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A.1 El sistema inmune. La respuesta a patógenos 

Microorganismos y patógenos en general son capaces de invadir organismos vivos, 

infectarlos y, en último lugar, provocar su muerte. Con el fin de eliminar estos patógenos, la 

evolución ha llevado a desarrollar y perfeccionar un mecanismo de defensa llamado sistema 

inmune.  

En mamíferos, la protección se lleva a cabo mediante dos estrategias diferenciadas: la 

inmunidad innata, una primera línea de defensa no específica con receptores altamente 

conservados evolutivamente desde las plantas o las moscas del vinagre; y la inmunidad adaptativa, 

un sistema especializado que comprende células diferenciadas con capacidad de reconocimiento 

de patógenos y que se encarga tanto de la eliminación de patógenos en una segunda fase de la 

infección como de generar memoria inmunológica. Esta capacidad se debe a un desarrollo basado 

en una selección clonal a partir de un vasto repertorio de linfocitos que contienen una gran 

variedad de receptores específicos generados por reordenación genética [1]. 

La inmunidad adaptativa se desencadena tras ser activada por la inmunidad innata, la cual 

actúa en la primera fase de la infección. La inmunidad innata, constituida como una formidable 

defensa contra amenazas externas, comprende a las células dendríticas, las células 

polimorfonucleares (PMN) y al denominado “sistema fagocítico mononuclear”. Este sistema incluye 

a los promonocitos y sus precursores en la médula ósea, los monocitos distribuidos en la  sangre 

periférica y los macrófagos, localizados en los tejidos  

Los macrófagos son células fagocíticas residentes en los tejidos linfoides y no linfoides [2] 

descritos por primera vez a finales del siglo XIX por Élie Metchnikoff, premio Nobel de Fisiología y 

Medicina en 1908. En las décadas siguientes se conseguirían definir los mecanismos que permiten 

la activación de los macrófagos. No fue hasta un siglo después cuando se empezaron a documentar 

los innumerables papeles que juegan estas células fagocíticas [3].  

En la actualidad se sabe que los macrófagos están ampliamente distribuidos por todo el 

cuerpo, incluidas las vías de acceso de microorganismos, y que su actividad incluye la participación 

en la captura inicial y procesamiento de los antígenos potenciales (inmunidad innata) que a su vez 

implica la activación de la maquinaria de acción de los linfocitos T y B (inmunidad adaptativa). 

Los macrófagos están implicados, además de en la eliminación de patógenos gracias a su 

eficiente actividad endocítica y fagocítica,  en la homeostasis tisular [4] y en la regulación local y 

sistémica de la respuesta inflamatoria e inmune a través de su capacidad capacidad para inducir la 

producción de citoquinas inflamatorias o ácido araquidónico (AA)[5, 6]. 
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Figura 1. Esquema del sistema fagocítico mononuclear  

 

 



INTRODUCCIÓN 

Estudio lipidómico de la movilización de ácido 
araquidónico asociada a la respuesta inmune innata 

Universidad de Valladolid Página 15 de 134 

 

A.2 Fagocitosis de patógenos e inflamación 

La palabra fagocitosis deriva de la palabra griega phageinkytos que significa literalmente 

“comer células”.  La fagocitosis es un tipo de endocitosis por la cual, una vez reconocido el 

patógeno, las células especializadas como los macrófagos o los neutrófilos, pertenecientes a la 

familia de las células PMN, lo rodean y lo introducen al interior para su eliminación. En organismos 

pluricelulares esta actividad tiene como función tanto el reciclaje de células y tejidos muertos como 

la defensa ante agentes foráneos que al ser reconocidos por receptores de la superficie de células 

fagocíticas son capaces de iniciar cascadas metabólicas que derivan en el desarrollo de reacciones 

inflamatorias [2].  

La inflamación es una parte de la respuesta inmediata de un organismo a infecciones, 

traumatismos y enfermedades post-isquémicas, tóxicas o autoinmunes [7]. La inflamación 

comprende un conjunto complejo de interacciones de factores solubles y células que pueden tener 

lugar en cualquier tejido y está tipificado por síntomas como el enrojecimiento, el calor, el dolor y 

el tumor o hinchazón. Estos síntomas aparecen como resultado de un incremento tanto en flujo 

sanguíneo como en el movimiento de leucocitos además de un aumento en la permeabilidad de los 

capilares sanguíneos que permite extravasación, es decir, el abandono del torrente sanguíneo 

atravesando la pared endotelial de diferentes moléculas como factores del complemento, 

anticuerpos y citoquinas [8]. 

El proceso normalmente permite la recuperación tisular. Sin embargo, si la destrucción 

dirigida y la reparación asistida no están totalmente coordinadas, la inflamación puede ocasionar 

daños tisulares persistentes por leucocitos o linfocitos. La inflamación cuenta con sus propios 

puntos de control, incluyendo señales moleculares que pueden favorecer la supresión de la 

inflamación dependiendo del momento y la situación. Así, el estado de no inflamación no se 

presenta de forma pasiva por la ausencia de estímulos inflamatorios [7] sino que requiere la 

secreción de citoquinas antiinflamatorias, la inhibición de cascadas de señalización 

proinflamatorias, la redistribución de receptores de mediadores inflamatorios y la activación de 

células reguladoras [9]. 

A.2.1 Reconocimiento del zimosán en macrófagos 

El zimosán es una preparación de la pared celular de la levadura S. cerevisiae compuesta 

principalmente por -glucanos, manosas, manoproteínas y quitinas, todas ellas implicadas en el 

reconocimiento de levaduras por parte de sistema inmune [10]. Esta preparación se ha utilizado 

durante más de 50 años como modelo de estímulo de la fagocitosis y la inflamación tanto en 

ensayos in vivo como in vitro  [11]. Además, el zimosán, al igual que otros agentes patógenos, tiene 

la capacidad de opsonizarse, es decir, de ser cubiertos por una serie de moléculas presentes en el 

suero denominadas opsoninas,  que incluyen las inmunoglobulinas G (IgG) y los factores de 
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complemento. Dichas moléculas, al igual que el zimosán, pueden ser reconocidos por receptores 

de membrana.  

