis en posición 9 en SFAs como el ácido palmítico o el ácido esteárico 

para generar el ácido palmitoleico o el ácido oleico, respectivamente. Esta reacción 

requiere oxígeno, O2, NAD(P)H, un palmitoil-CoA o estearoil-CoA y una cadena de 

transporte de electrones compuesta por la enzima citocromo b5 reductasa, el citocromo 

b5 y la desaturasa SCD (Figura A.5) (20). 

 

 

Figura A.5. Proteínas involucradas en la reacción de desaturación de ácidos grasos. Los 

electrones se transfieren de forma secuencial desde el NAD(P)H a la citocromo b5 reductasa, al 

citocromo b5, a la SCD1 y al oxígeno molecular. Código de colores: dominio de unión a NAD(P)H 

de la citocromo b5 reductasa (morado), dominio de unión a FAD de la citocromo b5 reductasa 

(verde), citocromo b5 (rosa), dominio soluble de SCD1 (azul) y dominio transmembrana de SCD1 

(amarillo) (101). 
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En mamíferos se han descrito diferentes genes que codifican para la SCD, tanto en ratón 

(21-24) como en rata (25), cerdo (26), cabra (27) y humano (28-33). Hasta la fecha en 

ratones se han identificado cuatro isoformas de SCD (de SCD-1 a SCD-4) codificadas por 

distintos genes cuyo patrón de expresión es diferente en función del tejido (21-24). En 

humanos se han identificado dos isoformas (SCD-1 y SCD-5) y, de la misma forma que 

ocurre en ratones, se expresa en diferentes tejidos siendo abundante en tejido adiposo, 

cerebro, hígado, corazón y pulmón (28) aunque la isoforma SCD-5 se expresa 

principalmente en cerebro y páncreas (33). 

La estructura obtenida a partir de la secuencia de aminoácidos en distintos organismos 

sugiere que las 9-desaturasas poseen dos dominios transmembrana y tres motivos 

ricos en histidinas localizados hacia la cara citosólica de la membrana del retículo 

endoplásmico que podrían intervenir en la unión al hierro, necesario para la función de 

esta enzima (34, 35). 

La expresión de SCD1 está regulada por diversas hormonas y factores nutricionales (36-

39). Está regulada positivamente por SREBP-1c, CHREBP y LXR, lo que podría explicar la 

inducción de la expresión de SCD1 durante los ciclos de ayuno-realimentación (40, 41). 

Los MUFAs son los productos directos de SCD1 y son incorporados con preferencia en 

lípidos mayoritarios como TAG, ésteres de colesterol (CE) y PL (42). Además de sus 

funciones estructurales, los MUFAs tienen funciones en señalización, pueden regular el 

metabolismo y modular enfermedades metabólicas crónicas. El aumento en los niveles 

de MUFA en modelos animales y en pacientes humanos destaca el importante papel 

que juega SCD1 en el desarrollo de enfermedades metabólicas relacionadas con 

obesidad, incluyendo enfermedad de hígado graso no alcohólico, resistencia a insulina 

e hiperlipidemia (43-45). El rol de SCD1 en la patogénesis de varias enfermedades indica 

que juega un papel clave en la regulación de diversas funciones celulares. Además, se 

ha visto que también está implicada en el desarrollo y progresión de varios tipos de 

cáncer como carcinomas de colon y esófago, adenomas hepatocelulares y en líneas 

celulares de cáncer de mama (46, 47) por lo que está siendo ampliamente estudiada 

como potencial diana terapéutica contra esta enfermedad (48). 



Introducción 
 

34 
 

Estudios en modelos de ratón transgénicos han corroborado el papel fundamental de 

SCD1 en la regulación de procesos celulares como la síntesis y oxidación de lípidos, 

termogénesis, señalización vía hormonas e inflamación (42, 48). 

Los ratones asebia, que significa “sin sebo”, presentan una mutación espontánea en el 

gen que codifica para la SCD1 (49). Tanto estos ratones como los Scd1 -/- generados 

mediante ingeniería génica se caracterizan por mostrar alteraciones en la piel como 

atrofia de glándulas sebáceas, mayor pérdida de agua transepidérmica y una notable 

falta de pelo en comparación con ratones wild type (50, 51). Por otro lado, los ratones 

deficientes en SCD1 muestran un contenido disminuido de TAG y CE en piel, hígado y 

plasma, mientras que el colesterol en plasma esta aumentado. En hígado, el contenido 

de fosfolípidos totales no está alterado (51) aunque se observa un aumento en PC (52). 

En el hígado de estos ratones Scd1 -/- hay una disminución en la expresión de genes 

lipogénicos que codifican para proteínas como la glicerol-3-fosfato aciltransferasa 

(GPAT), la ácido grasos sintetasa (FAS) y la proteína de unión al elemento regulador de 

esteroles (SREBP); y un aumento en la expresión de genes que codifican para proteínas 

implicadas en la oxidación de ácidos grasos como la carnitina palmitoiltransferasa 1 

(CPT1) o la acil-CoA oxidasa (53, 54). También se observa un menor peso corporal y 

menor adiposidad a pesar de que consumen más que los ratones wild type, y de que 

están sometidos a una dieta lipogénica (55). 

Por otro lado, los niveles de insulina en plasma durante el ayuno, así como la cascada de 

señalización en musculo esquelético están aumentados en ratones machos carentes de 

SCD1 lo que explicaría su mayor tolerancia a la glucosa (56).  
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A.3 Familia de proteínas lipinas 

A.3.1 Origen y descubrimiento 

La familia de las lipinas se identificó mediante la elucidación del defecto genético 

provocado por una mutación espontánea en la cepa de ratón BALB/cByJ. Estos ratones 

mutantes presentaban un fenotipo caracterizado por una neuropatía periférica 

progresiva y la aparición de hígado graso durante la lactancia, por lo que se les dio el 

nombre de ratones fld (del inglés, fatty liver dystrophy) (57).  

Estos ratones también presentan hipertrigliceridemia durante el periodo de lactancia ya 

que a través de la leche siguen una dieta elevada en grasa. Con el fin de la lactancia y el 

cambio a una dieta adulta la hipertrigliceridemia y el hígado graso desaparecen. Sin 

embargo, en ratones fld adultos, se observa una notable falta de tejido adiposo, 

resistencia a insulina y una neuropatía periférica progresiva debido a la desmielinización 

de las células de Schwann (58) (Figuras A.6 y A.7). Por otro lado, los ratones fld machos 

son estériles, defecto que probablemente está relacionado con la elevada expresión de 

la lipina-1 en los testículos de los ratones (59). 

 

 

Figura A.6. Fenotipo asociado a ratones fld. (A) Deficiencia de tejido adiposo en ratones 

mutantes fld. (B)(C) Corte histológico del tejido adiposo epidimal de ratones wild type y fld, 

respectivamente. Figura tomada de Peterfy et al. (60). 
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Figura A.7. Colonia de ratones fld de nuestro laboratorio. (A) Comportamiento anómalo en las 

patas traseras de los ratones fld al ser agarrados por la cola debido a la neuropatía periférica. 

(B) Ratones de dos semanas de edad donde se aprecia la diferencia de tamaño y desarrollo. 

 

El gen causante del fenotipo fld fue identificado por el grupo de Reue en 2001 mediante 

el uso de técnicas de clonaje posicional. Gracias a esta técnica descubrieron que el 

fenotipo observado se debía a mutaciones en el gen Lpin1 (Figura A.8), que se convirtió 

en el miembro fundador de la familia de las lipinas (60). 

 

 

Figura A.8. Estructura de los alelos del gen Lpin1 en ratones wild type y fld. Se muestran los 

exones numerados representando en negro los codificantes y en blanco los no codificantes. El 

gen está dividido en cinco segmentos de colores, de forma que en el alelo de los ratones fld hay 

una deleción del segmento rojo, que contiene los exones 2 y 3, y una inversión del segmento 

verde, que es el que contiene la mayor parte de exones codificantes. Además, el segmento 

amarillo, ha sido duplicado e invertido. Figura tomada de Peterfy et al. (60). 
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Además, mediante análisis de homología de secuencia empleando bases de datos, se 

encontraron dos genes adicionales en mamíferos a los que llamaron Lpin2 y Lpin3. En 

ratones, el procesamiento alternativo del gen Lpin1 da lugar a dos isoformas conocidas 

como lipina-1 y lipina-1, con 891 y 924 aminoácidos, respectivamente (61). En 

humanos, el procesamiento alternativo del gen LPIN1, además de generar lipina-1 y 

lipina-1 con 890 y 923 aminoácidos (62), respectivamente, produce otra isoforma con 

916 aminoácidos denominada lipina-1 (63). La lipina-2 y la lipina-3 comparten una 

similitud de secuencia de aminoácidos con la lipina-1 de entre el 44-48 % (64). 

Esto planteó la cuestión de qué funciones específicas desempeña cada miembro de la 

familia de las lipinas, ya que cada uno tiene un patrón de expresión distinto en función 

del tejido. Lpin1 se expresa mayoritariamente en tejido adiposo, músculo esquelético y 

testículos, y en menor medida en riñones, pulmones, cerebro, corazón e hígado (60). 

Lpin2 se expresa de manera prominente en hígado y cerebro, y Lpin3 se expresa en el 

tracto gastrointestinal y el hígado (59). Por el momento la literatura sugiere que, en 

mamíferos, las tres lipinas realizan funciones moleculares similares en diferentes 

tejidos. 
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A.3.2 Funciones moleculares de las lipinas 

En la secuencia de aminoácidos de las lipinas se conocen dos regiones conservadas con 

la evolución, una en el extremo amino-terminal, el dominio N-LIP, y otra en el extremo 

carboxi-terminal, el dominio C-LIP (Figura A.9). Cerca del dominio N-LIP las lipinas 

contienen una secuencia de localización nuclear (NLS, del inglés Nuclear Localization 

Signal). El dominio C-LIP contiene dos motivos funcionales: (a) un motivo DXDXT, que 

está presente en todas las especies y constituye el sitio catalítico para la actividad 

fosfatasa de PA o PAP (del inglés, Phosphatidic Acid Phosphatase), y (b) un motivo LXXIL, 

que está presente en las lipinas de mamíferos y se requiere para su actividad como 

coactivador transcripcional, aunque in vivo esta función solo se ha demostrado para 

lipina-1 (65). 

 

 

Figura A.9. Motivos estructurales y funcionales de las lipinas. En el diagrama se muestran las 

proteínas que forman la familia de las lipinas y los dominios estructurales evolutivamente 

conservados. En el extremo amino terminal se encuentra el dominio N-LIP y la señal de 

localización nuclear (NLS), mientras que el extremo carboxi terminal se localiza el dominio C-LIP, 

que contiene el motivo catalítico (DXDXT) y el motivo de actividad transcripcional (LXXIL). 

Además, se indica la inserción de las secuencias específicas de la lipina-1 y lipina-1 (66). 
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A.3.2.1 Lipinas como fosfatasas de ácido fosfatídico 

Las lipinas poseen actividad fosfatasa de PA o PAP, es decir, catalizan el penúltimo paso 

en la síntesis de triglicéridos, convirtiendo el PA en DAG.  Esta reacción fue caracterizada 

por primera vez en 1957 cuando se describió la ruta del glicerol-3-fosfato (67). El DAG 

resultante actúa como precursor de TAG o PC, PE y PS (Figura A.10). 

 

 

Figura A.10. Ruta resumida de biosíntesis de fosfolípidos a partir de glicerol-3-fosfato. Las 

lipinas catalizan la conversión de ácido fosfatídico (PA) en diacilglicerol (DAG), que es el 

penúltimo paso en la síntesis de TAG y PL en la ruta del glicerol-3-fosfato. Las aciltransferasas de 

la ruta residen en la membrana del retículo endoplásmico (RE) mientras que las lipinas migran 

desde el citosol a la membrana del RE para llevar a cabo la reacción enzimática. GPAT; glicerol-

3-fosfato aciltransferasa, AGPAT; acilglicerol-3-fosfato aciltransferasa, DGAT; acil coenzima-A 

diacilglicerol aciltransferasa, LPA; ácido lisofosfatídico, Pi; fosfato inorgánico.  

 

En 2006, Carman et al. (68) mediante análisis de homología de secuencia de una 

proteína purificada e identificada como Pah1p, responsable de la actividad PAP en 

levaduras, identificaron a las lipinas como responsables de la actividad PAP en 

mamíferos. Las enzimas con actividad PAP normalmente residen en el citosol (69) y se 

translocan a la membrana del retículo endoplásmico para unirse a PA y catalizar la 

reacción enzimática. Esta actividad PAP citosólica es dependiente de Mg2+ y sensible a 

la presencia de bloqueantes de grupos tiol de cisteínas como NEM (N-etil-maleimida) 

(70). 

  



Introducción 
 

40 
 

Para diferenciar a las fosfatasas con actividad PAP citosólica específicas de PA de otras 

fosfatasas no específicas de PA como las LPP (del inglés, Lipid Phosphate Phosphatase), 

se nombraron a las primeras PAP-1 y a las últimas PAP-2, que son independientes de 

magnesio e insensibles a NEM. Las LPP se localizan en la membrana plasmática, 

intervienen en la síntesis de TAG por la ruta del monoacilglicerol fosfato en intestino y 

pueden hidrolizar grupos fosfato de otros lípidos, como ácido lisofosfatídico (LPA), 

ceramida-1-fosfato o esfingosina-1-fosfato (59). 

En mamíferos, la actividad PAP-1 de las lipinas no sólo depende de Mg2+, sino que 

también depende de la concentración de Mn2+ y se ha descrito que las sales de Ca2+ y 

Zn2+ de PA pueden inhibir dicha actividad (63). Sin embargo, esta actividad no depende 

del estado de oligomerización, ya que las lipinas pueden ensamblarse formando homo- 

y hetero-oligómeros sin afectar a su actividad PAP (71). Por otro lado, la fosforilación de 

lipina-1 no afecta a su actividad PAP, pero sí controla su actividad fisiológica y su 

localización subcelular, permaneciendo en citoplasma si no está fosforilada y en núcleo 

si está fosforilada (72). 

De los tres miembros de la familia, la lipina-1 tiene una mayor actividad PAP que la lipina-

2 y la lipina-3 (59). En humanos, las isoformas  y  de lipina-1 presentan una actividad 

PAP similar, mientras que la isoforma , presenta una actividad mucho menor (63). 

Varios estudios han demostrado que la contribución de cada una de las lipinas a la 

actividad PAP-1 total es dependiente del tipo celular. En ratones fld se ha visto que la 

mayor responsable de la actividad PAP-1 es lipina-1 en tejido adiposo, músculo 

esquelético o corazón, mientras que en hígado parece que otros miembros de la familia 

de las lipinas (lipina-2 o lipina-3) están ejerciendo efectos compensatorios ya que se 

observó una actividad PAP-1 normal (59). El silenciamiento de lipina-2 en hepatocitos 

de ratones fld disminuye drásticamente la actividad PAP-1 (73), mientras que el 

silenciamiento de lipina-2 en células HeLa produce un incremento de actividad PAP-1 

debido a que aumenta la expresión de lipina-1 (74). 
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A.3.2.2 Lipinas como coactivadores transcripcionales 

Además de su función como fosfatasas de PA en la ruta del glicerol 3-fosfato, las lipinas 

han sido implicadas en la regulación de la expresión de genes a través de la interacción 

con receptores nucleares o factores de transcripción ligados al DNA (75). 

La primera demostración de esta función para lipina-1 fue llevada a cabo por Finck et al. 

(65) en estudios de la respuesta hepática al ayuno de ratones deficientes del coactivador 

del receptor  1- activado por el proliferador de peroxisomas (PGC-1). En estos 

estudios se demostró que la lipina-1 forma un complejo con PPAR y PGC-1 lo que 

induce la expresión de genes implicados en la oxidación de ácidos grasos y reprime la 

expresión de genes relacionados con la lipogénesis. La lipina-1 también interacciona con 

el factor nuclear de hepatocitos 4 (HNF-4), con PPAR, con el receptor de 

glucocorticoides y con factores adipogénicos como PPAR (65, 76). 

Durante la diferenciación de adipocitos la lipina-1 y la lipina 1 ejercen roles 

complementarios. Por un lado, lipina-1 induce la expresión de factores adipogénicos 

mientras que lipina-1 induce la expresión de genes implicados en la biosíntesis de 

lípidos como FAS o DGAT (61). 

Por otro lado, lipina-1 también reprime la actividad transcripcional de NFATc4 en 

adipocitos inhibiendo la secreción de citoquinas (78) y en neuronas lipina-1 se asocia 

con el factor MEF2, implicado en la diferenciación y supervivencia de este tipo celular 

(79). 

Aunque lipina-2 y lipina-3 también poseen el motivo LXXIL, se sabe muy poco sobre su 

actividad como coactivadoras transcripcionales. Por un lado, en experimentos in vitro se 

ha demostrado que lipina-2 actúa como coactivador transcripcional de PGC-1 de forma 

similar a lipina-1 (80). Por otro lado, se ha visto que lipina-3 interacciona físicamente con 

PPAR (65) aunque in vivo se desconoce la importancia de estas actividades. 

Mutaciones en el motivo LXXIL suprime tanto la función de coactivadoras 

transcripcionales de las lipinas como la actividad PAP-1. Sin embargo, mutaciones en el 

motivo catalítico, responsable de la actividad PAP-1, no altera la actividad 

cotranscripcional (59, 65, 68). 

La capacidad de las lipinas para regular tanto la síntesis de TAG a través de su actividad 

PAP-1 como la oxidación de ácidos grasos a través de su actividad cotranscripcional 
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sugiere un mecanismo único en la coordinación de la síntesis y movilización de lípidos 

(81). 
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A.3.3 Función de las lipinas en el sistema inmune y en el metabolismo lipídico 

Las lipinas juegan un papel clave en la regulación de la respuesta inflamatoria en 

macrófagos ya que, al igual que ocurre en otros sistemas celulares, controlan los niveles 

celulares de dos lípidos bioactivos como el PA y el DAG (82-84). Por una parte, el PA es 

utilizado como precursor en la biosíntesis de otros fosfolípidos (Figura A.3 y Figura 

A.10), sus propiedades físicas influyen en la curvatura de la membrana (85) y actúa como 

lípido señalizador reclutando proteínas citosólicas a membranas (86). Por otra parte, el 

DAG, además de formar parte de las membranas y ser el precursor de TAG y de 

diferentes fosfolípidos (Figura A.3 y Figura A.10), también actúa como segundo 

mensajero. Está involucrado en múltiples procesos de señalización celular como 

señalización por insulina, en la activación de proteínas que contienen el dominio C1 tales 

como PKC (87-90) y en la activación de TRPC3, que es un canal iónico que regula los 

niveles de calcio intracelular. 

Por un lado, a la lipina-1 se le ha atribuido un papel pro-inflamatorio ya que cuando está 

ausente, como en ratones fld, disminuye la señalización a través de TLR4, observándose 

una disminución en la activación de MAPK y del factor de transcripción AP-1 tras 

activación con LPS (82). Los macrófagos de estos ratones producen menos citoquinas 

proinflamatorias y se recuperan antes del tratamiento con LPS que los ratones wild type. 

En macrófagos humanos, la falta de lipina-1 disminuye el número de gotas lipídicas (LDs) 

e impide el aumento de tamaño de las mismas tras el tratamiento con oleato. Además, 

la falta de lipina-1 reduce la activación de cPLA2 y la movilización de ácido araquidónico 

por diferentes estímulos. Este efecto puede deberse al papel que ejerce el DAG en la 

activación de PKC que, a su vez, regula cascadas de fosforilación que culminan en la 

fosforilación y activación de cPLA2 (91). Además, Casas et al. (92) han demostrado 

recientemente que durante la activación con LPS en macrófagos humanos, lipina-1 

provoca un aumento de DAG en retículo endoplásmico que activa el canal iónico TRPC3 

liberando los depósitos de Ca2+ del retículo al citosol, lo que fomenta la translocación de 

NFB al núcleo y, por tanto, una regulación positiva de genes proinflamatorios (Figura 

A.11). 
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Figura A.11. Mecanismo propuesto para la activación de TRPC3 mediado por lipina-1. La 

activación con LPS activa PLD generando ácido fosfatídico que la lipina-1 transforma en DAG en 

retículo endoplásmico. Este DAG activa TRPC3 liberando los depósitos de Ca2+ del retículo y 

provocando la regulación positiva de genes proinflamatorios vía translocación de NFB a núcleo 

(92). 
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También se han llevado a cabo estudios de la implicación de lipinas en la patología del 

cáncer. En concreto, Meana et al. (93) han descrito como afecta la presencia o ausencia 

de lipina-1 al desarrollo y progresión del cáncer de colon. En dicho estudio se demostró 

que la lipina-1 promueve la formación de tumores, el crecimiento y la progresión en 

intestino grueso. En los tumores de animales deficientes en lipina-1 hay una menor 

infiltración de macrófagos, célula inmune donde se expresa principalmente lipina-1, así 

como una menor expresión de IL-23, que es responsable, en parte, del menor daño en 

el colon y del desarrollo de los tumores en estos animales (Figura A.12). 