En la superficie macrofágica, al igual que en el resto de tipos celulares que componen el 

sistema fagocítico, los receptores se dividen dependiendo de si reconocen patógenos o moléculas 

no patógenas, denominándose receptores de reconocimiento de patógenos (PRR) o receptores de 

reconocimiento de no patógenos, respectivamente. 

En macrófagos, la fagocitosis del zimosán comienza con su reconocimiento por diferentes 

PRR. El zimosán se une preferentemente al receptor dectina-1 y al complejo TLR2/TLR6. Además, 

también se ha determinado la implicación del receptor de manosa [12].  

Por su parte, los receptores que reconocen el zimosán son también capaces de unir el 

zimosán opsonizado. Esto se debe a que, aunque cubierto por diversas partículas, el zimosán 

opsonizado presenta los mismos motivos moleculares que se unen a los PRR que reconocen el 

zimosán. Pero además, el zimosán opsonizado posee la capacidad de ser reconocido por otros 

receptores de no patógenos de la superficie macrofágica. Así, el zimosán opsonizado se une 

principalmente, por una parte, a los receptores Fc (FcR) que reconocen partículas cubiertas con IgG 

y, por otra, a los receptores  de complemento 3 (CR3) que reconocen partículas opsonizadas con el 

complemento C3b y, en concreto, con su fragmento C3bi [13].  

Además de inducir la liberación de AA asociada a una posterior formación de eicosanoides, 

el reconocimiento del zimosán, opsonizado o no, está implicado en la formación de citoquinas 

proinflamatorias [14], la activación mediante fosforilación de la fosfolipasa C (PLC) [15] que deriva 

en la formación de inositol trisfosfato y diacilglicerol (DAG) [16] y en un incremento del calcio 

intracelular [14].  

A.2.1.1 Receptores de reconocimiento de patógenos 

Los PRR forman un grupo diverso y heterogéneo, aunque todos ellos poseen características 

comunes. La primera es que reconocen componentes microbianos conocidos como patrones 

moleculares asociados a patógenos (PAMP). Estos patrones pueden constar de azúcares, proteínas, 

lípidos o diferentes motivos de ácidos nucleicos los cuales son esenciales para la supervivencia del 

microorganismo. Segundo, los PRR se expresan constitutivamente en el huésped y detectan los 

patógenos sea cual sea el estado en que se encuentre en su ciclo de vida. Tercero, los PRRs son 

codificados en línea germinal, no clonados, expresados en todas las células de un tipo dado e 

independientes de la memoria inmunológica. Diferentes PRR reaccionan con PAMP específicos, 

mostrando diferentes patrones de expresión activando rutas de señalización específicas y 

promoviendo diferentes respuestas antipatogénicas [1]. 

Hay más de cien de estos receptores PRR que directamente activan las células inmunes, 

seguido de una cascada de señales que permiten la expresión de una variedad de genes implicados 

en las respuestas inflamatoria e inmune. Estos receptores incluyen a los receptores Toll-like (TLR), 



INTRODUCCIÓN 

Estudio lipidómico de la movilización de ácido 
araquidónico asociada a la respuesta inmune innata 

Universidad de Valladolid Página 17 de 134 

 

los PRR mejor caracterizados, y otros receptores como los receptores lectinas tipo-C que incluten 

los receptores de manosa y el receptor de -glucanos, dectina-1 , entre otros. 

A.2.1.1.1 TLR2 

Los receptores Toll-like se han identificado como la principal clase de PPR [17]. Inicialmente 

se describieron con un importante papel en el desarrollo dorso-ventral de Drosophila [18].  A 

posteriori se los implicó en la respuesta inmune innata de las moscas de la fruta y otros insectos 

[19].  

Los TLR son proteínas de membrana de tipo I, es decir, que contienen un dominio N-

terminal extracelular, compuesto por repeticiones ricas en leucina (LRR) que media en el 

reconocimiento de PAMP, además de un dominio transmembrana y un dominio homólogo 

intracelular  receptor tipo Toll-interleuquina-1 (TIR) que es requerido para el inicio de la 

señalización intracelular [17]. Esta señalización permitirá la producción de diferentes citoquinas 

inflamatorias, IFN tipo I y quimioquinas. 

El reconocimiento de PAMP por TLR, sólo o formando heterodímeros con otros TLR o no 

TLR, induce señales responsables de la activación de genes importantes en una defensa efectiva 

contra el huésped, especialmente citoquinas proinflamatorias. 

Además de la activación de la respuesta inmune innata, el reconocimiento mediado por 

TLR representa una unión entre los sistemas de inmunidad innata y adquirida induciendo la 

maduración de las células dendríticas y la proliferación y activación de las células T [20]. 

Hasta la actualidad, se han llegado a describir trece TLRs en ratones y humanos, TLR10 se 

expresa exclusivamente en humanos y TLR11-13 en ratones [21]. En ratones, TLR11, 12 y 13 

componen otra subfamilia adicional [22]. De todos ellos, es necesario resaltar TLR2 por reconocer 

zimosán [23].  

La familia de los TLR2 incluye a TLR1, TLR2 TLR6 y TLR10, éste último exclusivo de humanos. 

Además de zimosán, TLR2 reconoce lípidos de una variedad de microorganismos [24]. Puede 

interaccionar con sus ligandos en forma de heterodímeros, con TLR1 (TLR2/TLR1) o TLR6 

(TLR2/TLR6), o incluso con no TLRs como CD36 y CD14. El dímero TLR1/TLR2 une lipopéptidos 

triacilados y lipoproteínas de micobacterias y se ha sugerido que TLR10 interacciona con TLR1 o 

TLR2, aunque el ligando de estos heterodímeros es aún desconocido.  

Por su parte el reconocimiento de partículas de zimosán por parte del dímero TLR2/TLR6 se 

requiere para la activación del factor de transcripición nuclear (NF B) y la producción de citoquinas 

proinflamatorias como TNF-  [10] Sin embargo, la activación de los TLR no es suficiente para 

comenzar la fagocitosis ya que su expresión en células no fagocíticas no confiere a estas céluas la 

capacidad de internalizar el zimosán [23]. Además, se ha demostrado que no se requiere la 

activación de los TLR para el reclutamiento de fagosomas. De hecho, se ha descrito que son los 

propios TLR los que son reclutados para los fagosomas durante la internalización de patógenos 

[25], donde pueden reconocer diferentes ligandos. 
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Sin embargo, se ha demostrado mediante el uso de ratones KO de TLR2 que la liberación de 

AA y la producción de eicosanoides como el leucotrieno C4 son independientes de este receptor en 

respuesta a zimosán [12]. 

A.2.1.1.2 Receptores de manosa (MR) 

Descrito por primera vez por Stahl en 1978 [26], el receptor de manosa (MR o CD206) es 

una lectina tipo C que pertenece a toda una la familia de receptores de manosa que comprende 

MR, Endo180, DEC205, y  el receptor de fosfolipasas A2 de bajo peso molecular. MR une moléculas 

glicosiladas con una manosa terminal de un amplio rango de bacterias Gram-negativas y Gram-

positivas, hongos, protozoos, levaduras y micobacterias. Se expresa principalmente en macrófagos 

[27] y células dendríticas inmaduras, aunque también ha sido detectado en  compartimentos de 

células endoteliales, células de riñón, células del músculo liso traqueal y epitelio pigmentado de la 

retina [28].  

El MR ha sido asociado al reconocimiento de las moléculas de manosa presentes en el 

zimosán. Así, se ha definido la implicación en el reconocimiento de zimosán de SIGNR1 (specific 

ICAM-3-grabbing nonintegrin-related 1), un receptor homólogo de DC-SIGN (dendritic cell- specific 

ICAM-3-grabbing nonintegrin) considerado como el mayor receptor de manosa en macrófagos 

peritoneales de ratón [27]. 

A.2.1.1.3 Dectina-1 

La dectina-1 es un receptor tipo II transmembrana expresado en células mieloides, 

principalmente macrófagos, células dendríticas y neutrófilos [29]. Este receptor puede reconocer 

patógenos fúngicos vivos y comúnmente se ha descrito como el principal receptor en macrófagos 

responsable de la fagocitosis de levaduras, principalmente por el reconocimiento del -1,3-glucano 

central en la pared celular de levaduras y la pared celular fúngica [30].  

En macrófagos y células dendríticas, dectina-1 es el receptor principal pero no exclusivo de 

la fagocitosis de zimosán [31]. Junto con los TLRs reconocen componentes de las paredes celulares 

fúngicas y de levaduras sugiriendo que estos receptores pueden estar colaborando en la 

generación de la respuesta inflamatoria. En este sentido, se ha descrito la colaboración de TLR2 y 

dectina-1 en la respuesta inflamatoria mediada por el reconocimiento de zimosán en macrófagos 

[10]. 

Mediante el uso de anticuerpos monoclonales [30]y policlonales [32] de dectina-1 se ha 

demostrado la implicación de este receptor en la fagocitosis de zimosán por parte de los 

macrófagos. Además, ratones deficientes en dectina-1 son incapaces de fagocitar el zimosán y 

presentan más susceptibilidad a infecciones fúngicas [33, 34].  También se ha comprobado que la 

reducción de expresión de dectina-1 mediante microRNA en macrófagos de ratón suprime la 

estimulación de la producción de ROS producido por zimosán [31, 35] corroborando la importancia 

de este receptor en la defensa innata. 
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El reconocimiento de zimosán por dectina-1 parece ser clave en la activación de la cascada 

metabólica implicada en la inflamación. Así, en células RAW que sobreexpresan dectina-1 se ha 

comprobado un aumento en la liberación de AA, la expresión de COX-2 y la producción de 

prostaglandinas [12]. 

A.2.1.2 Receptores de reconocimiento de no patógenos 

Los receptotes de no patógenos reconocen a partículas que cubren a los patógenos. Este 

reconocimiento es específico, cada partícula se une a un receptor concreto e inicia un determinado 

tipo de fagocitosis. Dependiendo del receptor implicado, se han definido dos tipos diferentes de 

fagocitosis de partículas opsonizadas: la fagocitosis tipo I mediada por los receptores Fc (FcR) que 

une partículas cubiertas por IgG y la fagocitosis tipo II en el que los receptores de complemento 

tipo 3 (CR3) reconocen partículas cubiertas con complemento [36]. De este modo, los FcR y los CR3 

se convierten en receptores clave en el reconocimiento de no patógenos y en el inicio de los 

procesos fagocíticos. 

A.2.1.2.1 Receptores Fc  

Los FcR unen regiones Fc de anticuerpos que son atacados por células infectadas o 

patógenos invasores y son expresadas en muchos tipos celulares del sistema inmune. Son 

consideradas como el punto de unión entre la inmunidad adaptativa y la inmunidad innata. Hay 

muchas clases de receptores Fc basados en el tipo de región Fc que reconocen. Receptores Fc 

gamma (FC Rs), receptores Fc epsilon (FcεRs), receptores Fc alfa (FcαRs) y receptores Fc delta 

(FcδRs) [37]. Este último subgrupo está implicado en la respuesta de las células B [38]. 

Fc Rs [39, 40] son proteínas integrales de membrana que unen específicamente la parte Fc 

de la molécula IgG en la superficie de varias células incluyendo macrófagos, monocitos, neutrófilos, 

células natural killer (NK) y células B y T. Tres clases de moléculas Fc R  han sido descritas, FC RI 

(CD64), Fc RII (CD32) y Fc RIII (CD16), que difieren en sus afinidades, siendo FC RI el receptor de 

alta afinidad. Tres genes diferentes codifican FC RI y Fc RII (A, B y C) y dos (A y B), Fc RIII.  

FcεRs consiste en un receptor de alta afinidad (FcεRI) y un receptor de baja afinidad (FcεRII 

o CD23). FcεRI pertenece a la superfamilia de las inmunoglobulinas y se presenta en las células de 

Langerhans, mastocitos, basófilos y neutrófilos, mientras que FcεRII es una lectina tipo-C expresada 

en células B, eosinófilos y mastocitos. Los mastocitos reconocen alérgenos cubiertos por IgE 

principalmente por FCεRI que lleva a la activación de las quinasas Scr y Syk. En mastocitos de ratón 

se ha demostrado que sus receptores interaccionan sinérgicamente con TLR2 y TLR4 [41]. 