 

Figura A.12. Representación esquemática del papel de lipina-1 en colitis y tumorigénesis 

asociada. La lipina-1 participa en la producción de factores proinflamatorios que definen el nivel 

de inflamación en el intestino ante un daño. En estas condiciones, la producción de IL-23 está 

regulada por lipina-1. Dicha citoquina participa en la producción de IL-17 e incrementa la 

generación de quimioquinas que aumentan la infiltración inmune aumentando el daño 

intestinal. Como resultado, los animales que expresan lipina-1 desarrollan colitis grave tras la 

exposición a un agente dañino como el dextrano sulfato de sodio. Si la colitis se mantiene en el 

tiempo, los tumores se desarrollan en el colon. Durante esta tumorigénesis, la lipina-1 

determina los niveles de citoquinas como IL-11 o IL-6, que afectan a las células epiteliales del 

tumor y a su proliferación; y factores quimiotácticos como Cxcl1 o Cxcl2 que ayudan en la 

infiltración de células inmunes en el tumor (93). 
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Por otro lado, a la lipina-2 se le ha atribuido un papel antiinflamatorio, opuesto al 

desempeñado por lipina-1. Valdearcos et al. (94) demostraron que, tanto en la línea 

celular RAW 264.7 como en macrófagos humanos, la lipina-2 regula las rutas de 

señalización inflamatorias tras activación por ácido palmítico mediante el secuestro del 

mismo en TAG. En estos estudios se observó que la falta de lipina-2 provoca una 

disminución en la incorporación del ácido palmítico en TAG aumentando la señalización 

proinflamatoria inducida por este ácido graso a través de JNK (Figura A.13). 

  

Figura A.13. Papel de lipina-2 en la generación de mediadores proinflamatorios en macrófagos 

estimulados con SFAs. Los SFAs como el ácido palmítico afectan a la homeostasis celular por 

dos mecanismos diferentes. En primer lugar, pueden actuar a través de TLR4/TLR2 activando 

cascadas de señalización que culminan en la activación de JNK/AP-1. Por otro lado, los SFAs 

pueden entrar a la célula causando daño. En macrófagos ambos mecanismos terminan con la 

regulación positiva de genes proinflamatorios. La lipina-2, que controla la biosíntesis de TAG y 

por tanto la incorporación de ácidos grasos en lípidos neutros como TAG, atenúa la activación 

de JNK/c-Jun y los niveles de mediadores proinflamatorios como IL-6, MCP-1 y TNF- (94). 
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Gracias a la obtención de ratones deficientes en lipina-2 se ha podido profundizar más 

en el estudio metabólico de esta enzima. En estos ratones se observó una elevada 

actividad PAP-1 hepática provocada por un mecanismo compensatorio por parte de 

lipina-1 cuyos niveles proteicos habían aumentado (95) a diferencia de la disminución 

en la actividad PAP-1 observada al silenciar lipina-2 en hepatocitos de ratones fld (73). 

Por otro lado, en estos ratones también se descubrió que la lipina-2 juega un rol clave 

en la homeostasis lipídica en el cerebelo de ratones de edad avanzada. En el cerebelo 

de ratones jóvenes wild type se expresan únicamente lipina-1 y lipina-2. Cuando falta 

lipina-2 en estos ratones se observa un aumento en los niveles de expresión de lipina-1 

como efecto compensatorio, sin embargo, cuando los ratones envejecen, los niveles de 

lipina-1 desaparecen y al no tener lipina-2 se altera la composición de los fosfolípidos lo 

que provoca temblores y ataxia. Además, se observa una disminución en el número de 

células de Purkinje lo que indica que la lipina-2 desempeña un papel importante en la 

homeostasis lipídica de estas células. 

Estudios recientes en macrófagos humanos y de ratón llevados a cabo por Lordén et al. 

(96) han relacionado la deficiencia o carencia de lipina-2 con una mayor activación del 

inflamasoma NLRP3 y la consecuente maduración de pro-IL-1 a IL-1 a través de la 

activación de MAPK, la disminución de los niveles de colesterol, que afectan al canal 

iónico P2X7R, y al mayor procesamiento de pro-caspasa-1 por parte del inflamasoma 

NLRP3, lo que se traduce en un mayor procesamiento de pro-IL-1 a IL-1 (Figura A.14). 
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Figura A.14. Papel de lipina-2 en el priming y activación del inflamasoma NLRP3. En primer 

lugar, la lipina-2 reduce la activación de MAPK durante la fase de preactivación del inflamasoma 

disminuyendo así los niveles de pro-IL-1. En segundo lugar, la lipina-2 facilita un entorno 

lipídico apropiado para P2X7R, regulando la amplitud del poro formado y las transiciones de 

apertura y cierre del mismo. Como consecuencia de esto las corrientes iónicas disminuyen, en 

concreto las corrientes de K+, lo que influye negativamente en la activación del inflamasoma 

NLRP3, en la oligomerización de ASC, el procesamiento de pro-caspasa-1 y la maduración de IL-

1 e IL-18 (96). 
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A.3.4 Defectos genéticos de lipinas y enfermedades asociadas 

El estudio de las deficiencias de lipinas ha proporcionado nuevos conocimientos sobre 

la función fisiológica de las mismas. Incluso antes de la identificación del gen Lpin1, los 

estudios del fenotipo de los ratones fld implicaron a la lipina-1 en el metabolismo de 

lípidos en hígado, en la correcta funcionalidad de los nervios periféricos y en el 

desarrollo del tejido adiposo (57, 102-104). En los últimos años se han identificado 

mutaciones en los genes humanos LPIN1 y LPIN2 que están asociadas con enfermedades 

graves. Sin embargo, debido a la rareza de la deficiencia de estas enzimas unido a las 

cuestiones éticas que rodean a los estudios en humanos, los estudios sobre la 

fisiopatología de las lipinas se han realizado principalmente en modelos de ratón. 

Se han observado algunas diferencias de fenotipo entre ratones y humanos con 

deficiencia de lipinas. Sin embargo, es probable que algunas de estas diferencias estén 

relacionadas con la caracterización incompleta en los modelos de ratón y en las 

enfermedades en humano. 

Como se ha comentado anteriormente, la carencia de lipina-1 o el defecto genético en 

el gen Lpin1 provoca en ratones el fenotipo fld, caracterizado por la presencia de hígado 

graso durante el período neonatal hasta aproximadamente 2 semanas de edad y una 

neuropatía periférica progresiva que se desarrolla en ratones adultos (57, 103). Estos 

ratones tienen lipodistrofia caracterizada por una diferenciación alterada de adipocitos 

y una ausencia casi completa de TAG en los depósitos del tejido adiposo blanco (60, 76, 

102, 105, 106). Por otro lado, su metabolismo diurno esta alterado y son resistentes a la 

insulina, probablemente debido a la desregulación del metabolismo lipídico en tejido 

adiposo, hígado y músculo (107, 108). Otra característica de los ratones fld machos es 

que no son fértiles a pesar de producir espermatozoides móviles (57). 

La actividad PAP de la lipina-1 en tejido adiposo proporciona una explicación de la 

reducción en las reservas de TAG observada en el tejido adiposo de ratones fld (59, 109). 

Mediante estudios en el tejido adiposo de ratones knockout para lipina-1, que también 

presentan lipodistrofia, se ha confirmado que su función PAP es necesaria en adipocitos 

blancos y marrones (106). También se han realizado estudios empleando ratones con 

una lipina-1 truncada específicamente en su tejido adiposo. Esta lipina-1 truncada 
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mantiene la actividad como coactivador transcripcional, pero carece de actividad PAP y 

se confirmó que esta actividad PAP es necesaria en la maduración de adipocitos y en el 

almacenamiento de TAG (105). La pérdida de la actividad coactivadora de la lipina-1 y la 

desregulación en los genes implicados en la oxidación de ácidos grasos hepáticos 

contribuyen al fenotipo de hígado graso neonatal en ratones fld (65). Sin embargo, la 

demostración más reciente de que la esteatosis hepática neonatal ocurre en el tejido 

adiposo de ratones deficientes de lipina-1 sugiere que el hígado graso puede ser 

resultado de una disfunción metabólica en los adipocitos y/o macrófagos (106). 

La neuropatía periférica en ratones fld se caracteriza por una desmielinización y 

lipodistrofia en los nervios periféricos (103, 110). Nadra et al. (58) determinaron que la 

falta de la actividad PAP de lipina-1 en las células de Schwann provoca una acumulación 

de PA y la activación de la vía de señalización MEK-ERK, que inhibe la diferenciación de 

estas células. Esta acumulación de PA también ocurre en otros tipos celulares de ratones 

carentes de lipina-1, como en corazón y en tejido adiposo (105, 106, 111). En adipocitos 

la acumulación de PA y la activación de ERK inhiben la expresión de PPAR, regulador 

transcripcional clave en adipogénesis, lo que explicaría la diferenciación defectuosa de 

estas células en ratones fld (112). Además, la acumulación de PA altera la lipolisis de los 

adipocitos debido a efectos alostéricos sobre la fosfodiesterasa 4 (105). 

Los primeros pacientes con deficiencia de lipina-1 se identificaron en 2008 (113). Las 

mutaciones de LPIN1 se detectaron por primera vez en niños de familias consanguíneas 

que habían experimentado episodios de rabdomiólisis con dolor muscular, degradación 

de miocitos y fiebre. Michot et al. (114, 115) catalogaron posteriormente las mutaciones 

de LPIN1 en pacientes con rabdomiólisis infantil de todo el mundo. Hasta la fecha, se 

han identificado al menos 19 mutaciones distintas de LPIN1, la mayoría de las cuales son 

cambios puntuales o pequeñas inserciones/eliminaciones que dan como resultado 

codones de stop prematuros. 

Michot et al. secuenciaron LPIN1 en 141 casos de rabdomiólisis infantil grave o 

moderada. Las mutaciones bialélicas de LPIN1 estaban presentes en dos tercios de los 

individuos que presentaban rabdomiólisis grave con inicio antes de los 7 años de edad, 

pero se observaron con poca frecuencia en individuos con inicio tardío o rabdomiólisis 

menos grave. Curiosamente, se identificaron mutaciones heterocigóticas de los genes 
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LPIN2 y LPIN3 en un puñado de pacientes con rabdomiólisis moderada o con 

rabdomiólisis grave de aparición tardía. 

La deficiencia de lipina-1 en niños pequeños puede producir una enfermedad grave y 

potencialmente mortal, con daño grave en el músculo cardíaco que puede conducir a 

un paro cardíaco (116). Además de la rabdomiólisis, el análisis de los lípidos musculares 

en dos individuos afectados reveló niveles elevados de intermediarios lipídicos en la vía 

del glicerol-3-fosfato (113). La rabdomiólisis y la patología muscular no se han observado 

en ratones fld. Esto puede estar relacionado con las dificultades para detectar episodios 

de dolor muscular en ratones y la falta de estímulos que normalmente desencadenan 

esos episodios en humanos como fiebre, ejercicio extenuante o ayuno. 

Como se mencionó anteriormente, la importancia de la lipina-1 en el tejido adiposo de 

roedores está bien establecida y, por tanto, es sorprendente que los niños con 

deficiencia de lipina-1 no presenten lipodistrofia (113). Sin embargo, existe una fuerte 

evidencia de que la lipina-1 es un determinante de la adiposidad y los rasgos metabólicos 

relacionados en seres humanos. Tanto los niveles de expresión de lipina-1 en tejido 

adiposo humano como los polimorfismos genéticos de LPIN1 están asociados con el 

índice de masa corporal y la sensibilidad a insulina en múltiples cohortes humanas (117-

121). Además, la mayoría de publicaciones sobre deficiencia de lipina-1 humana han 

sido en niños, y es posible que algunos pacientes afectados desarrollen fenotipos en su 

tejido adiposo a medida que envejecen. Otra posibilidad es que las diferencias 

metabólicas observadas entre ratones y humanos estén protegiendo a los humanos con 

deficiencia de lipina-1 de la lipodistrofia. Entre estas diferencias metabólicas podemos 

destacar la mayor dependencia de la lipogénesis de novo en el tejido adiposo de ratón 

que en el tejido adiposo humano (122), y/o una posible compensación por la pérdida de 

lipina-1 en humanos por parte de otros miembros de la familia de las lipinas. 

Se desconoce si los humanos con deficiencia de lipina-1 desarrollan hígado graso 

durante las primeras semanas de vida, aunque cabe destacar que se ha relacionado una 

variación genética en LPIN1 con la presencia y gravedad de la enfermedad de hígado 

graso en niños (123). 
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Mediante estudios de asociación del genoma completo en humanos se han identificado 

mutaciones en LPIN2 y LPIN3 relacionadas con diferentes patologías, principalmente 

metabólicas.  Un polimorfismo en la región UTR 3’ de LPIN2 se ha relacionado con la 

distribución de grasa, la glucosa y los niveles de insulina en diabéticos tipo 2 (124). 

Además, las mutaciones sin sentido de LPIN2 o la mutación con cambio de sentido 

(S734L) en el dominio C-LIP producen una patología conocida como síndrome de Majeed 

(125). 

 

A.3.4.1 El síndrome de Majeed 

El síndrome de Majeed se considera como enfermedad muy rara, hasta la fecha se ha 

observado en treinta y dos individuos en un total de diecinueve familias. Se describió 

por primera vez en 1989, en tres niños de una familia consanguínea que presentaba 

osteomielitis multifocal recurrente crónica (CRMO), anemia diseritropoyética congénita 

(CDA) y dermatosis neutrofílica transitoria (126). Posteriormente fue descrito otro caso 

infantil, dos hermanos de otra familia consanguínea no relacionada (127). Estos niños 

presentaron un importante retraso en el crecimiento, fiebres recurrentes y dolor óseo, 

a veces con contracturas articulares debida a la CRMO y requerían de múltiples 

transfusiones de glóbulos rojos debido a la CDA (126-128). Los marcadores 

inflamatorios, incluida la tasa de sedimentación de eritrocitos, estaban elevados en los 

seis niños. Los medicamentos antiinflamatorios no esteroideos mejoraron, pero no 

controlaron la sintomatología. Fue en 2005 cuando, mediante técnicas de clonaje 

posicional y mapeo de homocigosis, Ferguson et al. (129) identificaron al gen LPIN2 

como responsable de las patologías observadas en estos pacientes. 

El mapeo genético de homocigotos utilizando DNA de 2 familias afectadas no 

relacionadas entre sí demostró vinculación con marcadores en una región de 1,8 Mb en 

el cromosoma 18p. La secuenciación reveló mutaciones únicas en el gen LPIN2 de cada 

familia (129). Los individuos afectados de una familia eran homocigotos para una 

mutación sin sentido que reemplazaba la serina altamente conservada en el aminoácido 

734 con una leucina (p.S734L), mientras que los niños afectados de la otra familia tenían 

una mutación de cambio de marco causada por una eliminación consecutiva de 2 pares 

de bases que resultó en un codón de stop prematuro en el primer cuarto de la secuencia 
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codificante (p.C181*). Hasta la fecha, se han informado 9 mutaciones únicas en familias 

no relacionadas con distintos orígenes (Figura A.15). Todos ellos han sido homocigotos 

y sólo dos pacientes tienen un genotipo heterocigoto compuesto (131, 132). La mayoría 

de las mutaciones son perjudiciales y conducen a una proteína truncada con pérdida de 

función. Sin embargo, dos familias albergan mutaciones sin sentido que cambian 

aminoácidos altamente conservados; uno alterando la serina en el aminoácido 734 a 

una leucina (p.S734L) y el otro alterando la prolina en el aminoácido 736 a una histidina 

(p.P736H) (126, 129). 

Hasta la fecha, no existe un patrón claro de correlación genotipo-fenotipo que explique 

la heterogeneidad clínica del síndrome de Majeed. La mutación S734L anula la actividad 

PAP de la lipina-2 pero no su actividad como coactivador transcripcional ni su habilidad 

para asociarse a membranas microsomales (80), lo que indica que la pérdida en la 

actividad catalítica es suficiente para provocar el síndrome de Majeed. 

 

 

Figura A.15. Mutaciones asociadas al síndrome de Majeed. LPIN2 está compuesto por 20 

exones. Las mutaciones patógenas se localizan a lo largo del gen. Se predice que la mayoría de 

las mutaciones que causan enfermedades reportadas hasta la fecha dan como resultado un 

truncamiento prematuro o eliminación de exón (130). 
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Debido a la rareza de la enfermedad y a las limitaciones para realizar estudios en 

humanos aún se desconoce cómo se relaciona la patogénesis de la enfermedad con la 

función de la lipina-2 y el metabolismo de los glicerolípidos. Los últimos datos obtenidos 

en humanos han implicado a la IL-1 en las anomalías óseas del síndrome de Majeed. 

En 2013 se publicó un estudio en el que, tras el tratamiento con fármacos bloqueantes 

de la acción de la IL-1 (Anakinra, un antagonista del receptor de IL-1 y Canakinumab, 

un anticuerpo contra IL-1) de dos pacientes con síndrome de Majeed, se observó una 

notable mejoría clínica (133). Como se comentó anteriormente, la falta de lipina-2 

provoca, ante un estímulo proinflamatorio, una sobreactivación del inflamasoma NLRP3 

con el consecuente procesamiento de caspasa-1 y la maduración de pro-IL-1 a IL-1 

(96). Por lo tanto, la lipina-2 juega un papel clave en la regulación de la producción de 

IL-1 y esto explica gran parte de la patología encontrada en pacientes con el síndrome 

de Majeed. 
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Considerando los antecedentes descritos anteriormente y, puesto que la lipina-2 juega 

un papel fundamental en el metabolismo lipídico y en la respuesta inmune, el objetivo 

principal de este trabajo es el análisis lipidómico de diferentes sistemas celulares, 

principalmente macrófagos, carentes de lipina-2. 

 

Este objetivo general puede desglosarse en varios objetivos más específicos: 

 

• Estudiar el lipidoma en línea celular macrofágica en la cual se alteró la expresión 

génica de lipina-2. 

 

• Estudiar el lipidoma de fibroblastos procedentes de animales carentes de lipina-

2 con el fin de comprobar si esta deficiencia afecta de forma diferente a sistemas 

celulares diferentes. 

 

 

• Estudiar el lipidoma de macrófagos derivados de médula ósea procedentes de 

ratones carentes de lipina-2 comparando estos estudios con los obtenidos en la 

línea celular macrofágica. 

 

• Estudiar cómo afecta la carencia de lipina-2 a la regulación de otras enzimas del 

metabolismo lipídico. 

 

 

• Identificar las alteraciones que provoca la falta de lipina-2 en propiedades 

biológicas de la célula o en diferentes procesos como la remodelación de PUFAs 

o en la síntesis de Cer durante la activación celular.
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C.1 Materiales 

C.1.1 Cultivo celular 

Medio Corning ™ RPMI 1640 (Capricorn Scientific) 

Medio BioWhitttaker ® DMEM (Lonza) 

Suero fetal bovino (FBS) (Gibco) 

Suero normal de cabra (NGS) (Gibco) 

Penicilina (Gibco) 

Estreptomicina (Gibco) 

L-Glutamina (Corning) 

Placas y frascos para cultivo celular (BD Biosciences) 

Raspadores de células (BD Biosciences) 

TRYPLE (Gibco) 

C.1.2 Disolventes y reactivos líquidos 

Agua de grado biología molecular (Invitrogen) 

Agua, grado HPLC Optima (Thermo Fisher) 

Cloroformo, grado HPLC (Thermo Fisher) 

Metanol, grado HPLC (Thermo Fisher) 

n-hexano, grado HPLC (Sigma-Aldrich) 

Hexano, mezcla de isómeros, grado HPLC (Sigma-Aldrich) 

2-propanol, grado HPLC (Thermo Fisher) 

Dietil éter (Scharlau) 

Ácido acético, glacial (Scharlau) 

Hidróxido de amonio al 32 %, grado HPLC (Merck) 
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Acetonitrilo grado HPLC (Sigma-Aldrich) 

Metanol 99.8 %, anhidro (Sigma-Aldrich) 

Ácido clorhídrico 35 % (Scharlau) 

Tolueno, extrapuro (Scharlau) 

Etanol, absoluto (Scharlau) 

Dimetil sulfóxido (DMSO), extrapuro (Scharlau) 

Ácido sulfúrico, extrapuro (Scharlau) 

Tritón X-100 (Scharlau) 

Azul de tripano 0.4 % (Sigma-Aldrich) 

Reactivo de 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 (Sigma-Aldrich) 

Ácido bórico (Sigma-Aldrich) 

Hidróxido de potasio (Scharlau) 

Hidróxido de sodio (Scharlau) 

Yodo (Scharlau) 

Cloruro potásico (Scharlau) 

Cloruro sódico (Scharlau) 

Monohidrogenofosfato de sodio (Scharlau) 

Dihidrogenofosfato de potasio (Scharlau) 

Tris-base (Tris-(hidroximetil)-aminometano) (Scharlau) 

Tris-HCl (Scharlau) 
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Butilhidroxitolueno (Sigma-Aldrich) 

Placas de silicagel (Macherey-Nagel) 

Columnas de sílice para extracción en fase solida (Supelco Discovery DSC-Si, Sigma-

Aldrich) 

Cubetas para espectrofotómetro (Kartell) 

C.1.4 Gases 

Nitrógeno, extrapuro (Air Liquide) 

Helio, extrapuro (Air Liquide) 

Argón, extrapuro (Air Liquide) 

Dióxido de carbono, extrapuro (Air Liquide) 

C.1.5 Estímulos e inhibidores 

Zimosán (Santa Cruz) 

LPS de Escherichia coli O111:B4 (Sigma-Aldrich) 

Inhibidor de SCD-1 (CAY10566) (Cayman) 

Inhibidor de SCD-1 (MF-438) (Cayman)  
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C.1.6 Lípidos 

Lípidos empleados como estándares internos para espectrometría de masas o 

estándares para separación por cromatografía en capa fina (TLC). 