Solo un miembro pertenece al subgrupo de FcαR, el FcαRI o CD89 [42]. Está presente en las 

células del linaje mieloide como macrófagos, monocitos, eosinófilos y neutrófilos e interacciona 

con las partículas opsonizadas con IgA. Hay otro FcR que reconoce IgA, llamado receptor Fcalfa/mu 

(Fcα/μR) por su capacidad para también reconocer IgM [43]. Este receptor es una proteína 
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transmembrana tipo I que une tanto IgA como IgM con una afinidad intermedia, y que se expresa 

en lifocitos maduros B, células dendríticas foliculares y macrófagos. 

Los FcR juegan un papel muy importante en los procesos inflamatorios causados por la 

presencia de patógenos cubiertos. Así, se ha demostrado que el reconocimiento de IgG por parte 

de esta familia de FcR implica la liberación de AA en macrófagos peritoneales de ratón cuando 

estos se estimulan con zimosán opsonizado [44]. 
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Tabla 1 Tabla comparativa de los diferentes receptores Fc. 
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A.2.1.2.2 Receptor de complemento tipo 3  

El receptor de complemento tipo 3 (CR3, mac-1, integrina αMβ2 o CD11b/CD18)  es un 

glicoproteína heterodimérica transmembrana perteneciente a la familia de las integrinas 2, 

constituida por una subunidad CD11b asociada no covalentemente con CD18 [45].  

CR3 está presente en leucocitos, monocitos, macrófagos y neutrófilos y es muy importante 

para la adhesión celular y citotoxicidad mediada por la célula. Principalmente, CR3 actúa como 

receptor para una variedad de ligandos endógenos y organismos infecciosos. Así, es el principal 

receptor para el fragmento C3bi de la proteína complementaria, implicándolo en el reconocimiento 

de zimosán opsonizado. 

Sin embargo, también puede ser considerada como una PRR ya que induce la captación, a 

través de las uniones a diferentes sitios, de una amplia variedad de patógenos no cubiertos por 

inmunoglobulinas o complementos incluyendo la fagocitosis de zimosán no opsonizado [36].  

Se ha descrito que CR3 como un receptor complejo capaz de reconocer tanto el zimosán no 

opsonizado como el opsonizado. La opsonización provoca que el zimosán se una a diferentes sitios 

de CR3 [46] Dependiendo del sitio de unión implicado, CR3 puede promover tanto la fagocitosis de 

tipo I como la de tipo II. Se ha descrito que ambos tipos de fagocitosis presentan diferencias tanto 

en la formación de la invaginación de la membrana como en la implicación de diferentes proteínas 

GTPasas o tirosinas quinasas [36]. 

Entre los efectos del reconocimiento de partículas cubiertas por complemento, se ha 

observado que, en monocitos humanos, CR3 contribuye junto a dectina-1 a la liberación de O2- a 

través de la activación de la NADPH oxidasa por zimosán opsonizado [47]. Sin embargo, se ha 

demostrado que la unión de zimosán opsonizado a CR3 no promueve la liberación de AA en 

macrófagos peritoneales de ratón [44]. 
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Figura 2 Receptores implicados en el reconocimiento del zimosán y el zimosán opsonizado. 

 

A.2.2 El ácido araquidónico y su metabolismo 

Entre los principales mediadores que desenadenan la respuestra inflamatoria se incluye a los 

eicosanoides, compuestos lipídicos que se consideran claves en fisiopatología [48, 49] a través de 

su reconocido papel en la inflamación y en la regulación de la inmunidad [50, 51]. Los eicosanoides 

se producen por la oxigenación de ácidos grasos poliinsaturados esenciales de 20 átomos de 

carbono, principalmente el ácido araquidónico (AA).      

El ácido araquidónico (AA) o ácido 5,8,11,14-eicosatetranoico es un ácido graso 

poliinsaturado de veinte átomos de carbono (20:4) del tipo omega-6 (n-6) por presentar un doble 

enlace entre los carbonos situados en posición seis y siete contando desde metilo terminal de la 

molécula.  
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Figura 3 Comparativa de diferentes ácidos grasos con su respectiva nomenclatura 

 

En mamíferos se han descrito dos fuentes de AA [52]. En la primera de ellas, la síntesis de 

AA a partir de un ácido graso esencial, el ácido linoleico, 18:2(n-6), que es absorbido de la dieta a 

través del intestino [53]. En esta síntesis están involucradas una enzima desaturasa ∆6, una enzima 

elongasa y una enzima desaturasa ∆5, de modo que en esta ruta biosintética también se forman, 

además del AA, otros ácidos grasos poliinsaturados [54]. La síntesis del AA a partir de ácido 

linoleico ocurre principalmente en el hígado, aunque también puede producirse en otros tejidos. 

Desde el hígado, el AA se libera al torrente sanguíneo, desde donde se distribuye a los diferentes 

tejidos, quedando así accesible a los macrófagos. 

La otra fuente de AA es su asimilación directa de la dieta, especialmente de la carne y 

huevos. En los seres humanos, la mayor parte del AA proviene de la síntesis a partir del ácido 

linoleico ingerido (10-20 g por día) frente a la ingesta directa de AA que supone alrededor de 0,25 g 

por día [52]. Por su parte, en mamíferos herbívoros la totalidad del AA proviene del ácido linoleico. 

Independientemente de su origen, el AA no se encuentra distribuido uniformemente entre 

los tejidos. De ello se encargan una serie de mecanismos basados en reacciones específicas de 

acilación, la asociación a lipoproteínas y la regulación de la producción a partir del ácido linoleico. 

Desde el hígado, el AA se incorpora a la sangre esterificado en los lípidos de diversas lipoproteínas 
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(VLDL, HDL, LDL) o como 1-liso-2-araquidonoil-sn-glicero-3-fosfocolina, lisoglicerofosfolípido que se 

asocia a albúmina [52, 55] y que se sintetiza por la acción de una enzima fosfolipasa A1 (PLA1). El 

significado de este segundo mecanismo sería el transporte del AA a tejidos a los que las 

lipoproteínas tienen un difícil acceso sin la necesidad de que se encuentre libre en el torrente 

sanguíneo. Tomando tanto la forma libre como la asociada, el AA representa entre un 10 y un 11% 

de los ácidos grasos en los glicerofosfolípidos del plasma, llegando a suponer un 13% en el hígado 

[56].  