Ácido araquidónico (AA, 20:4n-6) (Sigma-Aldrich) 

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

1,2-diheptadecanoil-sn-glicero-3-fosfoetanolamina (PE(17:0/17:0)) (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) 

Ácido heptadecanoico (17:0) (Sigma-Aldrich) 

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

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

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

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

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

1-palmitoil-2-oleoil-sn-glicero-3-fosfoetanolamina (PE(16:0/18:1)) (Avanti) 

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

Mezcla de especies de fosfatidilinositol de hígado, bovino (PI) (Avanti) 
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C.1.7 Inmunodetección de proteínas (Inmunoblot) 

Anticuerpo policlonal de conejo frente a SCD-1 (Cell Signaling) 

Anticuerpo monoclonal de ratón frente a SCD-1 (Santa Cruz) 

Anticuerpo monoclonal de conejo frente a SCD-1 (Abcam) 

Anticuerpo monoclonal de ratón frente a -actina (Sigma-Aldrich) 

Anticuerpo de burro anti IgG de conejo, conjugado con peroxidasa de rábano (GE-

Healthcare) 

Anticuerpo de oveja anti IgG de ratón, conjugado con peroxidasa de rábano (GE-

Healthcare) 

Marcadores de peso molecular (Thermo Fisher) 

Acrilamida/bis-acrilamida al 30 %, 37.5:1 (Bio-Rad) 

Persulfato de amonio (APS) (Bio-Rad) 

N, N, N’, N’-Tetrametiletilendiamina (TEMED) (Sigma-Aldrich) 

Membranas de fluoruro de polivinilideno (PVDF) (Merck) 

Tween-20 (Scharlau) 

Ortovanadato sódico (Sigma-Aldrich) 

Fluoruro de fenilmetilsulfonio (PMSF) (Sigma-Aldrich) 

Cóctel de inhibidores de proteasas (Sigma-Aldrich) 

Glicina (Scharlau) 

Glicerol (Scharlau) 

Dodecilsulfato sódico (SDS) (Scharlau) 

-mercaptoetanol (Scharlau) 

Azul de bromofenol (Scharlau) 

Ácido 3-(ciclohexilamino)-1-propanosulfonico (CAPS) (Sigma-Aldrich) 
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ECL (Thermo Fisher) 

Peróxido de hidrogeno al 30 % (Scharlau) 

Fuji Medical X-Ray Film (Fujifilm) 

C.1.8 Transfección con siRNA, extracción de RNA, síntesis de 

cDNA y RT-qPCR 

Opti-MEM® (Gibco) 

Lipofectamine™ RNAiMAX (Invitrogen) 

PRImeZOL™ (Canvax) 

Cloroformo, grado HPLC (Fisher Chemical) 

2-propanol, grado biología molecular (Fisher Chemical) 

Etanol, grado biología molecular (Scharlau) 

Agua, grado biología molecular (Corning) 

Kit Verso cDNA (Thermo Fisher) 

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

C.1.9 Microscopia de fluorescencia 

Medio HBSS (Gibco) 

Toxina colérica subunidad B Alexa Fluor ™ 488 (Invitrogen) 

Anticuerpo de cabra anti IgG de conejo Alexa Fluor ™ 488 Fab (Invitrogen) 

Hoechst 33342 (Thermo Scientific) 

Cubres y portas (Thermo Fisher) 

Paraformaldehído (EMS) 

Polivinil-alcohol (Sigma-Aldrich) 

DABCO ® (Sigma-Aldrich) 
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C.1.10 Tampones y soluciones 

✓ Tampón fosfato salino (PBS) 

Composición: NaCl 136 mM, KCl 2.7 mM, Na2HPO4 * H2O 8 mM, KH2PO4 1.5 mM 

Uso: Lavado de células, base de otros tampones. 

✓ “Working solution” para medida de fluidez de membrana por microscopía 

confocal 

Composición: Medio RPMI con suero frío y toxina colérica subunidad B Alexa 

Fluor ™ 488 0.1 % (v/v) 

Uso: Medida fluidez de membrana por FRAP mediante microscopia confocal. 

✓ Solución de bloqueo 

Composición: 5 % (p/v) de leche deslipidada en PBS 

Uso: Inmunoblot. 

✓ Tampón de lisis celular 

Composición: Tris-HCl 50 mM, pH 7.4, NaCl 150 mM, Triton X-100 1 % (v/v), EDTA 

1 mM, EGTA 1 mM, Na4P2O7 5 mM, -glicerol fosfato 50 mM, sacarosa 270 mM, 

-mercaptoetanol 0.1 % (p/v).  Antes del lisado se añade: NaF 10 mM, PMSF 0.1 

mM, Na3VO4 1 mM y cóctel de inhibidores de proteasas (PIC) 1x 

Uso: Inmunoblot. 

✓ Tampón de carga/Tampón Laemmli (5x) 

Composición: Tris-base 156 mM, pH 6.8, Glicerol 50 % (v/v), Dodecilsulfato 

sódico 10 % (p/v), -mercaptoetanol 20 % (p/v), azul de bromofenol 0.002 % 

(p/v) 

Uso: Inmunoblot. 

✓ Tampón de electroforesis 

Composición: Tris-base 25 mM, Glicina 0.2 mM, Dodecilsulfato sódico 1 g/L 

Uso: Inmunoblot. 

✓ Tampón de transferencia 

Composición: CAPS 10 mM, pH 11 

Uso: Inmunoblot. 
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✓ Solución de revelado 

Composición: 10 mL ECL (Tris-Base 1-5 %, etilenglicol 1-3 %), 3.3 L de H2O2 al 30 

% 

Uso: Inmunoblot. 

✓ Gelvatol 

Composición: Polivinil-alcohol 9.6 % (p/v), Glicerol 24 % (v/v), DABCO ® 2.5 % 

(p/v) 

Uso: Microscopía de fluorescencia. 

 

C.1.11 Material biológico 

La línea celular macrofágica RAW 264.7 (ATCC® TIB-71™) fue comprada en American 

Type Culture Collection. 

La línea celular de fibroblastos L-929 fue proporcionada por el Centro de Investigaciones 

Biológicas (CSIC, Madrid). 

Los fibroblastos embrionarios se obtuvieron a partir de ratones C57BL/6N wild type (Wt) 

y knockout para lipina-2 (KO Lpin2). 

Los macrófagos derivados de médula ósea de ratón se obtuvieron a partir de ratones 

C57BL/6N wild type (Wt) y knockout para lipina-2 (KO Lpin2). Se utilizaron ratones 

machos con edades comprendidas entre los 2 y 3 meses. Los ratones se mantuvieron en 

condiciones de temperatura constante (21-24 °C), con un ciclo de luz/oscuridad de 12 

horas y fueron alimentados ad libitum con una dieta especial para animales de 

laboratorio y con libre acceso a agua estéril. 

Todos los procedimientos experimentales fueron aprobados por el Comité Institucional 

de Cuidado y Uso de Animales de la Universidad de Valladolid y de acuerdo con la 

legislación española y europea sobre investigación animal (Directiva 2010/63/UE). 

 

 

 

 

 



Materiales y métodos 

69 
 

C.1.12 Equipamiento 

 

✓ Cromatografía de gases acoplado a espectrometría de masas (GC-MS) 

Agilent 7890A (cromatógrafo de gases) (Agilent) 

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

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

espesor de película) (Agilent) 

Software de control y análisis: Agilent G1701EA MSD Productivity Chemstation 

✓ Cromatografía de líquidos de alta resolución acoplado a espectrometría de 

masas (HPLC-MS) 

Inyector automático Ultimate ACC-3000 (Thermo Fisher) 

Bomba binaria Ultimate HPG-3400SD (Thermo Fisher) 

Espectrómetro de masas de triple cuadrupolo (QTRAP4500) (AB Sciex) 

Fuente de iones Turbo V (AB Sciex) 

Sonda TurbolonSpray (AB Sciex) 

Columna Fortis HILIC (Fortis) 

Columna SUPELCOSIL LC-18 (Sigma-Aldrich) 

Software de control y análisis: Analyst v.1.5.2 (AB Sciex) 

✓ PCR cuantitativa a tiempo real (RT-qPCR) 

ABI7500 (Applied Biosystems; Carlsbad, CA, USA) 

Software de análisis: 7500 Software v.2.3 

✓ Microscopía de fluorescencia y microscopia confocal 

Microscopio confocal Leica TCS SP5X 

Software de análisis: Image J (NIH) 

Software análisis de translocación Cell profiler (Broad Institute of Harvard and 

MIT) 

 

 

 

 

 



Materiales y métodos 

70 
 

✓ Otros equipos 

Sonicador: VibracellTM 75115 (Bioblock Scientific) 

Espectrofotómetro: BioPhotometer Plus (Eppendorf) 

Cuantificación de RNA: Nanodrop ND-2000 (Thermo Fisher) 

Evaporación de disolventes: Concentrator 5301 (Eppendorf) 

Balanza de precisión: Explorer Pro (Ohaus) 

Cubetas para placas de cromatografía en capa fina: Fungicrom Separating 

Chambers (Fungilab) 

Termobloque: Thermoblock (Grant) 

Baño de agitación: SW22 (Julabo) 

✓ Bases de datos y software 

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 Sociedad Americana de Químicos del 

Petróleo (AOCS) http://lipidlibrary.aocs.org 

Diseño de cebadores 

PrimerBank, proporcionado por el Hospital General de Massachusetts y Harvard 

Medical School http://pga.mgh.harvard.edu/primerbank 

Análisis estadístico y representación de graficas 

SigmaPlot v.11.0 

Representación de estructuras químicas y biológicas 

ChemDraw Professional v.15.0 
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C.2 Métodos experimentales 

C.2.1 Aislamiento, cultivo y tratamientos celulares 

Cultivo de la línea celular macrofágica RAW 264.7 

El cultivo de estas células adherentes se llevó a cabo usando como medio DMEM 

suplementado con L-glutamina 2 mM, 10 % (v/v) de suero fetal bovino (FBS) inactivado 

por choque térmico, 100 U/mL de penicilina y 100 g/mL de estreptomicina. Las células 

se mantuvieron en un incubador a 37 °C con una atmosfera húmeda conteniendo un 5 

% de CO2 y el proceso de subcultivo fue llevado a cabo una vez que las células alcanzaron 

una confluencia del 80 % aproximadamente (cada 48h). 

Silenciamiento génico mediante transfección con siRNA en la línea celular 

macrofágica RAW 264.7 

Para la introducción de las moléculas de siRNA se empleó el reactivo comercial 

Lipofectamine™ RNAiMAX, un reactivo catiónico que forma liposomas y permite la 

entrada del RNA al interior de la célula. Antes de cada experimento se aseguró que la 

confluencia fuera de al menos el 85% y que el pase de las células no fuera superior a 7. 

En el momento de la transfección se cambió el medio de cultivo por medio Opti-MEM® 

sin antibiótico. En primer lugar, se preparó una mezcla conteniendo la lipofectamina 

diluida en medio Opti-MEM® sin antibiótico. Dicha dilución se dejó reposar 5 minutos y 

posteriormente se añadieron los siRNA. La mezcla se dejó reposar tras una leve 

agitación, con cuidado para evitar que se rompan los liposomas, hasta transcurridos los 

20 minutos a temperatura ambiente. Por otro lado, se plaquearon 5 * 105 células en 

cada pocillo en placas de 12 pocillos en 500 L de medio de cultivo DMEM sin antibiótico 

y sobre los mismos se añadieron 100 L de la dilución preparada anteriormente de los 

siRNA con los liposomas gota a gota, logrando una concentración final de siRNA de 20 

nM.  
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Las placas se agitaron levemente y se incubaron overnight. Posteriormente se cambió el 

medio de cultivo a medio de cultivo con antibiótico dejando las placas en cultivo durante 

24 horas más. La extracción del RNA y la comprobación del silenciamiento obtenido se 

llevó a cabo transcurrido ese tiempo.  

Para el silenciamiento génico del gen Lpin2 se usó una secuencia ON-TARGET plus 

SMART pool (GE Dharmacon). Como control del silenciamiento se usó una secuencia ON-

TARGET plus SMART pool (GE Dharmacon), que es una secuencia de siRNA sin genes 

diana en la célula, referidos como siRNA (-).  

Aislamiento, cultivo e inmortalización de fibroblastos embrionarios de 

ratón (MEFs) 

Para la obtención de fibroblastos embrionarios de ratón se cruzaron animales 

heterocigotos para el gen de la lipina-2. Los embriones se aislaron a día 13.5 de 

desarrollo sacrificando las hembras gestantes por desmédulación previo 

adormecimiento con CO2. Se separó la cabeza para determinar el genotipo y se eliminó 

el vestigio de sistema circulatorio. La obtención de MEFs se llevó a cabo en ratones wild 

type y KO Lpin2 mediante digestión del tronco y extremidades del embrión con tripsina 

0.05 % durante 45 min a 37 oC, homogeneizando cada 10 min con ayuda de una 

micropipeta. Transcurrido el tiempo de digestión, se inactivó la tripsina con medio de 

cultivo (DMEM suplementado con L-glutamina 2 mM, penicilina 100 U/mL, 

estreptomicina 100 g/mL y suero fetal bovino al 10 %). El disgregado se pasó 10 veces 

por una jeringa con aguja 23 g para asegurar la total digestión y se filtró con un tamiz 

celular de malla de nylon de 40 µm de tamaño de poro. 

El cultivo de estas células adherentes se llevó a cabo usando como medio DMEM 

suplementado con L-glutamina 2 mM, 10 % (v/v) de suero fetal bovino (FBS), 100 U/mL 

de penicilina, 100 g/mL de estreptomicina y 0.1 mM de -mercaptoetanol. Las células 

se mantuvieron en un incubador a 37 °C con una atmosfera húmeda conteniendo un 5 

% de CO2 y el proceso de subcultivo fue llevado a cabo una vez que las células alcanzaron 

una confluencia del 70 % aproximadamente (cada 48h). 
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La inmortalización se realizó siguiendo el modelo de obtención de la línea celular 3T3 

descrito en 1963 por Todaro & Green (134). Brevemente, se plaquearon las MEFs a razón 

de 300 000 células en frasco de 25 cm2 de superficie y 5 mL de volumen y se hicieron 

subcultivos cada 3 días manteniendo el número de células y utilizando tripsina como 

agente de digestión de proteínas de adhesión. Durante el proceso, se utilizó el medio de 

cultivo indicado anteriormente. La inmortalización se consiguió en pase 25. 

Aislamiento y cultivo de macrófagos derivados de médula ósea 

inmortalizados (iBMDM) 

Estas células se obtuvieron a partir de ratones wild type y KO Lpin2 de 2 a 3 meses de 

edad sacrificados por dióxido de carbono y dislocación cervical. Se extrajeron el fémur y 

la tibia y se aisló la médula ósea como sigue. En primer lugar, se separó fémur y tibia y 

se extrajo la cabeza del hueso a la altura de la rodilla. Los huesos se introdujeron en 

tubos de 0.5 mL con un pequeño orificio en el fondo y que contenían 100 L de medio 

RPMI 1640 suplementado con 10 % (v/v) de suero fetal bovino (FBS), 100 U/mL de 

penicilina, 100 g/mL de estreptomicina y L-glutamina 2 mM. Posteriormente, se 

introdujeron los tubos de 0.5 mL en tubos de 1.5 mL para recoger la médula ósea por 

centrifugación a 3000 x g durante 3 minutos. Después de la centrifugación, se formó un 

pellet de células en el fondo del tubo de 1.5 ml que contiene los macrófagos derivados 

de médula ósea. 

El cultivo de estas células adherentes una vez inmortalizadas se llevó a cabo usando 

como medio RPMI 1640 suplementado con L-glutamina 2 mM, 10 % (v/v) de FBS, 100 

U/mL de penicilina y 100 g/mL de estreptomicina. Las células se mantuvieron en un 

incubador a 37 °C con una atmosfera húmeda conteniendo un 5 % de CO2 y el proceso 

de subcultivo fue llevado a cabo una vez que las células alcanzaron una confluencia del 

80 % aproximadamente (cada 48h). 
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Inmortalización de macrófagos derivados de médula ósea (iBMDM) 

Para el proceso de inmortalización de los macrófagos derivados de médula ósea 

(BMDMs) se siguió la técnica basada en la utilización de retrovirus J2 que contienen los 

oncogenes v-raf y v-myc (135).  

Los retrovirus J2 se obtuvieron del medio de cultivo de la línea celular AMJ2-C11 (ATCC 

CRL-2456). Para ello, las células se cultivaron durante dos días en placas con área de 10 

cm2 a una densidad de 1x105 células/mL, y en medio DMEM suplementado con L-

glutamina 2 mM, penicilina 100 U/mL, estreptomicina 100 g/mL y suero fetal bovino al 

10 %. Transcurridos los dos días, se recogió el sobrenadante, se centrifugó a 150 x g 10 

min a temperatura ambiente y se purificó con un filtro de 0.45 m de tamaño de poro. 

La línea celular fibroblástica L-929 produce y libera grandes cantidades de citoquinas 

requeridas para la diferenciación macrofágica, como M-CSF (Factor estimulante de 

colonias de macrófagos). Dicha citoquina es un factor de crecimiento hematopoyético 

involucrado en la proliferación, diferenciación y supervivencia de monocitos y 

macrófagos (136, 137). Para la obtención del sobrenadante de esta línea celular las 

células se incubaron en una densidad de 0.5x106 en un frasco P75 y 20 mL de DMEM 

suplementado con L-glutamina 2 mM, penicilina 100 U/mL, estreptomicina 100 g/mL 

y suero fetal bovino al 10 %. Tras 7 días de cultivo, se recogió el sobrenadante y se 

centrifugó a 300 x g durante 10 minutos para eliminar los restos celulares. 

Posteriormente se purificó con un filtro de 0.22 m de tamaño de poro y se almacenó a 

-20 °C hasta su uso. 

El protocolo de inmortalización utilizado se basó en el descrito por De Nardo et al. (135) 

en 2018, con modificaciones. A día 4 de diferenciación, cuando las células están en fase 

de crecimiento, se procedió a la primera ronda de infección con los retrovirus. Para ello, 

se combinó un 40 % del medio de cultivo RPMI suplementado con L-glutamina 2 mM, 

penicilina 100 U/mL, estreptomicina 100 g/mL y suero fetal bovino al 10 %, con un 50 

% de sobrenadante obtenido del cultivo de las células AMJ2-C11 y un 10 % de 

sobrenadante L929. Transcurridas 24 horas, se eliminó este medio y se dejaron las 

células en medio de cultivo completo (RPMI con suero, antibióticos y L-glutamina) 

durante un día. A día 6 de diferenciación se realizó una segunda infección repitiendo 
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exactamente los pasos realizados en la primera. Cuando se observó crecimiento celular 

se redujo el porcentaje de sobrenadante L929 contenido en el medio de cultivo. Dicho 

porcentaje fue reduciéndose a la mitad de manera gradual cada vez que se reestableció 

la división celular. El proceso de inmortalización se consideró completo en el momento 

en el que las células fueron capaces de dividirse sin presencia de sobrenadante L929. 