Además de su implicación en la inflamación y la respuesta inmune innata, el AA por si mismo 

puede presentar alguna otra función biológica importante como apoptosis [57-59]. Además, bajo la 

presencia de elevadas concentraciones, el AA puede dar lugar a cantidades significativas de ácido 

adrénico (22:4n-6),  producto resultante de la elongación de dos carbonos [60]. Este  ácido graso es 

el precursor de las prostaglandinas de veintidós carbonos (dihomoprostaglandinas), homólogas a 

las derivadas del AA [61-64].  

Aunque el AA y sus metabolitos se consideren protectores en caso de enfermedad [65, 66], 

cuando se producen en exceso pueden llegar a ser tóxicos o provocar disfunciones metabólicas [67, 

68]. La gran actividad biológica de los eicosanoides obliga a las células a tener un control 

exhaustivo de los niveles de AA libre. Con ese fin, una continua movilización desde los 

glicerofosfolípidos regula la disponibilidad de AA libre lo que, frecuentemente, representa un paso 

limitante en la generación de eicosanoides. [69, 70]. 

A.2.2.1 Los glicerofosfolípidos, principales depósitos de ácido 

araquidónico 

Los glicerofosfolípidos son componentes principales de las membranas celulares. [71]. Su 

estructura comprende un esqueleto de glicerol fosfato unido a una cabeza polar. Las posiciones del 

glicerol están numeradas de manera estereo-específica (sn), de tal forma que en todos los casos el 

grupo fosfato se halla en la posición sn-3 del glicerol. Según la cabeza polar que está unida a ese 

grupo fosfato se dividen en diferentes clases: glicerofosfolípidos de colina (PC), etanolamina (PE), 

inositol (PI), glicerol (PG), serina (PS) y, cuando no hay unida ninguna cabeza polar, ácido fosfatídico 

(PA). Mientras que en la posición sn-2 las cadenas laterales están unidas mediante enlace éster, en 

la posición sn-1 puede haber diferentes tipos de enlaces: éter vinílico, éter o éster, que se 

corresponden con las subclases plasmenil, plasmanil y fosfatidil, respectivamente. En la posición 

sn-2 de los glicerofosfolípidos hay esterificado un ácido graso que habitualmente es insaturado. En 

células inflamatorias, el AA se encuentra esterificado casi exclusivamente en la posición sn-2  [69]. 
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Figura 4. Esquema de un glicerofosfolípido y su correspondiente nomenclatura. 

En las células implicadas en reacciones inflamatorias, los fosfolípidos con enlace éter en 

posición sn-1 representan un grupo importante. Dentro de este grupo, las especies que presentan 

enlace vinil éter, denominadas plasmalógenas, fueron descritas por primera vez por Feulgen y Volt 

en 1924 y contienen tanto etanolamina como colina como cabeza polar del esqueleto de glicerol 

[72]. La biosíntesis de los plasmalógenos se inicia en los peroxisomas. A través de la actividad de la 

enzima DHAP-AT (dihidroxiacetona fosfato aciltransferasa) se produce la unión de DHAP 

(dihidroxiacetona fosfato) con  un ácido graso esterificado con CoA. Posteriormente, el enlace éter 

en la posición sn-1 se introduce por la ADHAP-S (alquil-DHAP sintetasa) mediante la sustitución del 

ácido graso en posición sn-1 por un alcohol. El siguiente paso es la reducción del grupo cetona de la 

posición sn-2 del alquil-DHAP dando como resultado la formación de 1-alquil-2-acil-sn-glicero-3-

fosfato (1-alquil-G3P).Esta reacción se cataliza por la acción de la acil/alquil-dihidroxiacetona 

reductasa (AA-DHAP-R), enzima que se ha encontrado tanto en peroxisomas como en retículo 

endoplasmático. En el retículo endoplasmático se completa la síntesis de las especies de 

plasmalógenos. Para ello, la alquil/acil-glicero-3-fosfato aciltransferasa (AAG3P-AT) lleva a cabo una 

acilación dando lugar a 1-alquil-2-acil-sn-glicero-3-fosfato, donde mediante la acción de una 

fosfohidrolasa (PH) y la etanolamina-fosfotransferasa sustituye el grupo fosfato incorporando 

citidina-difosfato-etanolamina (CDP-etanolamina) para formar, en presencia de magnesio, 1-alquil-
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2-acil-sn-glicero-3-fosfoetanolamina (alquilacil-GPE) [73]. Con la desaturación, donde participan el 

citocromo b5 dependiente del transporte de electrones y la desaturasa 1-alquil, se finaliza la 

síntesis de los plasmalógenos de PE [74]. Mediante sucesivas metilaciones de la cabeza polar se 

pueden sintetizar plasmalógenos de PC a partir de los plasmalógenoss de PE [75].  

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5 Esquema de la síntesis celular de diferentes especies plasmalógenas de glicerofosfolípidos.  

 

La estructura y composición de los plasmalógenos y, en particular, el enlace vinil éter 

situado en la posición sn-1, dicta su papel en las membranas celulares. Los plasmalógenos han sido 

descritos como antioxidantes endógenos ya que el enlace vinil éter es propenso a ser atacado por 

oxidantes; como mediadores en la estructura y dinámica de la membrana debido a que exhiben 

una tendencia a no formar bicapas lipídicas reduciendo así la tensión superficial y la viscosidad; y 

como almacenes de ácidos grasos poliinsaturados y mediadores lipídicos dado que la posición sn-2 

generalmente contiene AA o ácido docosahexaenoico [76]. 
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A.2.2.2 Movilización del ácido araquidónico  

El continuo tráfico de AA que participa en el control de los niveles de AA libre en las células 

[77] da lugar a un gran número de especies diferentes de glicerofosfolípidos con AA [78]. 