Tratamientos y estímulos 

El tratamiento con los inhibidores de SCD-1 (CAY10566 3 M, MF-438 1 M) se llevó a 

cabo añadiendo dichos inhibidores disueltos en DMSO a las células en cultivo, se 

mantuvieron con este tratamiento en medio con suero durante 24 horas y 

posteriormente se cambió a medio sin suero durante 1 hora antes de la estimulación 

con LPS a 200 ng/mL o zimosán a 500 g/mL durante 6 horas. 

Para la preparación del zimosán, las partículas se resuspendieron en PBS y se 

hirvieron durante 60 minutos a 100 °C, tras lo cual se centrifugaron durante 30 

minutos a 3220 x g y se lavaron tres veces con PBS. El pellet se resuspendió a 20 mg/mL 

en PBS y se congeló hasta su uso. El zimosán se sonicó tres veces durante 15 s a 23% de 

amplitud y se diluyó en medio libre de suero antes de añadirlo a las células. 
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C.2.2 Extracción de lípidos de células 

Los lípidos totales se extrajeron según el método descrito por Bligh y Dyer (138). Las 

células se rasparon con H2O/MeOH 1:1 (v/v), y se añadieron los estándares internos 

necesarios según qué tipo de lípidos se analicen. A continuación, se añadieron 3.75 

volúmenes de cloroformo/metanol 1:2 (v/v), en relación con el volumen de la fase 

acuosa inicial. Tras agitar enérgicamente, se incorporaron 1.25 volúmenes de H2O y 1.25 

volúmenes de cloroformo. Las muestras se agitaron y se centrifugaron durante 5 

minutos a 5900 x g y a 15 °C para separar las fases. Tras esta centrifugación los lípidos 

quedaron en la fase inferior (clorofórmica). Dicha fase orgánica se transfirió a un tubo 

eppendorf y se realizó una segunda extracción añadiendo 2 volúmenes de cloroformo a 

la fase acuosa. La fase orgánica obtenida en la segunda extracción se combinó con la 

anterior y se evaporó por centrifugación a vacío obteniendo el extracto lipídico total de 

las células. 

C.2.3 Separación e identificación de clases de lípidos por 

cromatografía en capa fina 

La separación de las diferentes clases de lípidos fue llevada a cabo por cromatografía en 

capa fina (TLC) usando placas de sílice como fase estacionaria. Las placas fueron secadas 

por calor a 70 °C durante al menos 1 hora. Para cargar las muestras en las placas 

cromatográficas, los extractos lipídicos se resuspendieron en 20 μL de 

cloroformo/metanol 2:1 (v/v) y en los laterales de las placas se cargaron patrones 

insaturados correspondientes a cada especie con el fin de identificarlos mediante su 

factor de retención al revelar la placa en yodo. 

En el caso de separación de lípidos neutros (Figura C.1) (DAG, TAG y CE) se empleó una 

fase móvil con una mezcla de n-hexano/dietiléter/ácido acético 70:30:1 (v/v) (139). 

En el caso de la separación de las clases de fosfolípidos (Figura C.2) (PC, PE, PS, PI y PA) 

se utilizaron placas de sílice pretratadas con ácido bórico al 1.8 % (p/v), con un período 

de secado intermedio y una fase móvil de cloroformo/metanol/hidróxido de amonio al 

28 % 65:35:4 (v/v), la cual se pasó dos veces por la TLC. 

Las zonas donde se encuentran los lípidos de cada muestra se rasparon de la placa. La 

extracción de los lípidos adsorbidos en la sílice se realizó utilizando 1 mL de 
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cloroformo/metanol 1:2 (v/v) y 1 mL de cloroformo/metanol 2:1 (v/v). En cada 

extracción se centrifugó a 7080 x g a 15 °C durante 5 minutos recogiendo a un nuevo 

eppendorf el sobrenadante ignorando la sílice. 

 

Figura C.1. Separación de distintas clases de lípidos neutros por cromatografía en capa fina 

(TLC). La placa de sílice se activó por calor a 70 °C durante al menos 1 hora y se pincharon 2 L 

de cada estándar de clase de lípido conteniendo ácidos grasos insaturados. La placa se corrió en 

el sistema n-hexano/dietiléter/ácido acético 70:30:1 (v/v). Los lípidos se tiñeron con vapores de 

yodo. 
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Figura C.2. Separación de distintas clases de fosfolípidos por cromatografía en capa fina (TLC). 

La placa de sílice se activó por calor a 70 °C durante al menos 1 hora, se realizó un pretratamiento 

de la misma con ácido bórico al 1.8 % (p/v) y se pincharon 2 L de cada estándar de clase de 

lípido conteniendo ácidos grasos insaturados. La placa se corrió en el sistema 

cloroformo/metanol/hidróxido de amonio al 28 % 65:35:4 (v/v). Los lípidos se tiñeron con 

vapores de yodo. 
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C.2.4 Derivatización de ácidos grasos y análisis por cromatografía 

de gases acoplada a espectrometría de masas (GC-MS) 

Debido a que los ácidos grasos contenidos en las diferentes clases de lípidos no son lo 

suficientemente volátiles para ser analizados por cromatografía de gases, es necesaria 

una etapa previa de derivatización química. Esta derivatización permite, por una parte, 

separar los ácidos grasos del esqueleto de glicerol o colesterol en el que se encuentran 

esterificados y, por otra parte, convertirlos en ésteres metílicos (FAMEs), que son 

compuestos más estables y volátiles, con el fin de mejorar su ionización, así como su 

separación en la columna capilar del cromatógrafo de gases. El protocolo para la 

separación de los FAMEs se adaptó inicialmente de Abu et al. (140) y ha sido 

optimizando en el laboratorio para una mejor separación de los mismos. 

Los extractos lipídicos se disolvieron en 150 L de cloroformo/metanol 2:1 (v/v) y se 

transfirieron a tubos de borosilicato. Seguidamente se añadió 1 mL de KOH 0.5 M en 

metanol anhidro y se dejó reaccionar en baño con agitación a 37 °C durante 1 hora. La 

reacción se neutralizó con 1 mL de HCl 0.5 M en solución acuosa y los ésteres metílicos 

de los ácidos grasos se extrajeron con 2 mL de n-hexano tras centrifugar la mezcla a 800 

x g durante 5 minutos a 16 °C. 

El análisis de los ésteres metílicos se llevó a cabo por GC-MS usando un equipo de 

cromatografía de gases Agilent 7890A acoplado a un detector de masas Agilent 5975C 

que opera en modo de impacto electrónico (EI, 70 eV) con inyección automática Agilent 

7693. La columna usada para la separación de FAMEs es un modelo Agilent DB23 (60 m 

longitud x 0.250 m diámetro interno, 0.15 m de espesor de película) cuya fase 

estacionaria es de (50 %-cianopropil)-metilpolisiloxano.  

Se inyectó 1 L de muestra en modo splitless (sin división de la muestra) y como gas 

portador se usó helio a una presión constante de 26.1 libra fuerza por pulgada cuadrada 

(psi). La temperatura de entrada se mantuvo a 250 °C. La temperatura del horno se 

mantuvo a 50 °C durante 1 min, luego se aumentó a 175 °C a intervalos de 25 °C por 

minuto, y a 230 °C a intervalos de 2.75 °C por minuto. La temperatura final se mantuvo 

durante 5 minutos, y el tiempo de ejecución fue de 33 minutos. La línea de transferencia 

de la espectrometría de masas se mantuvo a 250 °C y el cuadrupolo y la fuente del 
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espectrómetro de masas a 150 °C y 230 °C. Se utilizó helio como como gas portador a 

una presión constante de 180 kPa. La adquisición de datos se llevó a cabo tanto en modo 

de barrido como de monitorización de iones seleccionados (SIM). El modo de barrido se 

utilizó para la identificación de los compuestos, comparándolos con los estándares 

comerciales de FAMEs y con los espectros de la biblioteca del NIST (Instituto Nacional 

de Estándares y Tecnología). 

El modo SIM se utilizó para la cuantificación, sirviéndose de los fragmentos 74 y 87 para 

los FAME saturados, 83 para los monoinsaturados, 67 y 81 para los diinsaturados y 79 y 

91 para los ésteres metílicos de ácidos grasos poliinsaturados. Para las curvas de 

calibración se empleó una mezcla de 37 componentes de Supelco. El análisis de los datos 

se realizó con el software Agilent G1701EA MSD Productivity Chemstation. 
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C.2.5 Análisis de especies de fosfolípidos y esfingolípidos por 

cromatografía de líquidos de alta resolución acoplada a 

espectrometría de masas 

Mediante esta técnica determinamos de forma semicuantitativa el contenido de 

especies moleculares de las diferentes clases de PC, PE, PS, PI, PA, PG, bis-

monoacilglicerofosfato (BMP) y especies de SL como SM o Cer. El protocolo usado para 

lograr la separación cromatográfica en fase normal de las diferentes clases de 

fosfolípidos incluyendo SM se adaptó de Axelsen y Murphy (141). Para el análisis de Cer 

se utilizó el protocolo descrito por Shaner (142). Para el análisis de eicosanoides se siguió 

el procedimiento descrito por Dumlao et al. (143) con algunas modificaciones, aunque 

no se incluyen datos de estas mediciones en el trabajo. 

Las muestras, conteniendo los estándares internos correspondientes antes de la 

extracción, se resuspendieron en 100 L de fase móvil A, que contiene mezcla de 

isómeros de hexano/2-propanol 30:40 (v/v) y se inyectaron en un cromatógrafo líquido 

de alta resolución de Thermo Fisher Scientific Dionex Ultimate 3000 con un inyector 

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

Ultimate HPG-3400SD (Thermo Fisher). La columna empleada es una FORTIS HILIC (150 

× 3 mm, tamaño de partícula de 3 m) (Fortis Technologies), protegida con un cartucho 

Supelguard LC-Si (20 mm × 2.1 mm) (Sigma-Aldrich). 

La fase móvil empleada consiste en un gradiente de disolvente A (mezcla de isómeros 

de hexano/2 propanol, 30:40, v/v) y disolvente B (mezcla de isómeros de hexano/2-

propanol/20 mM de acetato de amonio en H2O, 30:40:7, v/v/v). 

El gradiente comenzó en 75 % A desde cero hasta 5 min, luego disminuyó del 75 % A al 

40 % A Dione los 15 min, del 40 % A al 5 % A Dione los 20 min, manteniéndose en el 5 % 

hasta los 40 min, y aumentando al 75 % a los 41 min. A continuación, la columna se 

reequilibró al 75 % A durante 14 minutos más antes de la siguiente inyección de 

muestra.  

El flujo a través de la columna se fijó en 400 L/min y se inyectaron 10 μl del extracto 

lipídico. Este flujo entró en la interfaz de ionización por electrospray de un 
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espectrómetro de masas híbrido de triple cuadrupolo Sciex QTRAP 4500 operando en 

modo de ionización negativa (AB Sciex). 

Los parámetros de la fuente de ionización se fijaron de la siguiente forma: IS (Voltaje 

aplicado al spray de ionización) = -4500 V/+5500 V, CUR (Gas cortina) = 20 psi, GS1 (Gas 

de nebulización) = 35 psi, GS2 (Gas de desolvatación) = 65 psi, TEM (Temperatura de 

desolvatación) = 400 °C. 

Los parámetros analíticos de las clases de PL y SL se fijaron según la siguiente tabla, ya 

que cambian en función de la cabeza polar: 

 

Clase de glicerofosfolípido/esfingolípido  DP (V) CE (V) 

Fosfatidilcolina -100 -75 

Fosfatidiletanolamina -60 -60 

Fosfatidilserina -60 -90 

Fosfatidilinositol -100 -90 

Fosfatidilglicerol -75 -70 

(Bis(monoacilglicerol)-fosfato) -75 -70 

Ácido fosfatídico -60 -90 

Esfingomielina -100 -75 

Ceramida -60 -50 

 

Tabla C.1. Optimización de parámetros para el análisis de fosfolípidos. DP: Potencial de 

desagrupación. CE: Energía de colisión. EP: Potencial de entrada. CXP: Potencial de salida de la 

celda de colisión. 
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La caracterización de las especies de fosfolípidos se llevó a cabo mediante la 

comparación de sus tiempos de retención con los que producen estándares analíticos 

homólogos. Todos los PL se detectaron como iones [M-H]- excepto para los iones de PC 

que fueron detectados como el aducto [M+CH3COO−]−, en ambos casos en modo MRM 

asignando transiciones Q1/Q3 con la masa total del fosfolípido y la masa de uno de los 

ácidos grasos que contiene dicho fosfolípido, respectivamente (Tablas C.2-C-10). La 

cuantificación se realizó integrando los picos cromatográficos de cada especie y 

comparándolos con el área del pico del patrón interno que corresponde a cada clase de 

fosfolípido. 

Especie m/z Q1 m/z Q3  Especie m/z Q1 m/z Q3 

PC(15:0/15:0) 764.500 241.400  PC(18:1/20:1) 872.600 309.500 

PC(16:0/16:0) 792.500 255.400 PC(18:1/20:3) 868.600 305.200 

PC(16:0/16:1) 790.500 253.400 PC(18:1/20:4) 866.600 303.200 

PC(16:0/18:0) 820.600 283.400 PC(O-16:0/16:0) 778.500 255.400 

PC(16:0/18:1) 818.600 281.400 PC(O-16:0/16:1) 776.500 253.400 

PC(16:0/18:2) 816.600 279.400 PC(O-16:0/18:0) 806.600 283.400 

PC(16:0/20:3) 842.600 305.200 PC(O-16:0/18:1) 804.600 281.400 

PC(16:0/20:4) 840.600 303.200 PC(O-16:1/18:1) 802.600 281.400 

PC(16:1/16:1) 788.400 253.200 PC(O-18:0/18:0) 834.600 283.400 

PC(16:1/18:0) 818.600 283.400 PC(O-18:0/18:1) 832.600 281.400 

PC(16:1/18:1) 816.600 281.400 PC(O-18:0/20:3) 856.600 305.200 

PC(18:0/18:0) 848.600 283.400 PC(O-18:0/20:4) 854.600 303.200 

PC(18:0/18:1) 846.600 281.400 PC(O-18:1/18:1) 830.600 281.400 

PC(18:0/18:2) 844.600 279.400 PC(O-18:1/18:2) 828.600 279.400 

PC(18:0/20:3) 870.600 305.200 PC(O-18:1/20:1) 858.600 309.500 

PC(18:0/20:4) 868.600 303.200 PC(O-18:1/20:3) 854.600 305.200 

PC(18:1/18:1) 844.600 281.400 PC(O-18:1/20:4) 852.600 303.200 

PC(18:1/18:2) 842.600 279.400 - - - 

 

Tabla C.2. Transiciones MRM (Multiple Reaction Monitoring) de las especies mayoritarias de 

glicerofosfolípidos de colina (PC) analizadas en iBMDM. 
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Especie m/z Q1 m/z Q3  Especie m/z Q1 m/z Q3 

PE(17:0/17:0) 718.500 269.400  PE(P-16:0/18:0) 702.500 283.400 

PE(16:0/16:0) 690.500 255.400 PE(P-16:0/18:1) 700.500 281.400 

PE(16:0/16:1) 688.500 253.400 PE(P-16:0/18:2) 698.500 279.400 

PE(16:0/18:0) 718.500 283.400 PE(P-16:0/20:3) 724.500 305.200 

PE(16:0/18:1) 716.500 281.400 PE(P-16:0/20:4) 722.500 303.200 

PE(16:0/20:4) 738.500 303.200 PE(P-16:0/22:4) 750.500 331.200 

PE(16:0/22:4) 766.500 331.200 PE(P-16:0/22:5) 748.500 329.200 

PE(16:0/22:5) 764.500 329.200 PE(P-16:1/16:1) 670.500 253.400 

PE(16:1/16:1) 686.500 253.400 PE(P-16:1/18:0) 700.500 283.400 

PE(16:1/18:0) 716.500 283.400 PE(P-16:1/18:1) 698.500 281.400 

PE(18:0/18:0) 746.500 283.400 PE(P-18:0/18:0) 730.500 283.400 

PE(18:0/18:1) 744.500 281.400 PE(P-18:0/18:1) 728.500 281.400 

PE(18:0/18:2) 742.500 279.400 PE(P-18:0/18:2) 726.500 279.400 

PE(18:0/20:3) 768.500 305.200 PE(P-18:0/20:3) 752.500 305.200 

PE(18:0/20:4) 766.500 303.200 PE(P-18:0/20:4) 750.500 303.200 

PE(18:0/22:4) 794.500 331.200 PE(P-18:0/20:5) 748.500 301.200 

PE(18:0/22:5) 792.500 329.200 PE(P-18:0/22:4) 778.500 331.200 

PE(18:0/22:6) 790.500 327.200 PE(P-18:0/22:5) 776.500 329.200 

PE(18:1/18:1) 742.500 281.400 PE(P-18:0/22:6) 774.500 327.200 

PE(18:1/18:2) 740.500 279.400 PE(P-18:1/18:1) 726.500 281.400 

PE(18:1/20:1) 770.500 309.500 PE(P-18:1/18:2) 724.500 279.400 

PE(18:1/20:3) 766.500 305.200 PE(P-18:1/20:1) 754.500 309.500 

PE(18:1/20:4) 764.500 303.200 PE(P-18:1/20:3) 750.500 305.200 

PE(18:1/22:5) 790.500 329.200 PE(P-18:1/20:4) 748.500 303.200 

PE(P-16:0/16:0) 674.500 255.400 PE(P-18:1/22:4) 776.500 331.200 

PE(P-16:0/16:1) 672.500 253.400 PE(P-18:1/22:5) 774.500 329.200 

 

Tabla C.3. Transiciones MRM (Multiple Reaction Monitoring) de las especies mayoritarias de 

glicerofosfolípidos de etanolamina (PE) analizadas en iBMDM. 
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Especie m/z Q1 m/z Q3  Especie m/z Q1 m/z Q3 

PI(16:0/16:0) 809.500 255.400  PI(18:0/20:4) 885.500 303.200 

PI(16:0/18:0) 837.500 283.400 PI(18:0/22:4) 913.500 331.200 

PI(16:0/18:1) 835.500 281.400 PI(18:0/22:5) 911.500 329.200 

PI(16:1/18:0) 835.500 283.400 PI(18:1/18:1) 861.500 281.400 

PI(16:1/18:1) 833.500 281.400 PI(18:1/18:2) 859.500 279.400 

PI(18:0/18:0) 865.500 283.400 PI(18:1/20:1) 889.500 309.500 

PI(18:0/18:1) 863.500 281.400 PI(18:1/20:3) 885.500 305.200 

PI(18:0/18:2) 861.500 279.400 PI(18:1/20:4) 883.500 303.200 

PI(18:0/20:3) 887.500 305.200 PI(18:1/22:4) 911.500 331.200 

 

Tabla C.4. Transiciones MRM (Multiple Reaction Monitoring) de las especies mayoritarias de 

fosfatidilinositol (PI) analizadas en iBMDM. 

 

Especie m/z Q1 m/z Q3  Especie m/z Q1 m/z Q3 

PS(14:0/14:0) 678.500 227.400  PS(18:0/18:2) 786.500 279.400 

PS(16:0/16:0) 734.500 255.400 PS(18:0/20:3) 812.500 305.200 

PS(16:0/16:1) 732.500 253.400 PS(18:0/20:4) 810.500 303.200 

PS(16:0/18:0) 762.500 283.400 PS(18:0/20:5) 808.500 301.200 

PS(16:0/18:1) 760.500 281.400 PS(18:0/22:4) 838.500 331.200 

PS(16:1/18:0) 760.500 283.400 PS(18:0/22:5) 836.500 329.200 

PS(16:1/18:1) 758.500 281.400 PS(18:0/22:6) 834.500 327.200 

PS(18:0/18:0) 790.500 283.400 PS(18:1/18:1) 786.500 281.400 

PS(18:0/18:1) 788.500 281.400 PS(18:1/20:1) 814.500 309.500 

 

Tabla C.5. Transiciones MRM (Multiple Reaction Monitoring) de las especies mayoritarias de 

fosfatidilserina (PS) analizadas en iBMDM. 
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Especie m/z Q1 m/z Q3  Especie m/z Q1 m/z Q3 

PA(14:0/14:0) 591.400 227.400  PA(18:0/20:3) 725.500 305.200 

PA(16:0/16:0) 647.500 255.400 PA(18:0/20:4) 723.500 303.200 

PA(16:0/18:0) 675.500 283.400 PA(18:1/18:1) 699.500 281.400 

PA(16:0/18:1) 673.500 281.400 PA(18:1/20:1) 727.500 309.500 

PA(18:0/18:0) 703.500 283.400 PA(18:1/20:3) 723.500 305.200 

PA(18:0/18:1) 701.500 281.400 PA(18:1/20:4) 721.500 303.200 

PA(18:0/18:2) 699.500 279.400 PA(18:1/22:4) 749.500 331.200 

 

Tabla C.6. Transiciones MRM (Multiple Reaction Monitoring) de las especies mayoritarias de 

ácido fosfatídico (PA) analizadas en iBMDM. 