Dos reacciones contrarias controlan los niveles celulares de AA libre: por un lado, las 

fosfolipasas A2 (PLA2), que liberan AA de la posición sn-2 de los fosfolípidos y, por otra parte, las 

lisofosfolípido aciltransferasas dependientes de CoA (LPLATs) que modulan las reacciones de 

acilación que reincorporan ese ácido graso en los fosfolípidos [79, 80].   

El primer paso de la incorporación de AA en los lípidos celulares es la activación del grupo 

carboxilo del ácido graso por tioesterificación con CoA. Esta reacción es catalizada por acil-CoA 

sintetasas (ACSL) presentes en las células [80]. Por su implicación en el metabolismo de AA, cabe 

destacar las ACSL3, 4 y 6, acil-CoA sintetasas de cadena larga, que muestran cierta selectividad por 

este ácido graso [81, 82].  

El siguiente paso en la incorporación de AA es la esterificación del ácido graso, 

predominantemente en la posición sn-2 de los glicerofosfolípidos, una reacción llevada a cabo por 

las LPLATs, en particular la familia de las denominadas aciltransferasas unidas a membrana 

(membrane-bound O-acyltransferase, MBOAT) [83]. Por su alta afinidad por el AA es necesario 

resaltar a la Liso-PC:acil-CoA aciltranferasa 2 (LPCAT2)[84], la lisoPC:acil-CoA aciltransferasa 3 

(LPCAT3)[85], la lisoPI:acil-CoA aciltransferasa 1 (LPIAT1 o MBOAT7) [86, 87] y la ácido 

lisofosfatídico:acil-CoA aciltransferasa 3 (LPAAT3) [88].   

Siguiendo este esquema de incorporación, en función de la concentración de AA libre en 

las células, el proceso se realiza a través de dos rutas diferenciadas: la ruta de novo, descrita por 

Kennedy y Weiss en 1956 [89], que es de alta capacidad y baja afinidad, y el ciclo de Lands, de alta 

afinidad y baja capacidad [90] que funciona principalmente cuando el AA está presente en 

concentraciones bajas.  

En la ruta de novo, las moléculas de AA-CoA pueden esterificarse tanto en el glicerol-3-

fosfato (G3P) por la acción de la glicerol-3-fosfato aciltransferasa (GPAT) dando lugar a ácido 

lisofosfatídico (LPA), como en LPA por la acción del ácido de la LPAAT generando, en último lugar, 

PA [84].  El metabolismo de este PA puede generar dos derivados diferenciados: DAG mediante la 

activación de la fosfatidato fosfohidrolasas (PAP) que puede dar lugar a TAG a través de la acción 

de la diacilglicerol aciltransferasa (DGAT) o diversas clases de PL como PC, PE o PS; por otro lado, el 

otro derivado del metabolismo del PA es la citidina difosfato-DAG(CDP-DAG) que puede 

metabolizarse y formar PI, PS, PG y cardiolipinas (CL) [91].   

Sin embargo, esta ruta de alta capacidad y baja afinidad no puede llegar a explicar la gran 

diversidad y asimetría que presentan los fosfolípidos. En 1958, Lands describió un rápido 

intercambio en posición sn-2 de los fosfolípidos regulado coordinadamente por las actividades de 

las PLA2 y LPLATs [92]. En esta rápida remodelación fosfolípidica la disponibilidad de lisofosfolípidos 

(lisoPL), que actúan como aceptores de AA, constituye un factor limitante [93]. 
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Figura 6 Esquema de las dos rutas de incorporación de AA libre a los glicerofosfolípidos 

 

La unión del AA a los glicerofosfolípidos se encuentra sujeta también a sucesivas reacciones 

de intercambio directo entre especies, denominadas transacilaciones [79, 80]. Estas reacciones son 

catalizadas por la transacilasa independiente de CoA (CoA-IT), una enzima que transfiere parte de 

ese AA preferentemente de especies de PC a especies plasmalógenas de PE [79]. Este hecho no 

sólo contribuye a la distribución final del ácido graso dentro de los diferentes grupos celulares de 

lípidos sino que también está implicado en la homeostasis de la membrana celular y en el control 

de las respuestas celulares durante la activación tanto fisiológica como fisiopatológica [58, 94]. 

Dado que la secuencia de la CoA-IT no ha sido aún descrita, actualmente los estudios de la 

regulación celular de la CoA-IT se realizan siguiendo la actividad de la enzima [95, 96].  
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Figura 7 Esquema del intercambio de AA entre las especies de glicerofosfolípidos por transacilación 

 

Una vez que el AA ha sido efectivamente incorporado en los fosfolípidos, el ácido graso 

puede ser liberado bajo condiciones de estimulación, por distintas enzimas PLA2. Las PLA2 

hidrolizan el resto acilo de la posición sn-2 del glicerol, generando un ácido graso libre y un 2-

lisofosfolípido. El hecho de que, los ácidos grasos poliinsaturados como el AA se encuentren 

principalmente en la posición sn-2 del glicerofosfolípido, hace que las PLA2 jueguen un papel muy 

importante en la liberación de AA y la posterior generación de eicosanoides. 

Además, los lisofosfolípidos producidos por la acción de las PLA2 pueden ser transformados 

en ácido lisofosfatídico o ser acetilados y formar PAF. Estos productos juegan diversos e 

importantes papeles fisiológicos y patológicos [97, 98] 

En condiciones basales, los niveles de AA libre son muy bajos debido a que las reacciones 

de reacilación dominan sobre las reacciones de desacilación. Diversos agonistas pueden producir la 

estimulación de las células fagocíticas al ser reconocidos por receptores de membrana. Esto implica 

la activación intracelular de las PLA2 [77, 99, 100] provocando que la velocidad de liberación en 

fosfolípidos exceda a la de reincorporación, lo que da lugar a la acumulación de AA libre seguida de 

su conversión en diversos eicosanoides. No obstante, bajo estas condiciones de estimulación, las 

reacciones de reacilación de AA siguen siendo muy significativas. Así, se ha descrito que solo una 
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parte del AA producida por PLA2 es convertido en eicosanoides y el resto es reacilado de nuevo en 

fosfolípidos [101-103]. 

En mamíferos se han descrito más de 30 enzimas con actividad PLA2, [104, 105]. 

Atendiendo a un criterio de homología de secuencia, las fosfolipasas A2 se han clasificado en 16 

grupos [104, 106, 107] aunque basados en propiedades bioquímicas pueden ser agrupadas en 5 

familias principales, denominadas fosfolipasas secretadas dependientes de calcio (sPLA2), 

fosfolipasas citosólicas dependientes de calcio (cPLA2), fosfolipasas citosólicas independientes de 

calcio (iPLA2), acetilhidrolasas de los factores de activación plaquetaria (PAF) y fosfolipasas 

lisosomales.  

Desde hace más de tres décadas, diferentes publicaciones han ido describiendo la 

activación de las PLA2 y la movilización de AA en células estimuladas con zimosán [108] y, en 

concreto, la liberación de AA en macrófagos peritoneales de ratón durante la fagocitosis de 

zimosán [103]. Los macrófagos estimulados con zimosán muestran un aumento de la liberación de 

AA, el cual es revertido en la presencia de inhibidores de PLA2, involucrando directamente a estas 

enzimas en la liberación de AA.  

Posteriormente, se asignó a la fosfolipasa citosólica dependiente de calcio de grupo IVA 

(cPLA2 ) un papel central e indspensable en la liberación de AA desde las diferentes clases de 

glicerofosfolípidos en macrófagos peritoneales de ratón [101]. En concreto, el zimosán induce un 

incremento en la actividad enzimática de la cPLA2  y el subsecuente aumento de la liberación de 

AA en macrófagos peritoneales de ratón mediante la elevación transitoria de los niveles de calcio 

intracelulares y la fosforilación de esta fosfolipasa [109].  

Por otra parte, también se ha descrito la implicación de la PLA2 secretada de grupo V en la 

amplificación de la señal generada por la cPLA2 . Así, los macrófagos peritoneales de ratones que 

no expresan esta sPLA2 producen menos cantidades de eicosanoides como el leucotrieno C4 (LTC4) 

y la prostaglandina E2 en respuesta a zimosán, comparando con las células de ratones de la cepa 

salvaje [110]. En concreto la sPLA2 de grupo V se transloca a los fagosomas durante la fagocitosis 

del zimosán, coincidiendo con el máximo pico de producción de LTC4, cuya síntesis se ha 

demostrado localizada en el fagosoma gracias  la tinción de este eicosanoide durante la fagocitosis 

[111]. Sin embargo, este papel amplificador de la sPLA2 de grupo V parece ser altamente 

dependiente de la cepa de ratón considerada [112]. 
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A.2.2.2.1 La cPLA2  

La enzima que hoy conocemos como cPLA2  se describió por primera vez en 1986 por 

Leslie y Kramer en plaquetas y neutrófilos humanos, respectivamente [113, 114]. En 1991 Clark y 

Kramer purificaron, secuenciaron y clonaron la cPLA2  de células U937 [115, 116]. El gen de esta 

PLA2 ha sido mapeado en el cromosoma 1q25 [117]. La enzima, que es se considera un enzima 

ubicua en tejidos de mamíferos [118], contiene 749 aminoácidos y un peso molecular de 85kDa 

[115, 116].  

Mediante el uso de ratones deficientes en cPLA2  se ha demostrado que esta enzima es 

esencial para la liberación de AA y la posterior producción de eicosanoides en respuesta a zimosán 

[119]. Muchos fosfolípidos como PC, PE y PI son sustratos de la cPLA2  [120]. Aunque la enzima 

parece no presentar preferencia por ninguno de estos  fosfolípidos [120], PC es relativamente un 

buen sustrato y se ha utilizado con asiduidad para determinar la actividad de esta PLA2 [115, 116].  

Diversos agonistas que actúan por diferentes mecanismos pueden inducir la liberación de 

AA, lo que sugiere que diferentes rutas pueden promover la activación de la cPLA2  [121]. Así, 

además del zimosán, el LPS (componentes de la pared bacteriana) el éster de forbol (PMA), ácido 

okadaico, fosfatidilinositol, 4,5-bifosfato (PIP2), factor de activación plaquetaria (PAF) o ionónofos 

se han descrito como estímulos de la liberación de AA en macrófagos [101, 122-126]. Experimentos 

con ratones knockout del gen que codifica para esta fosfolipasa han observado una reducción 

significativa en los efectos de los procesos inflamatorios  provocados por estos estímulos [97]. En la 

actualidad, se considera que es necesaria la implicación de la cPLA2  en la liberación de AA y 

posterior producción de eicosanoides en respuesta a diferentes estímulos lo que la define a la 

cPLA2  como una enzima central en la inflamación y la respuesta inmune innata.   

Además de la actividad fosfolipasa, la cPLA2  también posee actividad lisofosfolipasa y 

transacilasa [127]. A diferencia de la dependencia de calcio de la actividad fosfolipasa, se ha 

demostrado usando micelas como sustrato que la actividad lisofosfolipasa es independiente de 

calcio [127]. Gracias a esta actividad lisofosfolipasa, la cPLA2  es capaz de remover los dos ácidos 

grasos presentes en un diacil fosfolípido [107]. Nótese sin embargo que una gran proporción del AA 

presente en células fagocíticas se halla en fosfolípidos con énlaces éter o vinil éter en posición sn-1, 

no atacables por tanto por una lisofosfolipasa. 

A.2.2.2.1.1 Regulación de la cPLA2   

La cPLA2  se regula fundamentalmente a nivel postranscripcional y esta regulación es 

mediada por calcio y por fosforilación [121]. La estructura tridimensional de esta enzima, 

observada mediante rayos X [128] ha servido para una mejor comprensión de su actividad y 

regulación. La cPLA2 presenta un dominio C2 de unión lipídica  dependiente de calcio y un 

dominio catalítico -  hidrolasa. Ambos dominios se requieren para su total actividad. La unión 

dependiende de calcio al dominio C2 puede activar la cPLA2 , provocando el desplazamiento de la 

enzima a la membrana fosfolipídica [115, 129] y a las vesículas que contienen fosfolípidos. [130]. 
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Además, los agonistas de la movilización de calcio inducen la liberación de AA promoviendo 

la translocación de la cPLA2  desde el citosol a la envoltura nuclear y el retículo endoplasmático 

[66, 131-133]. Ciclooxigenasas y 5-lipoxigenasas, enzimas implicadas en la generación de 

eicosanoides a partir de AA, están también localizadas en estos sitios, sugiriendo un papel en la 

producción de eicosanoides en el núcleo [66, 134].   