 

Especie m/z Q1 m/z Q3  Especie m/z Q1 m/z Q3 
PG(14:0/14:0) 665.500 227.400  PG(18:0/18:0) 777.500 283.400 

PG(16:0/16:0) 721.500 255.400 PG(18:0/18:1) 775.500 281.400 

PG(16:0/16:1) 719.500 253.400 PG(18:1/18:1) 773.500 281.400 

PG(16:0/18:0) 749.500 283.400 PG(18:1/18:2) 771.500 279.400 

PG(16:0/18:1) 747.500 281.400 PG(18:1/20:1) 801.500 309.500 

PG(16:1/18:1) 745.500 281.400 - - - 

 

Tabla C.7. Transiciones MRM (Multiple Reaction Monitoring) de las especies mayoritarias de 

fosfatidilglicerol (PG) analizadas en iBMDM. 

 

Especie m/z Q1 m/z Q3  Especie m/z Q1 m/z Q3 

BMP(14:0/14:0) 665.510 227.400  BMP(18:0/18:0) 777.510 283.400 

BMP(16:0/16:0) 721.510 255.400 BMP(18:0/18:1) 775.510 281.400 

BMP(16:0/16:1) 719.510 253.400 BMP(18:1/18:1) 773.510 281.400 

BMP(16:0/18:0) 749.510 283.400 BMP(18:1/18:2) 771.510 279.400 

BMP(16:0/18:1) 747.510 281.400 BMP(18:1/20:1) 801.510 309.500 

BMP(16:1/18:1) 745.510 281.400 - - - 

 

Tabla C.8. Transiciones MRM (Multiple Reaction Monitoring) de las especies mayoritarias de 

bis-monoacilglicerol-fosfato (BMP) analizadas en iBMDM. 
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Especie m/z Q1 m/z Q3  Especie m/z Q1 m/z Q3 

SM(15:0) 707.500 241.400  SM(20:1) 815.600 309.500 

SM(16:0) 761.600 255.400 SM(20:3) 811.600 305.200 

SM(16:1) 759.500 253.400 SM(20:4) 809.600 303.200 

SM(18:0) 789.500 283.400 SM(22:4) 837.600 331.200 

SM(18:1) 787.600 281.400 SM(22:5) 835.600 329.200 

SM(18:2) 785.600 279.400 - - - 

 

Tabla C.9. Transiciones MRM (Multiple Reaction Monitoring) de las especies mayoritarias de 

esfingomielina (SM) analizadas en iBMDM. 

 

Especie m/z Q1 m/z Q3  Especie m/z Q1 m/z Q3 

Cer(17:0) 552.500 271.400  Cer(22:1) 620.600 339.500 

Cer(14:0) 510.500 229.400 Cer(24:0) 650.600 369.600 

Cer(16:0) 538.500 257.400 Cer(24:1) 648.600 367.600 

Cer(16:1) 536.500 255.400 Cer(26:0) 678.600 397.700 

Cer(18:0) 566.500 285.400 dhCer(18:0) 568.500 285.400 

Cer(18:1) 564.500 283.400 dhCer(18:1) 566.500 283.400 

Cer(20:0) 594.500 313.400 dhCer(24:0) 652.600 369.600 

Cer(20:1) 592.500 311.400 dhCer(24:1) 650.600 367.600 

Cer(22:0) 622.600 341.500 dhCer(26:0) 680.600 397.700 

 

Tabla C.10. Transiciones MRM (Multiple Reaction Monitoring) de las especies mayoritarias de 

ceramida (Cer) y dihidroceramida (dhCer) analizadas en iBMDM. 
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C.2.6 Inmunodetección de proteínas (Inmunoblot) 

Las células se lavaron 2 veces con PBS y se rasparon con 80 L de tampón de lisis celular 

frío. El lisado celular se transfirió a tubos eppendorf que, posteriormente, se dejaron en 

hielo durante 30 minutos agitando los tubos cada 10 minutos. Los tubos se centrifugaron 

a 16200 xg durante 10 minutos a 4 °C, recogiendo los sobrenadantes. Se cuantificó la 

concentración de proteína mediante el método de Bradford (144) y se tomó el volumen 

correspondiente a 50 g de proteína total al que se añadió tampón de carga con el fin 

de igualar el volumen en todas las muestras. Además, se añadió la misma cantidad de 

buffer Laemmli a todas las muestras y posteriormente se hirvieron a 95 °C durante 5 

minutos en el termobloque antes de cargarlas en los geles de acrilamida. 

La electroforesis de los geles se realizó según el método descrito por Laemmli (145). Se 

usaron geles de acrilamida-bis-acrilamida al 10 o 12 % en función del peso molecular de 

la proteína a estudiar y las muestras se corrieron en tampón de electroforesis aplicando 

un voltaje constante de 80 V durante los primeros 20 minutos y posteriormente a 120 V 

durante 90 minutos. 

Una vez que las muestras corrieron completamente en el gel, las proteínas se 

transfirieron a una membrana de fluoruro de polivinilideno (PVDF) usando el tampón de 

transferencia. El proceso se realizó mediante la aplicación de una intensidad de 

corriente constante de 300 mA durante 90 minutos y a una temperatura de 4 °C. 

Para disminuir la adsorción inespecífica del anticuerpo primario se incubaron las 

membranas con una disolución de bloqueo compuesta por 5 % (p/v) de leche 

deslipidada en PBS. El bloqueo se realizó durante una hora a temperatura ambiente o 

un overnight a 4 °C, en función de las condiciones que el fabricante recomiende para el 

anticuerpo que se fuera a utilizar. Posteriormente las membranas se lavaron 2 veces con 

PBS antes de añadir el anticuerpo primario. 

Para la inmunodetección de las proteínas, se incubaron las membranas con el 

anticuerpo primario correspondiente diluido en una disolución compuesta por 0.5 % 

(p/v) de leche deslipidada en PBS. La incubación se realizó durante una hora a 

temperatura ambiente o un overnight a 4 °C, según recomendación del fabricante del 

anticuerpo. 
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Seguidamente se retiró el anticuerpo primario y se realizaron tres lavados con PBS 

Tween-20 0.05 % (v/v) para eliminar el exceso de anticuerpo primario no adherido. Tras 

ello, se incubaron las membranas con el anticuerpo secundario correspondiente diluido 

en una disolución compuesta por 0.5 % (p/v) de leche deslipidada en PBS. La incubación 

se realizó durante una hora a temperatura ambiente. Tras la incubación, se retiró el 

anticuerpo secundario y se realizaron de nuevo tres lavados con PBS Tween-20 0.05 % 

(v/v) para eliminar el exceso de anticuerpo secundario no adherido. 

Se utilizaron anticuerpos producidos en conejo frente a SCD-1 (Cell Signaling y Abcam) 

(diluidos 1:1000) y anticuerpos producidos en ratón frente a SCD-1 (Santa Cruz) (diluido 

1:100) y -actina (diluido 1:20000). 

Se utilizaron anticuerpos secundarios conjugados con peroxidasa frente a las 

inmunoglobulinas de conejo y ratón (diluidos 1:5000). 

Para el revelado de las membranas, se incubaron con la solución de revelado durante 1 

minuto y se introdujeron en los casette con películas de revelado usando distintos 

tiempos de exposición según la proteína a analizar. Las fotos de las películas se tomaron 

con el software Quantity One y la densitometría cuantitativa de las bandas de interés se 

llevó a cabo mediante el software ImageJ, referenciando la proteína respecto a una 

proteína constitutiva como la -actina. 
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C.2.7 Extracción de RNA, síntesis de cDNA y análisis de expresión 

génica por RT-qPCR 

La extracción del RNA total de las células se llevó a cabo utilizando el reactivo 

PRImeZOL™ (Canvax), cuyo método se basa en la distinta solubilidad de los ácidos 

nucleicos y proteínas entre dos fases inmiscibles. 

Para la extracción del RNA, previa retirada del medio de cultivo, se añadió a cada pocillo, 

en placas de 6 pocillos, 800 L de PRImeZOL ™ dejando reposar durante 5 minutos la 

mezcla a temperatura ambiente. El lisado se transfirió a tubos eppendorf asegurándose 

mediante pipeteo que la disolución es homogénea. A continuación, se añadieron 160 L 

de cloroformo, mezclando ligeramente cada tubo durante 15 segundos. Finalizada la 

mezcla las muestras se centrifugaron a 12000 x g durante 15 minutos a 4 °C para separar 

una capa acuosa superior transparente (que contiene RNA), una interfase y una capa 

orgánica inferior. La fase acuosa se transfirió a un tubo eppendorf, en el cuál, se 

precipitó el RNA añadiendo 400 L de isopropanol, incubando la mezcla 10 minutos a 

temperatura ambiente y centrifugándola a 12000 x g durante 10 minutos a 4 °C. El 

sobrenadante se descartó y el pellet de RNA se lavó con 1 mL de etanol al 75 % (v/v) 

preparado en agua de grado biología molecular. Se centrifugó a 10000 x g durante 10 

min a 4 °C y se descartó el sobrenadante dejando únicamente en el tubo el pellet de 

RNA. El pellet se secó al aire y se resuspendió en 20-30 L de agua de grado biología 

molecular. La concentración de RNA se midió por espectrofotometría a 260 nm en un 

Nanodrop ND-2000 (Thermo Fisher Scientific). Las relaciones 260/280 y 260/230 se 

utilizaron como indicadores de la pureza del RNA. 

La síntesis de DNA complementario (cDNA) se llevó a cabo empleando una enzima de 

transcripción inversa que transforma una cadena de RNA en una cadena de DNA. En 

este trabajo se utilizó el kit de síntesis Verso cDNA (Thermo Fisher Scientific) siguiendo 

las instrucciones del fabricante. El protocolo consistió en los siguientes pasos: a una 

alícuota de RNA (1000 ng) se le añadió buffer de síntesis, una mezcla de dNTP, cebadores 

oligo-dT anclados (para transcribir específicamente las cadenas de RNA mensajero o 

mRNA), un potenciador (que elimina el DNA contaminante), la mezcla de enzimas Verso 

(que contiene la transcriptasa inversa Verso y un inhibidor de la RNAsa) y agua libre de 
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nucleasas. La mezcla se incubó durante 1 hora a 42 °C y la reacción se detuvo calentando 

a 95 °C durante 2 minutos. El cDNA se conservó a -20 °C hasta su utilización. 

Para el análisis de la expresión génica se utilizó la técnica conocida como PCR 

cuantitativa a tiempo real o RT-qPCR. Esta técnica permite simultáneamente amplificar 

y cuantificar el producto de la reacción de amplificación del DNA durante el transcurso 

de la PCR. La cuantificación se realizó determinando el ciclo umbral (CT) que se define 

como el ciclo de la reacción en el cuál la amplificación comienza a ser exponencial. 

Las reacciones se llevaron a cabo en un equipo ABI7500 siguiendo las condiciones 

detalladas en la Tabla C.11, utilizando el cDNA, obtenido por transcripción reversa como 

se indica en el penúltimo párrafo, al que se le añadieron los oligonucleótidos directos y 

reversos (Tabla C.12) y el kit comercial llamado Brilliant III Ultra-Fast SYBR® Green qPCR 

Master Mix que contiene SYBR Green, Taq polimerasa, una mezcla de desoxinucleótidos 

trifosfato y un tampón de reacción. La realización de una curva de disociación al final de 

cada PCR permitió detectar la presencia de productos amplificados de forma 

inespecífica. Las reacciones se llevaron a cabo por triplicado y la cuantificación se realizó 

aplicando el algoritmo ΔΔCT (146), comparando el ciclo umbral del gen en estudio con 

el de un gen constitutivo de referencia, en este caso Gapdh, para todas las condiciones 

experimentales representadas. 
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Ciclos Duración de los ciclos Temperatura Proceso 

1 3 minutos 95 °C Desnaturalización inicial 

40 

12 segundos 95 °C Desnaturalización 

16 segundos 60 °C Alineamiento 

28 segundos 72 °C Extensión 

 

Duración Temperatura Proceso 

15 segundos 95 °C 

Curva de disociación 
60 segundos 60 °C 

30 segundos 95 °C 

15 segundos 60 °C 

 

Tabla C.11. Programa de temperaturas empleado en la amplificación de cDNA y curva de 

disociación por RT-qPCR. 
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Proteína Gen Oligonucleótidos 

Interleuquina 6 Il6 
5’-TAGTCCTTCCTACCCCAATTTCC-3’ (DIRECTO) 
5’-TTGGTCCTTAGCCACTCCTTC-3’ (REVERSO) 

Interleuquina 1 

beta 
Il1b 

5’-GCAACTGTTCCTGAACTCAACT-3’ (DIRECTO) 
5’-ATCTTTTGGGGTCCGTCAACT-3’ (REVERSO) 

Óxido nítrico 

sintasa 2 
Nos2 

5’-CCAAGCCCTCACCTACTTCC-3’ (DIRECTO) 
5’-CTCTGAGGGCTGACACAAGG-3’ (REVERSO) 

Factor de necrosis 

tumoral alfa 
Tnfa 

5’-ACGGCATGGATCTCAAAGAC-3’ (DIRECTO) 
5’-AGATAGCAAATCGGCTGACG-3’ (REVERSO) 

Ligando de 

quimioquinas 1 
Cxcl1 

5’-CTGGGATTCACCTCAAGAACATC-3’ (DIRECTO) 
5’-CAGGGTCAAGGCAAGCCTC-3’ (REVERSO) 

Lipina-1 Lpin1 
5’-CTCCGCTCCCGAGAGAAAG-3’ (DIRECTO) 

5’-TCATGTGCAAATCCACGGACT-3’ (REVERSO) 

Lipina-2 Lpin2 
5’-AGTTGACCCCATCACCGTAG-3’ (DIRECTO) 
5’-CCCAAAGCATCAGACTTGGT-3’ (REVERSO) 

Lipina-3 Lpin3 
5’-TGGAATTGGGATGACAAGGT-3’ (DIRECTO) 
5’-CACTGCAAGTACCCCTTGGT-3’ (REVERSO) 

Estearoil-CoA 

desaturasa 1 
Scd1 

5’-TTCTTGCGATACACTCTGGTGC-3’ (DIRECTO) 
5’-CGGGATTGAATGTTCTTGTCGT-3’ (REVERSO) 

Estearoil-CoA 

desaturasa 2 
Scd2 

5’-GCATTTGGGAGCCTTGTACG-3’ (DIRECTO) 
5’-AGCCGTGCCTTGTATGTTCTG-3’ (REVERSO) 

Estearoil-CoA 

desaturasa 3 
Scd3 

5’-GTTGCCACTTTACTGAGATACGC-3’ (DIRECTO) 
5’-GAAGCCCTCGCCCATACTT-3’ (REVERSO) 

Estearoil-CoA 

desaturasa 4 
Scd4 

5’-GCCCACTTGCCACAAGAGAT-3’ (DIRECTO) 
5’-GTAGCTGGGGTCATACAGATCA-3’ (REVERSO) 

Desaturasa de 

ácidos grasos 1 
Fads1 

5’-AGCACATGCCATACAACCATC-3’ (DIRECTO) 
5’-TTTCCGCTGAACCACAAAATAGA-3’ (REVERSO) 

Desaturasa de 

ácidos grasos 2 
Fads2 

5’-GCATGGGGAAGGGAGGTAAC-3’ (DIRECTO) 
5’-AACGTTGTAGACCTTGCGGT-3’ (REVERSO) 

Elongasa de ácidos 

grasos 1 
Elovl1 

5’-TCCAAAGCTACCCTCTGATGG-3’ (DIRECTO) 
5’-AGGGAGAGTATCACCAGTGAGA-3’ (REVERSO) 

Elongasa de ácidos 

grasos 2 
Elovl2 

5’-CCTGCTCTCGATATGGCTGG-3’ (DIRECTO) 
5’-AAGAAGTGTGATTGCGAGGTTAT-3’ (REVERSO) 
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Elongasa de ácidos 

grasos 3 
Elovl3 

5’-TTCTCACGCGGGTTAAAAATGG-3’ (DIRECTO) 
5’-GAGCAACAGATAGACGACCAC-3’ (REVERSO) 

Elongasa de ácidos 

grasos 4 
Elovl4 

5’-GTCCTGAACGCGATGTCCA-3’ (DIRECTO) 

5’-GCGTGCTTATGCTTATCGTTG-3’ (REVERSO) 

Elongasa de ácidos 

grasos 5 
Elovl5 

5’-ATGGAACATTTCGATGCGTCA-3’ (DIRECTO) 
5’-GTCCCAGCCATACAATGAGTAAG-3’ (REVERSO) 

Elongasa de ácidos 

grasos 6 
Elovl6 

5’-GAAAAGCAGTTCAACGAGAACG-3’ (DIRECTO) 
5’-AGATGCCGACCACCAAAGATA-3’ (REVERSO) 

Elongasa de ácidos 

grasos 7 
Elovl7 

5’-CATCGAGGACTGTGCGTTTTT-3’ (DIRECTO) 
5’-CCAGGATGATGGTTTGTGGCA-3’ (REVERSO) 

Gliceraldehído-3-

fosfato 

deshidrogenasa 

Gapdh 
5’-AGGTCGGTGTGAACGGATTTG-3’ (DIRECTO) 

5’-TGTAGACCATGTAGTTGAGGTCA-3’ (REVERSO) 

 

Tabla C.12. Relación de oligonucleótidos cebadores directos e inversos usados para la 

amplificación de cDNA por RT-qPCR. 
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C.2.8 Microscopía de fluorescencia 

Fijación, permeabilización y detección de proteína por inmunofluorescencia 

Una vez sembradas las células en los cristales para microscopía en placas de 6 pocillos, 

se retiró el medio de cultivo y se incubaron con Hoechst 33342 a 20 M durante 5 

minutos para teñir los núcleos. Se realizaron 3 lavados con PBS y posteriormente se 

fijaron las células con paraformaldehído al 4 % en PBS con sacarosa al 3 % durante 20 

minutos a temperatura ambiente. Tras la eliminación del medio de fijación, se realizaron 

3 lavados con PBS y se procedió a la permeabilización empleando Triton X-100 al 0.1 % 

(v/v) durante 20 minutos a temperatura ambiente. Se realizaron 3 lavados con PBS y 

seguidamente se bloquearon las células con suero normal de cabra (NGS) al 10 % 

durante 1 hora. Tras el bloqueo se lavó con PBS para posteriormente añadir la 

preparación del anticuerpo primario en PBS con 1 % de NGS, incubando overnight a 4 

°C. finalizada la incubación con el anticuerpo primario se realizaron 3 lavados con PBS y 

se añadió el anticuerpo secundario fluorescente, en este caso se empleó Alexa Fluor 488 

Fab en una dilución 1:2000 en PBS con 1 % de NGS durante 1 hora a 4 °C protegiendo la 

placa de la luz. Pasado ese tiempo se realizaron 3 lavados con PBS y, por último, se 

montaron los cristales en los portas de microscopía con Gelvatol. 

 

Medida fluidez de membrana por FRAP mediante microscopia confocal 

Una vez sembradas y tratadas las células en placas p35 (Mat Tek) aptas para microscopia 

confocal, se retiró el medio de cultivo y se añadió 1 mL de “Working Solution” dejando 

las placas a 4 °C durante 10 minutos. Posteriormente se realizaron 3 lavados con PBS 

para retirar el exceso de marcaje de membrana plasmática y se añadió a cada pocillo 1 

mL de medio HBSS (suplementado con HEPES 25 mM, CaCl2 1.3 mM y MgCl2 1.3 mM, pH 

7.4) templado. Para el análisis de la fluidez de membrana por FRAP, las células se 

mantuvieron en medio HBSS en todo momento. 
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Las imágenes fueron tomadas a 37 °C usando un microscopio confocal Leica TCS SP5X 

(Wetzlar, Alemania), utilizando un objetivo HCX PL APO CS de inmersión en aceite, 63x, 

1.4 NA. 

Para el fotoblanqueo se tomaron tres regiones rectangulares de interés (ROI) de 6 m2 

(3 × 2 m) en la membrana plasmática. Se utilizó un láser blanco de 488 nm que se fijó 

al 100 % de potencia en un pulso de 1.864 segundos para el blanqueamiento. 

Se adquirieron 10 imágenes previas al blanqueamiento (pre-bleaching) y 200 imágenes 

posteriores al blanqueamiento (post-bleaching) con un 20% de la potencia máxima del 

láser y a una resolución de 256 × 256 píxeles y 8 bits en modo full scan a 1.000 Hz cada 

0.265 segundos. 

El tamaño del pinhole se optimizó a una apertura de 238.8 m. Se analizaron un mínimo 

de 8 células por genotipo mediante el software ImageJ. Las mediciones de FRAP se 

normalizaron de acuerdo con el método descrito por Giakoumakis et al. (147). Los datos 

resultantes se ajustaron a un modelo de curva exponencial, que permitió calcular la 

fracción móvil de la membrana plasmática (147–149). 
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C.2.9 Otras metodologías 

Medición de proteína 

La cantidad de proteína se cuantificó para referir a la misma los valores obtenidos en los 

análisis lipidómicos. Se recogieron los homogeneizados celulares en MeOH/H2O y se 

sonicaron tres veces con una amplitud del 23 % durante 15 segundos en hielo. La 

proteína se cuantificó mediante el método Bradford (144) utilizando el reactivo 

comercial BioRad Protein Assay. Se trata de un método colorimétrico basado en el 

cambio máximo de absorbancia de 465 a 595 nm que experimenta el Azul de Coomasie 

G- 250 cuando interactúa con las proteínas de forma no covalente. La absorbancia se 

mide a 595 nm para cuantificar la concentración de proteínas por la ley de Lambert-

Beer. Para calcular la cantidad de proteína de la muestra, se realizó una curva estándar 

utilizando diferentes cantidades de BSA, cubriendo un rango de 1 a 15 μg/mL. 

Ensayo de viabilidad celular con azul de tripano 

Para el análisis de la viabilidad celular se utilizaron placas de 6 pocillos en las que se 

plaqueó un número conocido de células que fueron sometidas al tratamiento con 

distintos inhibidores farmacológicos específicos de SCD-1 durante 24 horas. Pasado ese 

tiempo se rasparon las células de cada pocillo y se extrajo una alícuota representativa 

de cada pocillo a la que se le añadió 50 L de una disolución comercial al 0.4 % de azul 

de tripano. Posteriormente se procedió al conteo de células vivas (aquellas en las que 

se observa el núcleo) y células muertas (aquellas teñidas de azul completamente sin 

núcleo visible) para estimar el porcentaje de viabilidad celular comparando los 

tratamientos con controles sin tratamientos.  
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C.2.10 Presentación de datos y análisis estadístico 

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 

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

donde n es el número de átomos de carbono del ácido graso y x es un número entero 

que, restado de n, da la posición del último doble enlace presente en la molécula. 

Ejemplo: 20:4n-6 indica un ácido graso de 20 átomos de carbono y 4 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, PA, etc.) 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 enlace éter) o P- (si se trata 

de un enlace 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. En la sección de resultados en la que 

se muestran los análisis de clases de fosfolípidos por LC-MS la nomenclatura que se 

sigue, con el fin de simplificar la información en los ejes del gráfico, es abreviada, esto 

es, para la especie PC(18:1/18:1) se muestra la especie PC (36:2). 

En los análisis lipidómicos, los datos analizados por espectrometría de masas se 

presentaron en forma de masa molar relativizados a la cantidad de proteína de la 

muestra, manteniéndose similar en todas las muestras de un mismo experimento. En el 

pie de cada figura se refleja el número de repeticiones de cada experimento, así como 

las repeticiones de cada muestra dentro del mismo, por lo que los valores que se 

muestran son media ± error estándar de la media. Para el análisis estadístico se usó el 

software SigmaPlot v.11.0 y se realizó la prueba t de Student para muestras no 

emparejadas considerando diferencias significativas entre datos según el valor del 
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estadístico p (*, p<0.05; **, p<0.01; ***, p<0.005). Cuando hay diferencias entre 

tratamientos las diferencias significativas se marcaron, de la misma forma, atendiendo 

al valor del estadístico p, pero con # en lugar de *. 
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D.1 Influencia de las lipinas en el lipidoma de macrófagos y 

fibroblastos embrionarios de ratón 

D.1.1 Estudio lipidómico en la línea celular macrofágica RAW 264.7 deficiente en 

lipina-2. 

El silenciamiento del gen Lpin2 mediante la técnica de siRNA proporcionó un sistema de 

estudio en el cual comprobar como la falta de lipina-2 podría alterar el lipidoma de estas 

células. Se obtuvieron silenciamientos de lipina-2 en torno al 60% (Figura D.1), mientras 

que la lipina-1 y la lipina-3 se mantuvieron inalteradas. 
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Figura D.1. Expresión de los genes que codifican lipinas en la línea celular murina RAW 264.7. Las 

células fueron transfectadas con 20 nM de siRNA negativo (siRNA Control) o con 20 nM de siRNA 

frente a lipina-2 (siRNA Lpin2) durante dos días. Se extrajo el RNA y la expresión de los genes que 

codifican las lipinas (Lpin1: Lipina-1, Lpin2: Lipina-2, Lpin3: Lipina-3) se determinó mediante RT-

qPCR. Los datos se representan como la media ± SD de tres experimentos independientes realizados 

por triplicado. * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001. 
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Se realizó un análisis de ácidos grasos totales por cromatografía de gases acoplado a 

espectrometría de masas (GC-MS) y se observaron diferencias significativas en los ácidos 

grasos 20:3n-9 o ácido Mead y en el 20:5n-3 o EPA. También se observó una tendencia a la 

acumulación del ácido graso 18:1n-9 o ácido oleico cuando falta lipina-2 (Figura D.2). 
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Figura D.2. Perfil de ácidos grasos totales en la línea celular RAW 264.7. Las células fueron 

transfectadas con 20 nM de siRNA negativo (siRNA Control) o con 20 nM de siRNA frente a lipina-2 

(siRNA Lpin2) durante dos días. Se extrajeron los lípidos y los ácidos grasos totales se analizaron 

como está descrito en la sección Materiales y métodos. Se representó la suma total del contenido 

en SFAs, MUFAs y PUFAs, así como el contenido total de ácidos grasos presente en las células. 
16:1n−x denota una mezcla de los isómeros n−9 y n−10, que eluyen juntos. Los datos se representan 

como la media ± SD de tres experimentos independientes realizados por duplicado. * p<0.05. 
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Con el fin de determinar en qué fracción lipídica podrían ser más llamativas las diferencias 

observadas en el perfil completo de ácidos grasos se realizó un análisis detallado de ácidos 

grasos por GC-MS en las fracciones de PL, DAG, TAG y CE. No obstante, no se observaron 

diferencias significativas en ninguna de estas especies, aunque si se mantuvieron las 

tendencias observadas en el perfil de ácidos grasos totales (Figura D.3). 
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Figura D.3. Perfil de ácidos grasos de las diferentes fracciones lipídicas en la línea celular RAW 

264.7. (A) Fracción de fosfolípidos totales (PL), (B) Fracción de diacilglicerol (DAG), (C) Fracción de 

triacilglicerol (TAG), (D) Fracción de ésteres de colesterol (CE). Las células fueron transfectadas con 

20 nM de siRNA negativo (siRNA Control) o con 20 nM de siRNA frente a lipina-2 (siRNA Lpin2) 

durante dos días. Se extrajeron los lípidos, se realizó TLC para separar lípidos neutros y fosfolípidos 

y los ácidos grasos de cada clase se analizaron como está descrito en la sección Materiales y 

métodos. Se representó la suma total del contenido en SFAs, MUFAs y PUFAs, así como el contenido 

total de ácidos grasos presente en cada fracción lipídica de las células. Los datos se representan 

como la media ± SD de tres experimentos independientes realizados por duplicado. 
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D.1.2 Estudio lipidómico en fibroblastos embrionarios de ratón inmortalizados 

carentes de lipina-2. 

De la misma forma que se realizó en la línea celular macrofágica RAW 264.7 y con el 

objetivo de comprobar si la falta de lipina-2 puede afectar de forma diferente a un 

sistema celular distinto, se realizaron análisis lipidómicos en fibroblastos embrionarios 

de ratón inmortalizados (iMEFs) carentes de lipina-2 procedentes de ratones KO en el 

gen Lpin2. 

En el estudio de los ácidos grasos totales de iMEFs carentes de lipina-2 (KO Lpin2) se 

observó un elevado contenido en SFAs como el 16:0 y 18:0 o ácido palmítico y esteárico 

respectivamente, en ambos genotipos (Figura D.4). 

Por otro lado, se observaron diferencias significativas respecto a su genotipo wild type 

en ácidos grasos como el 16:1n-9, que es mayor en las células wild type o el 18:2n-6, que 

es mayor en las células KO Lpin2 (Figura D.4). El ácido graso 16:1n-9 es relevante debido 

a su actividad antiinflamatoria demostrada en nuestro laboratorio (154). Por otro lado, 

el ácido graso 18:2n-6 es un ácido graso esencial, precursor de ácidos grasos como el 

ácido araquidónico, que puede metabolizarse a eicosanoides, moléculas con importante 

actividad biológica. 
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Figura D.4. Perfil de ácidos grasos totales en iMEFs. Se representó la suma total del contenido en 

SFAs, MUFAs y PUFAs, así como el contenido total de ácidos grasos presente en las células. Los 

datos se representan como la media ± SD de tres experimentos independientes realizados por 

duplicado. * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001. 

 

Con el objetivo de definir en que fracción lipídica se encuentran estas pequeñas diferencias 

observadas en ácidos grasos totales, se procedió al análisis de ácidos grasos en las 

fracciones de fosfolípidos totales y lípidos neutros por GC-MS (Figura D.5). Se observaron 

diferencias significativas en la fracción de fosfolípidos totales (Figura D.5A) en los ácidos 

grasos mencionados anteriormente además del ácido graso 20:3n-9 o ácido Mead. En las 

fracciones de TAG y CE se observó que el contenido de ácido 18:1n-9 o ácido oleico era 

menor en las células carentes de lipina-2 (Figura D.5C-D). Mientras que no se observaron 

diferencias en el contenido de ácidos grasos presentes en DAG ni en los niveles totales de 

DAG entre ambos genotipos (Figura D.5B), si se observaron diferencias significativas en los 

niveles totales de TAG, producto directo del DAG, que es menor en las células carentes de 

lipina-2. 
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Figura D.5. Perfil de ácidos grasos de las diferentes fracciones lipídicas en iMEFs. (A) Fracción de 

fosfolípidos totales (PL), (B) Fracción de diacilglicerol (DAG), (C) Fracción de triacilglicerol (TAG), (D) 

Fracción de ésteres de colesterol (CE). Se representó la suma total del contenido en SFAs, MUFAs y 

PUFAs, así como el contenido total de ácidos grasos presente en cada fracción lipídica de las células. 

Los datos se representan como la media ± SD de cuatro experimentos independientes realizados 

por duplicado. * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001. 
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Además de estos estudios, se realizó un análisis más detallado por GC-MS de cada fracción 

de fosfolípidos por separado. En este caso se observó la misma tendencia observada 

previamente en la fracción de fosfolípidos totales (Figura D.5A), una disminución en el 

contenido de las clases de fosfolípidos cuando falta lipina-2 (Figura D.6). En cuanto al PA, 

sustrato de las lipinas, no se encontraron diferencias significativas cuando falta lipina-2, de 

la misma forma que se observó con el DAG, que es su producto directo (Figuras D.5B y 

D.6E). 
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Figura D.6. Perfil de ácidos grasos de las diferentes clases de fosfolípidos en iMEFs. (A) Fracción 

de glicerofosfolípidos de colina (PC), (B) Fracción de glicerofosfolípidos de etanolamina (PE), (C) 

Fracción de fosfatidilserina (PS), (D) Fracción de fosfatidilinositol (PI), (E) Fracción de ácido 

fosfatídico (PA). Se representó la suma total del contenido en SFAs, MUFAs y PUFAs, así como el 

contenido total de ácidos grasos presente en cada fracción lipídica de las células. Los datos se 

representan como la media ± SD de tres experimentos independientes realizados por duplicado. * 

p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001. 
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D.1.3 Estudio lipidómico en macrófagos derivados de médula ósea de ratón 

inmortalizados. 

Continuando el estudio lipidómico en células carentes de lipina-2, se realizó el análisis de 

lípidos de macrófagos derivados de médula ósea inmortalizados (iBMDM) procedentes de 

ratones wild type y KO para lipina-2. El proceso de aislamiento e inmortalización de estas 

células se describe en la sección de Materiales y métodos. 

En el perfil de ácidos grasos totales (Figura D.7) se observó un elevado contenido en MUFAs 

en las células carentes de lipina-2, destacando los ácidos grasos 16:1n-7 y 18:1n-9. Los SFAs 

permanecieron inalterados en ambos genotipos, mientras que se observó que las células 

carentes de lipina-2 poseen, de forma general, un menor contenido en PUFAs tales como 

el 18:2n-6, el 20:4n-6, el 22:4n-6, el 22:5n-3 y el 22:6n-3. 
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Figura D.7. Perfil de ácidos grasos totales y expresión relativa de lipinas en iBMDMs. (A) Se 

representó la suma total del contenido en SFAs, MUFAs y PUFAs, así como el contenido total de 

ácidos grasos presente en las células. (B) Expresión relativa de mRNA de los genes que codifican 

para las distintas isoformas de las lipinas. Los datos se representan como la media ± SD de seis 

experimentos independientes realizados por duplicado. * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001. 
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Los MUFAs 16:1n-7 y 18:1n-9 proceden de la desaturación de los ácidos grasos 16:0 y 18:0, 

respectivamente, gracias a la acción de la desaturasa estearoil-CoA desaturasa 1 (SCD-1). 

Como se mostrará más adelante en este estudio, esta enzima está alterada en células 

carentes de lipina-2. 

Por otro lado, en cuanto a los PUFAs se observó que todos los derivados del ácido graso 

esencial 18:2n-6, incluido el mismo, estaban disminuidos en las células carentes de lipina-

2 (Figura D.7). Este ácido graso puede metabolizarse a través de las desaturasas FADS1 o 

FADS2 y posteriormente elongarse por elongasas. 

Continuando con el estudio lipidómico, de la misma forma que en los otros sistemas 

celulares, se realizó un análisis de las diferentes fracciones de lípidos neutros y 

fosfolípidos totales (Figura D.8). 
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Figura D.8. Perfil de ácidos grasos de las diferentes fracciones lipídicas en iBMDMs. (A) Fracción 

de fosfolípidos totales (PL), (B) Fracción de diacilglicerol (DAG), (C) Fracción de triacilglicerol 

(TAG), (D) Fracción de ésteres de colesterol (CE). Se representó la suma total del contenido en 

SFAs, MUFAs y PUFAs, así como el contenido total de ácidos grasos presente en cada fracción 

lipídica de las células. Los datos se representan como la media ± SD de cuatro experimentos 

independientes realizados por duplicado. * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001. 
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En este caso, se observaron las mismas diferencias mencionadas anteriormente con 

respecto al contenido de fosfolípidos totales (Figura D.8A), mientras que en el resto de 

fracciones no se observaron diferencias significativas en ningún ácido graso ni en el 

contenido total. Analizando el contenido total de todas las especies de lípidos, se 

observó que la fracción de fosfolípidos totales supone aproximadamente un 90% del 

contenido lipídico total de estas células, por lo que es coherente que las diferencias 

observadas anteriormente (Figura D.9) se mantengan en la fracción de fosfolípidos 

totales. 
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Figura D.9. Perfil global de especies lipídicas en iBMDMs. El porcentaje de cada especie fue 

calculado teniendo en cuenta la cantidad de cada especie y la cantidad total de lípidos para cada 

genotipo. 
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D.2 Regulación de la estearoil-CoA desaturasa 1 (SCD-1) en 

macrófagos derivados de médula ósea de ratón inmortalizados 

carentes de lipina-2. 

Para explicar las diferencias observadas en MUFAs y PUFAs entre las células wild type y 

KO Lpin2 se procedió al análisis de la expresión génica de enzimas implicadas en la 

síntesis de estos ácidos grasos, principalmente de las desaturasas SCD y FADS, de las 

cuales se conocen 4 y 2 isoformas en ratón, respectivamente. La SCD es una desaturasa 

con actividad 9 desaturasa, lo que se traduce en la introducción de una insaturación 

en posición 9 de la cadena hidrocarbonada del ácido graso. La FADS1 tiene actividad 

5 desaturasa mientras que la FADS2 tiene actividad 6 desaturasa. La familia de las 

FADS es responsable de la síntesis de PUFAs tales como el 20:4n-6 o ácido araquidónico, 

el 22:6n-3 o ácido docosahexaenoico (DHA), entre otros, derivados de ácidos grasos 

esenciales como el 18:2n-6 y el 18:3n-3, respectivamente. 
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Figura D.10. Expresión relativa de mRNA de las isoformas de SCD y FADS en iBMDMs. En el eje 

de ordenadas se representó la variación de la expresión génica de las células KO Lpin2 respecto 

a las wild type, que fue calculada como 2-CT y referenciada a un gen housekeeping, Gapdh, que 

permaneció inalterado en ambos genotipos. Los datos se representan como la media ± SD de 

tres experimentos independientes realizados por triplicado. * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001. 
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La expresión génica de SCD-1 es aproximadamente 50 veces superior en las células sin 

lipina-2 que en las wild type (Figura D.10). Puesto que esta enzima genera insaturaciones 

en posición 9, este resultado podría explicar las diferencias observadas en los análisis 

lipidómicos. Por otro lado, también se observó que las células sin lipina-2 tienen 

aumentada la expresión génica de FADS2, responsable de generar insaturaciones en 

posición 6. 

Para verificar el resultado observado por expresión génica se procedió al estudio por 

Western Blot de SCD-1 con el fin de determinar si la sobreexpresión génica observada 

por RT-qPCR se mantiene a nivel de proteína. 

Por desgracia, mediante esta técnica no se pudo demostrar la presencia de SCD-1 en 

nuestro sistema a pesar de utilizar anticuerpos contra SCD-1 de distintas clases 

comerciales, ni siquiera tras condiciones de activación celular con LPS (Figura D.11). El 

único anticuerpo con el que fue detectada SCD-1 pertenece a la casa comercial Cell-

Signaling y ésta solo fue detectada en hígado. 

 

 

Figura D.11. Western Blot de SCD-1 en iBMDMs empleando anticuerpos contra SCD-1 de 

distintas casas comerciales. Se aisló la proteína total de estas células y se resolvió por Western 

Blot tanto en células sin activar como en células activadas por tratamiento con LPS a 200 ng/mL 

durante 6 horas. Como control de carga se empleó -actina y como control positivo un extracto 

proteico de hígado de ratón en el cuál SCD-1 se expresa abundantemente. Las diluciones de los 

anticuerpos son las recomendadas por el fabricante para Western Blot. 
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Puesto que el análisis por Western Blot no proporcionó resultados en nuestro sistema, 

decidimos seguir las recomendaciones de la casa comercial Abcam y utilizamos este 

anticuerpo para detectar SCD-1 mediante inmunofluorescencia. En este caso se observó 

una mayor cantidad de fluorescencia en las células carentes de lipina-2 en zonas 

próximas al núcleo (marcado en azul), posiblemente retículo endoplásmico, localización 

ya descrita para esta enzima (3, 20) (Figura D.12), lo que podría indicar una mayor 

cantidad de proteína. Estos resultados estarían en concordancia con los datos de 

expresión génica y con los datos observados en los análisis lipidómicos. 
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Figura D.12. Localización por inmunofluorescencia de SCD-1 en iBMDMs. Las células 

procedentes de animales wild type o animales KO Lpin2 se tiñeron fluorescentemente con el 

anticuerpo específico para SCD-1 de Abcam y con Hoechst 33342 para identificar los núcleos, tal 

y como se indica en la sección Materiales y métodos. (A) y (B) imágenes por microscopia confocal 

a 63X. (C) Cuantificación de la intensidad media de fluorescencia analizada en al menos cien 

células para cada genotipo. Los datos se representan como la media ± SD de un experimento 

representativo. * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001. 
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La SCD-1 juega un papel clave en la síntesis de MUFAs y, por tanto, para el 

mantenimiento de la relación de ácidos grasos saturados/insaturados. Las alteraciones 

en esta relación pueden tener varias consecuencias a nivel funcional entre las que 

podemos destacar la fluidez de membrana cuyos resultados se mostrarán 

posteriormente. 

Complementando los datos obtenidos a nivel basal se realizó un estudio lipidómico de 

ácidos grasos totales tras el tratamiento durante 24 horas con el inhibidor farmacológico 

específico de SCD-1 CAY10566 (Figura D.13). 
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Figura D.13. Perfil de ácidos grasos totales tras inhibición de SCD-1 en iBMDMs. Los controles 

llevan DMSO como vehículo y se representaron en azul; las células tratadas con el inhibidor 

CAY10566 (3 M) durante 24 horas se representaron en rosa. Además, se representó la suma 

total del contenido en SFAs, MUFAs y PUFAs, así como el contenido total de ácidos grasos 

presente en las células. Los datos se representan como la media ± SD de un experimento 

representativo realizado por duplicado. Las diferencias significativas entre genotipos se 

muestran con * (* p<0.05, ** p<0.01) y las diferencias entre tratamiento con inhibidor y 

controles con # (# comparando genotipo wild type, # comparando genotipo KO Lpin2, # p<0.05, 

## p<0.01, ### p<0.001). 
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En dichos experimentos se observó que tras la inhibición de SCD-1 el contenido de SFAs 

aumentó considerablemente, mientras que el contenido de MUFAs disminuyó 

ligeramente. Además, se observó un pequeño aumento en PUFAs. Como resultado el 

contenido total de ácidos grasos aumentó en las células tratadas con CAY10566 

independientemente de la expresión de lipina-2. 

La acumulación de SFAs observada en ambos genotipos tras la inhibición de SCD-1 

podría impactar en las respuestas inflamatorias. Por ello, se estudió el efecto del 

inhibidor CAY10566 en los aumentos de expresión génica de citoquinas proinflamatorias 

como IL-6, Tnf- e IL-1 que promueve el LPS en los macrófagos. Sin embargo, a 

diferencia de lo que cabría esperar, un aumento de la expresión de citoquinas 

proinflamatorias debido a la acumulación de SFAs por la inhibición de SCD-1, no se 

observaron cambios significativos en la expresión de dichas citoquinas proinflamatorias 

(Figura D.14). 
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Figura D.14. Expresión de citoquinas proinflamatorias tras inhibición de SCD-1 y activación con 

LPS en iBMDMs. Las células control fueron tratadas con DMSO como vehículo y no fueron 

activadas con LPS. La dosis de inhibidor CAY10566 fue 3 M durante 24 horas y la dosis de LPS 

fue 200 ng/mL durante 6 horas. Los datos se representan como la media ± SD de dos 

experimentos independientes realizados por duplicado. * p<0.05, # p<0.05 en tratamiento con 

inhibidor. 
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Las alteraciones en la fluidez de membrana pueden afectar a parámetros o funcionales 

biológicos como la señalización celular a través de receptores o a la fagocitosis (158, 

159). Dado que SCD-1 tiene un papel clave en el mantenimiento de la relación de ácidos 

grasos saturados/monoinsaturados y, por tanto, en las propiedades biofísicas de las 

membranas, se procedió al estudio del estado de la fluidez de membrana plasmática por 

técnicas de microscopia confocal empleando la técnica conocida como FRAP (del inglés, 

Fluorescence Recovery After Photobleaching), que nos permite estudiar in vivo como se 

recupera la membrana plasmática de las células tras ser sometida al blanqueo mediante 

un láser. 
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Figura D.15. Análisis de la fluidez de membrana en iBMDMs. (A) Recuperación de la 

fluorescencia tras el fotoblanqueo (FRAP). (B) Fracción móvil de la membrana para ambos 

genotipos. Las células fueron tratadas con “Working Solution” tal y como se describe en la 

sección de Materiales y métodos, que contiene subunidad B de toxina colérica fluorescente, que 

es la tinción de membrana empleada para realizar el experimento. Los datos se representan 

como la media ± SD de un experimento representativo tomando imágenes de 7 células 

diferentes para cada genotipo. * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001. 
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Tras analizar las imágenes obtenidas, se observaron diferencias significativas entre las 

células wild type y KO Lpin2 tanto en la velocidad de recuperación de la fluorescencia de 

la membrana como en la cantidad de membrana recuperada, también conocida como 

fracción móvil, siendo mayores ambas en las células carentes de lipina-2 (Figura D.15). 

Este resultado implica que las moléculas de las membranas de las células carentes de 

lipina-2 tienen una mayor movilidad, lo que se traduce en una mayor fluidez y, a su vez, 

está relacionado con el mayor contenido en MUFAs observados en los análisis 

lipidómicos ya que estos se empaquetan peor que los SFAs generando así mayor 

movimiento en la membrana plasmática. 

El uso diario de estos macrófagos mostró que, de forma continuada, las células carentes 

de lipina-2 crecían más que las células wild type. Debido a esto, se procedió a realizar un 

estudio de la viabilidad celular para comprobar si la sobreexpresión de SCD-1 en las 

células carentes de lipina-2 está relacionada con el aumento observado en la 

proliferación.  

En dicho ensayo, realizado tras inhibir SCD-1 con CAY10566 o MF-438 durante 24 horas, 

se observó que las células mueren de manera significativa independientemente de su 

genotipo (Figura D.16). Las células wild type resultaron ser menos viables que las células 

carentes de lipina-2 tras la inhibición de SCD-1, por lo que la sobreexpresión de SCD-1 

observada en las células KO parece que las está protegiendo de la muerte. 
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Figura D.16. Viabilidad celular tras inhibición de SCD-1 en iBMDMs. Ensayo de viabilidad celular 

con Trypan Blue. Las células control fueron tratadas con DMSO como vehículo. La dosis de 

inhibidor CAY10566 fue 3 M y la de MF-438 fue 1 M durante 24 horas. Los datos se 

representan como la media ± SD de un experimento representativo realizado por duplicado. Las 

diferencias significativas entre genotipos se muestran con * (* p<0.05, ** p<0.01) y las 

diferencias entre tratamiento con inhibidor y controles con # (# p<0.05, ## p<0.01, ### p<0.001). 
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D.3 Movilización de ácido araquidónico en macrófagos derivados 

de médula ósea de ratón inmortalizados carentes de lipina-2. 

Como se observó en los análisis lipidómicos, las células carentes de lipina-2 poseen un 

menor contenido en PUFAs que se ve compensado por un aumento en el contenido de 

MUFAs. Este hecho sugirió que en las células deficientes en lipina-2 podría estar alterado 

el mecanismo de movilización o la remodelación de estos PUFAs en el que están 

implicadas las fosfolipasas A2 (PLA2s), por lo que se procedió al análisis por GC-MS de la 

pérdida de ácido araquidónico tras activación celular con LPS o zimosán. En estos 

ensayos se consideró que ambos genotipos parten del mismo contenido inicial de ácido 

araquidónico, llamándola 100% para observar la variación a lo largo del tiempo de 0 a 

24 horas de forma más adecuada, aunque como ya se mencionó anteriormente el 

contenido inicial es menor en las células que carecen de lipina-2. 

En los análisis se observó una mayor liberación de ácido araquidónico en las células wild 

type que en las KO Lpin2 cuando se activan las células con zimosán (Figura D.17B). Con 

LPS como estímulo apenas se observaron diferencias entre ambos genotipos (Figura 

D.17A). Como se observa en la gráfica la mayor liberación se produce a tiempos cortos, 

entre 2 y 8 horas. Con estos resultados podemos observar que el mecanismo de 

movilización o liberación de ácido araquidónico por parte de las fosfolipasas A2 está 

alterado de alguna forma en las células carentes de lipina-2 cuando son activadas con 

zimosán, pero esto no ocurre al activarlas con LPS. 
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Figura D.17. Pérdida de ácido araquidónico tras activación celular en iBMDMs. (A) Pérdida de 

ácido araquidónico tras activación con LPS a 200 ng/mL durante los tiempos indicados. (B) 

Pérdida de ácido araquidónico tras activación con zimosán a 500 g/mL durante los tiempos 

indicados. Los datos se representan como la media ± SD de dos experimentos representativos 

realizados por duplicado. Las diferencias significativas entre genotipos se muestran con * (* 

p<0.05, ** p<0.01). 
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D.4 Análisis de clases de glicerofosfolípidos y esfingolípidos por LC-

MS en macrófagos derivados de médula ósea de ratón 

inmortalizados carentes de lipina-2. 

Con el fin de determinar qué clases de fosfolípidos en concreto son las responsables de 

las diferencias observadas entre genotipos en la fracción de fosfolípidos totales 

analizada por GC-MS, se procedió al análisis por LC-MS de todas las clases de PL, así 

como de SL presentes en estas células. 

El estudio comparativo de la composición de especies de PL y SL entre las células wild 

type y las células carentes de lipina-2 (Figuras D.18-D.20) demostró que existen 

alteraciones entre ambos genotipos. De forma general, se observa una disminución en 

especies de PC, PA, PG y SM y aumentos en especies de Cer principalmente. El resto de 

especies como los PE, el PI, la PS y el BMP permanecieron inalterados en cuanto a su 

contenido total en ambos genotipos, por lo que no se pudo determinar qué especie 

concreta es la responsable de los aumentos y disminuciones observados por GC-MS en 

MUFAs y PUFAs, respectivamente. Las diferencias significativas en estos perfiles fueron 

observadas principalmente en especies que contienen MUFAs como el 16:1 y el 18:1, 

presumiblemente ácido palmitoleico (16:1n-7) y ácido oleico (18:1n-9), 

respectivamente, y en PUFAs como 18:2, 20:4 y 22:4 lo que está en consonancia con el 

perfil de ácidos grasos totales y de fosfolípidos totales observados mediante GC-MS 

(Figuras D.7 y D.8A). 

En cuanto al perfil de SL cabe destacar las diferencias observadas de forma basal entre 

ambos genotipos siendo menor el contenido de SM y mayor el contenido de Cer cuando 

falta lipina-2 (Figura D.20) por lo que parece que la biosíntesis de estas clases de SL está 

alterada como consecuencia de la falta de lipina-2. 
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Figura D.18. Perfil de especies de las diferentes clases de glicerofosfolípidos en iBMDMs.  Se 

muestran únicamente las especies consideradas mayoritarias para cada clase de fosfolípido. 

Debido al límite de detección y sensibilidad del equipo empleado, las especies cuya señal era 

menor de 3 veces la relación señal/ruido se han descartado para evitar cuantificaciones no 

reales. El listado completo de transiciones de MRM analizadas se encuentra en las Tablas C.2-

C.8 en la sección de materiales y metodología. Los datos se representan como la media ± SD de 

un experimento realizado por triplicado. * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001. 
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Figura D.19. Perfil total de las diferentes clases de glicerofosfolípidos en iBMDMs.  En la figura 

se representó el contenido total presente en cada fracción. Los datos se representan como la 

media ± SD de un experimento realizado por triplicado. * p<0.05. 
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Figura D.20. Perfil de especies de las diferentes clases de esfingolípidos en iBMDMs.  (A) 

Fracción de esfingomielina (SM), (B) Fracción de ceramidas y dihidroceramidas (Cer y dhCer). El 

listado completo de transiciones de MRM analizadas se encuentra en las Tablas C.9 y C.10 en la 

sección de materiales y metodología. En la figura derecha se representó el contenido total 

presente en cada fracción. Los datos se representan como la media ± SD de un experimento 

realizado por triplicado. * p<0.05. 
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D.5 La falta de lipina-2 provoca cambios en la síntesis de ceramidas 

tras activación celular. 

Como se mostró anteriormente, a nivel basal observamos un mayor contenido de Cer 

en las células KO Lpin2 que en las wild type (Figura D.20B), por lo que nos planteamos 

como la falta de lipina-2 podría estar afectando a la ruta sintética de Cer. Puesto que, 

según la literatura (203), la ruta de síntesis de Cer se activa tras una infección, se 

comprobó cómo afecta a los perfiles de Cer el tratamiento con LPS o zimosán. 
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Figura D.21. Perfil de especies de ceramidas y dihidroceramidas tras activación con LPS en 

iBMDMs. Perfil de ceramidas y dihidroceramidas tras activación con LPS a 200 ng/mL durante 6 

horas. Los datos se representan como la media ± SD de un experimento representativo realizado 

por duplicado. Las diferencias significativas entre genotipos se muestran con * (* p<0.05, ** 

p<0.01) y las diferencias entre tratamiento con estímulo y controles con # (# comparando 

genotipo wild type, # comparando genotipo KO Lpin2, # p<0.05). 
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Figura D.22. Perfil de especies de ceramidas y dihidroceramidas tras activación con zimosán 

en iBMDMs. Perfil de ceramidas y dihidroceramidas tras activación con zimosán a 500 g/mL 

durante 6 horas. Los datos se representan como la media ± SD de un experimento representativo 

realizado por duplicado. Las diferencias significativas entre genotipos se muestran con * (* 

p<0.05, ** p<0.01) y las diferencias entre tratamiento con estímulo y controles con # (# 

comparando genotipo wild type, # comparando genotipo KO Lpin2, # p<0.05). 

 

En las células wild type, tras el tratamiento con LPS o zimosán se observó un incremento 

en el contenido total de Cer, más relevante al tratar las células con LPS que con zimosán 

(Figuras D.21 y D.22). Este resultado era lo esperado ya que coincidió con lo descrito en 

la literatura. Sin embargo, en las células carentes de lipina-2, tras la activación con LPS 

o zimosán, no solo no se observó un aumento en el contenido total, sino que, los niveles 

fueron disminuidos respecto a las células KO Lpin2 control por lo que se concluyó que 

en algún punto de la ruta de síntesis de Cer la falta de lipina-2 está generando problemas 

que provocan una menor capacidad de síntesis o una mayor degradación de las mismas 

bajo condiciones de activación celular. 
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E.1 El silenciamiento génico de Lpin2 no es suficiente como para alterar el perfil 

lipídico de macrófagos RAW 264.7. 

 

La lipina-2 juega un papel clave en la regulación de lípidos bioactivos como PA y el DAG. 

La desregulación de estos lípidos puede llevar a alteraciones en diferentes rutas de 

señalización en los que éstos están implicados directamente. 

El estudio lipidómico en la línea celular macrofágica RAW 264.7 demostró que el 

silenciamiento obtenido mediante la técnica de siRNA no es suficiente como para alterar 

el metabolismo de lípidos ya que apenas se observaron cambios significativos en el 

contenido de ácidos grasos totales ni en el contenido de lípidos neutros y fosfolípidos 

analizados por GC-MS. Esto puede deberse a varias razones, en primer lugar, es posible 

que el silenciamiento de lipina-2 obtenido (en torno al 60 %) (Figura D.1). Por otro lado, 

el análisis de la expresión génica de los otros miembros de la familia de las lipinas (lipina-

1 y lipina-3) demostró que la expresión de mRNA de estos genes es similar a la de los 

controles. Sin embargo, es posible que el silenciamiento de lipina-2 provoque una mayor 

traducción a nivel proteico de lipina-1 o lipina-3, existiendo, de esta forma, una 

compensación a la falta provocada por el silenciamiento génico de Lpin2. 

En el perfil de ácidos grasos totales (Figura D.2) podemos observar que existen ciertas 

tendencias como la acumulación de MUFAs, tales como el 16:1n-7 y el 18:1n-9. Estas 

tendencias observadas no son significativas, sin embargo, es posible que se deba a que 

el silenciamiento de lipina-2 no es completo. Como se discutirá más adelante, en 

macrófagos derivados de médula ósea en los cuales la lipina-2 no está presente, estas 

tendencias observadas en los macrófagos RAW 264.7 sí son significativas y parecen 

tener sentido biológico. 

Por otro lado, observamos que los PUFAs como el 20:3n-9 o ácido Mead y el 20:5n-3 o 

EPA están ligeramente aumentados en las células silenciadas para lipina-2. Al tratarse 

de una línea celular, el contenido en PUFAs es bajo en comparación con células primarias 

y estos PUFAs como el EPA o el ácido Mead, junto a un mayor contenido de MUFAs, 

compensan esta carencia en el resto de PUFAs. La síntesis y acumulación de ácido Mead 

está relacionado con una deficiencia en ácidos grasos esenciales como el 18:2n-6 o 
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18:3n-3 y en sus derivados (150). Se conocen dos rutas de síntesis de este ácido graso, 

ambas a través de elongaciones y desaturaciones por parte de elongasas y desaturasas, 

respectivamente. Resulta interesante que ambas rutas parten del mismo punto, que es 

el ácido oleico, el cual está ligeramente aumentado en las células silenciadas para lipina-

2 de la misma forma que ocurre con el ácido Mead por lo que, parece ser que la 

reducción de la expresión génica de lipina-2 parece estar implicada en la regulación de 

los niveles de estos dos ácidos grasos con el fin de evitar una desregulación lipídica que 

pueda generar otro tipo de alteraciones en la célula. 

En cuanto al análisis de lípidos neutros (Figura D.3), es lógico pensar que habría una 

disminución del contenido total de DAG debido a que falta lipina-2, sin embargo, no se 

observaron cambios significativos con respecto a los controles. Por otro lado, en el TAG, 

que es subproducto directo del DAG, también sería lógico pensar que habría una 

disminución en su contenido total cuando hay menos lipina-2 y de la misma forma, 

tampoco se observaron estos cambios. Este hecho probablemente se deba a lo ya 

mencionado anteriormente, y es, que un silenciamiento génico del 60 % no es apropiado 

para ver cambios a nivel lipídico. 

 

E.2 La falta de lipina-2 en fibroblastos embrionarios de ratón provoca una 

disminución en la capacidad de síntesis de algunos glicerofosfolípidos. 

 

El análisis lipidómico en iMEFs carentes de lipina-2 demostró que a nivel basal la carencia 

de lipina-2 no parece afectar al perfil lipídico de forma importante.  

En el perfil total de ácidos grasos totales (Figura D.4), las diferencias entre ambos 

genotipos se dan exclusivamente en algunos ácidos grasos como el 16:1n-9 o en el 

18:2n-6. El ácido graso 16:1n-9 proviene de la -oxidación de ácido oleico en la 

mitocondria mientras que el 18:2n-6 es un ácido graso esencial, precursor de la familia 

de ácidos grasos n-6 como el ácido araquidónico. 
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Se ha demostrado que la administración de ácido hipogeico (16:1n-9) o su isómero más 

común, el ácido palmitoleico, provee a las células un importante carácter 

antiinflamatorio, contrarrestando los efectos de varios agonistas proinflamatorios como 

LPS o zimosán (151-154). En este caso, no se ha podido demostrar el por qué los 

fibroblastos carentes de lipina-2 poseen un menor contenido de este ácido graso ya que 

no fueron sometidos a activación celular y, por tanto, se desconoce si a nivel basal esta 

diferencia puede tener importancia biológica. No obstante, sería interesante realizar el 

estudio lipidómico tras activación celular en este sistema para comprobar si el perfil de 

estos ácidos grasos es diferente debido a la falta de lipina-2 y poder confirmar así el 

papel antiinflamatorio de los mismos descrito en otros sistemas. 

En cuanto al perfil de especies de lípidos neutros se observó que el contenido en TAG 

(Figura D.5C) es menor en las células carentes de lipina-2 mientras que el contenido de 

DAG, producto directo de la lipina al actuar sobre el PA, permaneció inalterado (Figura 

D.5B), por lo que se concluye que el menor contenido en TAG está directamente 

relacionado con la carencia de lipina-2. 

El análisis por clases de fosfolípidos (Figura D.6) proporcionó resultados similares a los 

observados en la fracción total de fosfolípidos (Figura D.5A), es decir, de forma general, 

un menor contenido de las clases analizadas en las células que carecen de lipina-2. Por 

otro lado, el PA, de la misma forma que ocurrió con el diaciglicerol, permaneció 

inalterado entre ambos genotipos (Figura D.6E).  

Es probable que las diferencias en DAG y PA no fueron observadas debido a que son dos 

lípidos cuyos niveles deben estar regulados de forma muy estricta en la célula debido a 

que su desregulación puede tener graves consecuencias en la homeostasis y 

señalización de la célula. Sin embargo, las diferencias se observaron en los productos 

directos del DAG, que son el TAG y PL como PC, PE o PS, por lo que los resultados 

obtenidos en este apartado son coherentes. 
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E.3 La falta de lipina-2 en macrófagos derivados de médula ósea inmortalizados 

aumenta la composición total de ácidos grasos monoinsaturados. 

 

El estudio lipidómico en iBMDMs demostró que existen alteraciones en el perfil de 

ácidos grasos totales (Figura D.7), principalmente debido a la fracción de fosfolípidos 

(Figura D.8A), cuando falta lipina-2. Las diferencias significativas más importantes se 

observaron en MUFAs y en PUFAs, que están aumentados o disminuidos, 

respectivamente, cuando falta lipina-2, mientras que los SFAs permanecieron 

inalterados en ambos genotipos. 

En cuanto a los MUFAs destacan el ácido palmitoleico y el ácido oleico cuyos niveles 

están aumentados cuando falta lipina-2. Ambos ácidos grasos son derivados de la 

desaturación en posición 9 llevada a cabo por la estearoil-CoA desaturasa 1 (SCD-1) del 

ácido palmítico y del ácido esteárico, respectivamente.  

Los PUFAs, por su parte, están disminuidos cuando falta lipina-2. En este caso destacan 

principalmente los derivados de los ácidos grasos esenciales ácido linoleico y ácido -

linolénico, que dan lugar a las grandes familias de PUFAs de las series n-6 y n-3, 

respectivamente. Cabe destacar que, en este tipo celular, de la misma forma que ocurrió 

en la línea celular macrofágica RAW 264.7, el ácido Mead (20:3n-9) está aumentado en 

las células carentes de lipina-2. Es posible que, en estas células, tal y como indica la 

literatura (150), exista una compensación por falta de ácidos grasos esenciales, aunque 

también puede deberse al elevado contenido de ácido oleico presente en las células 

cuando falta lipina-2 ya que las rutas de síntesis descritas hasta la fecha para el ácido 

Mead parten de este ácido graso. 

Resulta muy interesante como en las células carentes de lipina-2 se esté compensando 

el número total de insaturaciones, disminuyendo el contenido de PUFAs debido a su 

elevado contenido de MUFAs. Este hecho dirige la atención a la SCD-1, la cual, parece 

estar ejerciendo un papel clave en el mantenimiento de la relación 

saturados/insaturados en las células carentes de lipina-2 con el fin de proteger a la célula 

de alteraciones en las propiedades biofísicas de su membrana. 
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En cuanto al análisis de lípidos neutros, no se observaron diferencias significativas entre 

ambos genotipos. Sin embargo, cabe destacar que sí se observó una tendencia a un 

menor contenido de DAG en las células carentes de lipina-2 (Figura D.8B), lo cual es 

lógico ya que, al no existir lipina-2, es probable que estas células tengan dificultad en 

transformar el PA a DAG. Es posible que esta tendencia no sea significativa debido a que 

la lipina-1 puede estar compensando la carencia de lipina-2. Por otro lado, también fue 

de interés la tendencia observada en CE (Figura D.8D), ya que resultados publicados en 

nuestro laboratorio han demostrado que estas células carentes de lipina-2 presentan 

una síntesis de colesterol reducida en comparación a las wild type (96), por lo que está 

en consonancia con la tendencia observada. 

 

E.4 Regulación de la estearoil-CoA desaturasa 1 (SCD-1) en macrófagos derivados 

de médula ósea inmortalizados carentes de lipina-2. 

 

Los estudios realizados en relación a la expresión de SCD-1 en iBMDMs, tanto por 

análisis de la expresión génica por qPCR-RT (Figura D.10) como por inmunofluorescencia 

(Figura D.12), demostraron que la falta de lipina-2 provoca cambios en el metabolismo 

lipídico alterando los niveles de expresión génica de otras proteínas del metabolismo 

lipídico como la SCD-1, en concreto aumentando la expresión de la misma. 

Esta sobreexpresión está directamente relacionada con lo obtenido en los análisis 

lipidómicos en los cuales observamos mayores niveles de MUFAs cuando falta lipina-2 

por lo que es posible que lipina-2 está regulando la expresión de otras enzimas del 

metabolismo lipídico como la SCD-1. 

La inhibición de SCD-1 generó un incremento significativo en los niveles de SFAs y una 

reducción en los niveles de MUFAs además de un ligero incremento en los niveles de 

PUFAs (Figura D.13). Al inhibir SCD-1 las diferencias significativas que se observaban 

entre ambos genotipos desaparecen, aumentando el contenido total de ácidos grasos 

presente en las células debido principalmente a la acumulación de SFAs. 

La acumulación de SFAs dentro de la célula puede llegar a ser nocivo para la misma y, 

de hecho, se sabe que los SFAs mimetizan el comportamiento del LPS bacteriano 
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desencadenando una respuesta inflamatoria vía TLR4 (155-157). Este hecho nos llevó al 

estudio de algunas citoquinas proinflamatorias clásicas como IL-1, IL-6 y Tnf- tras la 

inhibición de SCD-1 y activación con LPS (Figura D.14). En estos análisis, se comprobó 

que el tratamiento con CAY10566, a pesar de aumentar el contenido de SFAs dentro de 

la célula, no alteraba la expresión génica de estas citoquinas. 

Durante el tratamiento con LPS, se observaron diferencias significativas entre ambos 

genotipos, independientemente del tratamiento con el inhibidor de SCD-1. En cuanto a 

la producción de IL-6, la inhibición de SCD-1 aumenta la expresión de dicha citoquina en 

el genotipo wild type mientras que ocurre lo contrario para las KO Lpin2. En este sentido 

sería conveniente realizar análisis de liberación de citoquinas en sobrenadantes 

mediante la técnica ELISA ya que confirmarían si la inhibición de esta enzima tiene como 

consecuencia la liberación de estos factores inflamatorios al medio extracelular. 

Por otro lado, el análisis de la fluidez de la membrana mediante FRAP (Figura D.15) 

confirmó que la diferencia en la relación de ácidos grasos saturados/insaturados 

observada de forma basal entre ambos genotipos en los análisis lipidómicos afecta a las 

propiedades biofísicas de la membrana, haciéndola más fluida en las células carentes de 

lipina-2 probablemente debido al mayor contenido de MUFAs, cuya estructura química 

provoca un menor empaquetamiento, facilitando así una membrana más fluida. Dicha 

membrana se recuperó de forma más efectiva y rápida que la membrana de las células 

wild type. Además de la fluidez de la membrana plasmática, las alteraciones en la 

relación ácidos grasos saturados/insaturados puede afectar a otras características 

relacionadas con la membrana plasmática como los procesos de fagocitosis (158, 159) o 

el ensamble de las balsas lipídicas o lipid rafts y la señalización a través de las mismas 

(160). 

Por último, el estudio de la viabilidad celular tras la inhibición de SCD-1 con distintos 

inhibidores farmacológicos específicos como CAY10566 o MF-438 demostraron que las 

células wild type son menos viables que las células carentes de lipina-2 (Figura D.16). Es 

probable que la mayor viabilidad observada en las células carentes de lipina-2 se deba a 

la sobreexpresión de SCD-1 que poseen, aunque esto no se ha demostrado aún. 

En la literatura se ha relacionado la sobreexpresión de SCD-1 con el desarrollo de 

diferentes tipos de cáncer y se ha establecido como posible diana terapéutica para evitar 
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proliferación de células cancerígenas, el crecimiento de tumores y metástasis (161-164). 

Por otra parte, un elevado contenido en MUFAs, como consecuencia de unos niveles 

altos de SCD-1, está relacionado con un menor contenido de especies reactivas de 

oxígeno (ROS) en la membrana plasmática y con una protección ante la muerte celular 

por ferroptosis (165), en la que intervienen PUFAs susceptibles a peroxidación. 

 

E.5 El zimosán afecta en mayor medida que el LPS a la movilización de ácido 

araquidónico a las células carentes de lipina-2. 

 

Debido a la importancia del ácido araquidónico, sus niveles dentro de la célula están 

altamente regulados por dos rutas. En condiciones basales, este ácido graso se 

encuentra principalmente esterificado en la posición sn-2 de fosfolípidos de membrana 

como PC, PE o PI. Por el contrario, bajo condiciones de activación celular, se fomenta la 

hidrólisis de fosfolípidos liberando este ácido graso, generando una elevada 

concentración de ácido araquidónico libre, que es parcialmente metabolizado en 

eicosanoides (166-168). 

El ciclo de Lands consiste en la desacilación del ácido araquidónico de los fosfolípidos 

llevada a cabo por las PLA2s seguida de un proceso de reacilación llevado a cabo por la 

acil-CoA sintetasa (ACS) y aciltransferasas (169-173). Esta ruta de esterificación de ácido 

araquidónico se define como una ruta de alta afinidad y baja capacidad ya que opera 

cuando las concentraciones de este ácido graso son bajas en la célula. 

Otra ruta que regula la concentración intracelular de ácido araquidónico es la biosíntesis 

de novo de fosfolípidos, se da cuando los niveles de ácido araquidónico libre son 

elevados en la célula y su entrada mediante el ciclo de Lands está saturada (174-176). 

Se trata de una ruta de baja afinidad y alta capacidad. En esta ruta, el ácido araquidónico 

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

en moléculas de glicerol-3-fosfato por acción secuencial de la glicerol-3-fosfato-

aciltransferasa (GPAT) y la ácido lisofosfatídico aciltransferasa (LPAAT), generando PA.  

A partir de este PA pueden sintetizarse otros fosfolípidos (Figura A.3). Un marcador de 

esta ruta es la aparición de diaraquidonoil-PC o diaraquidonoil-PI, es decir, PC o PI que 
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contienen dos cadenas de ácido araquidónico. Este tipo de especies únicamente está 

presente cuando se da esta ruta, mientras que si la ruta mayoritaria es el ciclo de Lands 

estas no se observan. 

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

cerevisiae (177) y es el modelo de estudio más usado en los últimos años para generar 

una respuesta inmune a infecciones fúngicas, así como para estudiar la producción u 

liberación de citoquinas proinflamatorias (178-180). Además, es uno de los estímulos 

más empleados para el estudio de los mecanismos de movilización de ácido 

araquidónico en célula fagocítica (181, 182). El zimosán interacciona con diversos 

receptores entre los que se incluyen receptores scavenger, receptores tipo Toll como 

TLR2 o TLR6, lectinas de tipo C como dectina-1, lo que genera una señal proinflamatoria. 

(180, 183).  

En la literatura se ha demostrado que el receptor dectina-1 es el responsable de activar 

fosfolipasas A2 implicadas en la movilización de ácido araquidónico en macrófagos 

estimulados con zimosán (184, 185). Esto se debe a que se generan aumentos en la 

concentración intracelular de Ca2+ y se activa la ruta de las MAP quinasas (MAPK) (186, 

187) que fosforilan cPLA2 fomentando la movilización de ácido araquidónico. 

El LPS es uno de los componentes bacterianos inmunoestimuladores mejor estudiados, 

pueden inducir inflamación sistémica y sepsis si la exposición al mismo es excesiva (188). 

Es el componente estructural más importante de la membrana externa de las bacterias 

gram-negativas y consta de tres partes: el lípido A, un núcleo de oligosacárido y una 

cadena lateral O (189-192). Durante la activación celular, el LPS interacciona con 

diferentes proteínas entre las que se incluyen la proteína de unión a LPS (LBP), CD-14, 

MD-2 y TLR4 generando en última instancia la activación de quinasas como MAPK y 

factores de transcripción como AP-1, NF-B o IRF3. La activación de TLR4 por LPS resulta, 

por tanto, en la producción de genes proinflamatorios entre los que destacan los que 

codifican para citoquinas proinflamatorias como IL-1, IL-6 o Tnf-. 

En los iBMDMs, al tratarse de una línea celular, los niveles de ácido araquidónico no son 

muy elevados. A pesar de ello, se quiso comprobar como la falta de lipina-2 podría 

afectar a la movilización o liberación de este ácido graso tras la activación celular con 
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diferentes estímulos como LPS o zimosán, que actúan a través de diferentes rutas de 

señalización como se ha indicado previamente. 

Los análisis por GC-MS demostraron una menor liberación de ácido araquidónico en las 

células carentes de lipina-2 respecto a las wild type tras activar las células con zimosán 

(Figura D.17B), aunque este efecto no se observó tras la activación con LPS. Este hecho 

confirma nuestra hipótesis de que la carencia de lipina-2 afecta a la movilización de este 

ácido graso modulando de cierta forma la señalización celular generada por el zimosán 

a tiempos cortos (entre 2 y 8 horas) mientras que la ruta de señalización por LPS parece 

inalterada o al menos no parece afectar a la activación de cPLA2 ya que no se 

observaron cambios entre ambos genotipos en la liberación de ácido araquidónico 

cuando usamos este estímulo. 

 

E.6 La falta de lipina-2 en macrófagos derivados de médula ósea inmortalizados 

provoca cambios en la composición de glicerofosfolípidos y esfingolípidos. 

 

El análisis de clases de PL y SL por LC-MS se realizó para verificar, de forma 

complementaria al estudio realizado por GC-MS, que existen diferencias significativas 

en especies que contienen MUFAs cuando falta lipina-2 debido a una sobreexpresión de 

SCD-1. 

En dichos análisis se demostró que las principales diferencias observadas entre ambos 

genotipos se encuentran en especies que contienen ácido palmitoleico y ácido oleico 

(Figura D.18). En PE, estas diferencias están compensadas ya que los niveles de algunas 

especies con estos ácidos grasos son mayores y en otros casos son menores cuando falta 

lipina-2. Por otro lado, observamos que el pequeño contenido de PUFAs presente en 

esta línea celular se concentre en PE mientras que en PC no se detectaron especies con 

estos ácidos grasos o eran minoritarias, con excepción de la especie PC (18:0/18:2). 

Pese a lo esperado, se encontró que los niveles de PA están disminuidos en las células 

carentes de lipina-2. Este efecto se debe a una disminución del contenido en especies 

que contienen SFAs como el ácido palmítico (16:0) o ácido esteárico (18:0). Este hecho 

se podría explicar posiblemente por una compensación por parte de lipina-1 aunque 
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sería necesario realizar ensayos de actividad PAP o análisis de expresión de lipina-1 por 

Western Blot para verificarlo. Por otro lado, el PG también se ve disminuido en las células 

carentes de lipina-2 y esto, junto al menor contenido de PA, puede deberse a que las 

células carentes de lipina-2 están destinando el PA y el PG para la síntesis de CL (Figura 

A.3). Además, debido a que los niveles de DAG en las células carentes de lipina-2 tienden 

a ser menores, parece lógico pensar que tanto el PA como el PG están siendo 

metabolizados a CL. Este PL es el componente principal de la membrana mitocondrial 

interna (193-195) y es clave en el mantenimiento y correcto funcionamiento de las 

crestas mitocondriales. Estudios en nuestro laboratorio han demostrado que las células 

carentes de lipina-2 presentan un daño mitocondrial importante, afectando a la 

respiración de estas células y por tanto a la generación de energía. Por otra parte, 

también sabemos que la composición de CL es diferente entre ambos genotipos, lo cual 

parece coincidir con lo mencionado, aunque aún es necesario profundizar más en dicho 

estudio. 

El análisis de SL por LC-MS proporcionó información acerca de cómo la falta de lipina-2 

puede estar afectando a la biosíntesis de este tipo de lípidos. Los SL son componentes 

muy importantes en las células eucariotas y muchos de ellos funcionan como moléculas 

señalizadoras. En concreto, las Cer juegan un papel clave en muchas respuestas celulares 

como regulación del crecimiento celular, viabilidad, diferenciación y senescencia (196). 

La formación de Cer puede ser inducida a través de diferentes estímulos como Tnf- 

(197), ésteres de forbol (198), estrés oxidativo (199) o quimioterapéuticos (200). Existen 

varias rutas que conducen a la síntesis de Cer (Figura A.4). Por un lado, la síntesis de 

novo a partir de serina y palmitoil-CoA (100); por otro lado, existe otra vía que consiste 

en la hidrólisis de SM por acción de las esfingomielinasas neutra o ácida (201) y, por 

último, otra vía que consiste en el catabolismo de SL más complejos que generan 

esfingosina que es reacilada para generar Cer (202).  

En iBMDM a nivel basal observamos que el contenido de SM es menor mientras que el 

de Cer es mayor cuando falta lipina-2 (Figura D.20) por lo que es posible que el defecto 

de esta enzima este asociado a una sobreactivación de alguna esfingomielinasa que está 

hidrolizando SM para generar Cer. En este apartado resultaría muy interesante realizar, 

en el futuro, un análisis de expresión génica o proteica de las enzimas implicadas en la 
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biosíntesis de SL y en concreto de las esfingomielinasas en estas células carentes de 

lipina-2 ya que, de existir alteraciones en dichas proteínas, se explicarían estos 

resultados observados por LC-MS. 

 

E.7 La falta de lipina-2 en macrófagos derivados de médula ósea inmortalizados 

altera la síntesis de ceramidas tras activación celular. 

 

De forma basal en iBMDM carentes de lipina-2 observamos un mayor contenido de Cer 

totales a expensas de una disminución en el contenido de SM (Figura D.20). Debido a 

este hecho, resultó interesante comprobar que ocurría tras activar las células con dos 

estímulos que señalizan por vías diferentes como el LPS o el zimosán. En la literatura 

está descrito que el LPS o cualquier estimulo relacionado con la activación celular vía 

TLR4 (203), promueve la síntesis de ácidos grasos a partir de intermediarios no lipídicos, 

principalmente a partir de glucolisis, lo que en última instancia lleva a la síntesis de novo 

de SL, en concreto de Cer (Figura A.4). 

En este caso, tras la activación con LPS las células wild type mostraron un 

comportamiento normal como el ya descrito en la literatura, es decir, un incremento 

significativo en el contenido total de Cer tras la activación. Sin embargo, esto no ocurrió 

con las células carentes de lipina-2 ya que no se observaron aumentos en la producción 

de Cer, más bien, los niveles se mantuvieron por debajo o similares a los controles 

(Figura D.21). 

Por otro lado, el tratamiento de las células con zimosán no produjo aumentos en el 

contenido total de Cer. En cuanto a las células carentes de lipina-2 se observó una 

reducción significativa en el contenido total de Cer, más acusado que en el tratamiento 

con LPS (Figura D.22). 

No es trivial comprender por qué cada estímulo afecta de forma diferente a estas 

células, aunque lo más lógico es pensar que esto ocurre debido a las diferencias en las 

cascadas de señalización activadas por cada estímulo. Por otra parte, mientras que las 

células wild type parecen responder de forma adecuada a los estímulos aumentando la 

producción de Cer como está descrito, al menos con LPS, las células carentes de lipina-
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2 parecen tener un defecto asociado a la falta de dicha enzima que impide que 

produzcan más cantidad de Cer. Este hecho probablemente está asociado al mayor 

contenido de Cer totales que presenta este genotipo de forma basal. 

Sin embargo, en este último apartado del trabajo se recogen estudios preliminares y es 

necesario profundizar mucho más en el metabolismo de SL tras activación celular para 

comprender que enzimas pueden estar alteradas (ceramida sintasa, esfingomielinasa 

ácida, etc.) y dar una posible explicación a los datos observados. Esto permitirá 

establecer interconexiones entre otras enzimas del metabolismo lipídico y la lipina-2, 

además de explicar resultados previos como las diferencias observadas en la fluidez de 

membrana, que está directamente relacionada con el contenido de SL, y otros 

funcionales relacionados como el ensamble de balsas lipídicas (lipid rafts) implicadas en 

la señalización e internalización de algunos receptores de membrana como TLR4 (203-

205). 
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A partir de los resultados obtenidos en este trabajo se han elaborado las siguientes 

conclusiones: 

 

1. El silenciamiento génico mediante siRNA en la línea celular macrofágica RAW 

264.7 no es suficiente como para alterar el perfil lipídico de esta línea celular. 

 

2. La falta de lipina-2 en fibroblastos embrionarios de ratón provoca una síntesis 

atenuada de PL y de TAG, aunque el sustrato y el producto de la lipina, es decir, 

el PA y el DAG, permanecieron inalterados. 

 

 

3. La falta de lipina-2 en macrófagos derivados de médula ósea de ratón 

inmortalizados provoca cambios en el contenido de MUFAs y PUFAs. 

 

4. Los cambios asociados a los MUFAs observados en las células carentes de lipina-

2 están relacionados con la sobreexpresión de la estearoil-CoA desaturasa 1, 

observada tanto por expresión génica como por inmunofluorescencia. 

 

 

5. La inhibición farmacológica con inhibidores específicos de SCD-1 provoca la 

desaparición de las diferencias significativas que se observan en los MUFAs de 

los controles entre ambos genotipos y un aumento en el contenido total de 

ácidos grasos debido a un incremento en el contenido de SFAs. 

 

6. La inhibición farmacológica con inhibidores específicos de SCD-1, a pesar de 

generar elevados niveles de SFAs dentro de la célula, no altera la expresión 

génica de citoquinas proinflamatorias como IL-6, Tnf- e IL-1 

independientemente de la expresión de lipina-2. 

 

 

7. El análisis de la fluidez de la membrana mediante FRAP por microscopia confocal 

reveló que las células carentes de lipina-2 poseen una membrana plasmática más 
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fluida debido, posiblemente, al mayor contenido en MUFAs que se empaquetan 

peor y generan una estructura más móvil. 

 

8. La inhibición farmacológica con inhibidores específicos de SCD-1 disminuye la 

viabilidad celular, con un impacto menor en las células carentes de lipina-2. 

 

 

9. La movilización de ácido araquidónico tras activación celular con zimosán es 

menor en células carentes de lipina-2. El LPS, al señalizar por otra vía diferente, 

no afecta a esta movilización. 

 

10. En macrófagos derivados de médula ósea de ratón inmortalizados carentes de 

lipina-2 los niveles de PC, PA, PG y SM son menores y los niveles de ceramidas 

son mayores. 

 

 

11. Algunas enzimas implicadas en la biosíntesis de SL parecen estar alteradas 

cuando falta lipina-2. La activación celular con LPS en macrófagos derivados de 

médula ósea de ratón inmortalizados carentes de lipina-2 no fomenta la síntesis 

de Cer, mientras que en las células wild type sí.
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