Después de la localización en la membrana, el sitio activo formado por serina-228/ácido 

áspártico-549 localizado en el dominio /  hidrolasa se encarga de catalizar la hidrólisis [121, 135]. 

El sitio catalítico está compuesto por una región central -  hidrolasa conservada a lo largo de 

muchas lipasas diferentes y una región en forma de caperuza encontrada solo en esta enzima. 

Dentro de esta caperuza, existe una región que actúa como tapa y  previene el modelado de los 

sustratos fosfolipídicos en el sitio activo. Se ha propuesto que esta enzima debe experimentar un 

cambio conformacional en la presencia de sustrato permitiendo, de este modo, abrir la región que 

hace de tapa. De hecho, algunos estudios usando sustratos lipídicos e inhibidores específicos que 

se unen al sitio activo han mostrado un cambio conformacional en la región que corresponde a la 

tapa en presencia de sustrato [136]. 

Se ha demostrado también la activación de la cPLA2  mediada por la fosforilación de 

residuos de Serina (Ser505, Ser515 y Ser727) de la  secuencia de aminoácidos que compone la proteína. 

Así, la sobreexpresión del gen de la cPLA2  en células CHO con una mutación en la Ser505 ha 

mostrado una menor liberación de AA que la sobreexpresión de la cPLA2  en la cepa salvaje 

[137][Lin 1993]. Dicha fosforilación es llevada a cabo por diferentes quinasas como la MAP quinasa 

(MAPK) [122, 137]. En el caso de la fagocitosis del zimosán se ha descrito que la fosforilación de la 

cPLA2  en la Ser505 es mediada por ERK y p38 MAPK, aunque otros mecanismos de regulación 

dependientes de MAPK se han propuesto como promotores de la liberación de AA por el 

desplazamiento de la cPLA2  a la membrana plasmática. Así, se ha demostrado que la cPLA2  se 

trasloca a fagosoma durante la fagocitosis de las partículas de zimosán en macrófagos peritoneales 

de ratón [138]. Por su parte, en macrófagos humanos derivados de monocitos tratados con 

zimosán opsonizado, esta traslocación es mediada por la activación de JNK, el cual es responsable 

de la fosforilación de cPLA2  en la Ser505  [139]. 

Sin embargo, en algunos modelos celulares el papel de la fosforilación de Ser505 ha sido 

cuestionado. En plaquetas humanas, la trombina promueve la fosforilación de la cPLA2  en Ser505 

por el homólogo de MAPK, p38. A pesar de ello, la inhibición de la activación de la p38 por el 

inhibidor SB203580, previene la fosforilación de cPLA2  en la Ser505 pero no afecta a la liberación 

de AA [140].  

Además del papel del calcio y la fosforilación de Ser505 en la regulación de cPLA2 , se han 

descrito otros mecanismos que pueden jugar un papel importante en la regulación de la actividad 

de la cPLA2 .  Así, se ha demostrado que la cPLA2  puede ser activada por los mediadores lipídicos 

ceramida-1-fosfato [141, 142] y la unión de alta afinidad a PIP2 [143] promueve la traslocación de la 

cPLA2  del citosol a membrana perinuclear con niveles basales de calcio intracelular [144]. La 
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cPLA2  presenta un grupo catiónico de lisinas (Lys488/Lys541/Lys543/Lys544) que une fosfolípidos 

aniónicos como PIP2 [145]. La mutación en dicho grupo de lisinas cPLA2  impide que la enzima 

pueda traslocarse a las membranas de los fagosomas [146].  

Especies de PC, la anexina y el O2
- generado por la acción de la NADPH oxidasa también se 

han descrito como reguladores de la actividad de la cPLA2  [147-149]. En este último caso, la 

producción de O2
-, aparte de estar implicada en la activación de la cPLA2  a través de un 

incremento intracelular de calcio [149], es también crítica en la muerte de patógenos y en el 

mantenimiento de una defensa eficiente contra posibles huéspedes [47]. Esto lleva a sugerir en 

una acción coordinada de la liberación de AA mediante la regulación de la cPLA2 y la producción 

de O2
- durante la fagocitosis de patógenos como el zimosán.  

Además de la regulación postranscipcional, la cPLA2  presenta otra regulación que se lleva 

a cabo a nivel transcripcional [150, 151]. Las citoquinas y los factores de crecimiento pueden 

incrementar el RNA mensajero y los niveles de proteína de la cPLA2  en diversos tipos celulares 

[121]. El incremento de la expresión se relaciona con el aumento de la producción de 

prostaglandinas, lo cual puede ser prevenido por glucocorticoides [152].  

 

 

Figura 8. Esquema de regulación de la cPLA2  
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A.2.2.3 Eicosanoides  

Una variedad de mediadores desencadenan la respuestra inflamatoria, entre los que se 

incluyen los eicosanoides, [48, 49]. Los eicosanoides son compuestos lipídicos que se producen por 

la oxigenación de ácidos grasos poliinsaturados esenciales de 20 átomos de carbono, 

principalmente el AA. 

La formación de eicosanoides tras la liberación del AA de los fosfolípidos bajo condiciones 

de estimulación es realizada a través de la ciclooxigenasa (COX), la lipoxigenasa (LOX), el citocromo-

P450 y otras reacciones no enzimáticas de oxidación de AA. Estas  cuatro rutas dan lugar a multitud 

de compuestos como prostaglandinas (PG), isoprostanos, tromboxanos (TX), leucotrienos (LT), 

lipoxinas y ácidos epoxieicosatrienoicos. Todos ellos actúan de forma paracrina/autocrina a través 

de receptores específicos de la membrana plasmática [95].  

Para la biosíntesis de PG y TX a partir de AA, la síntesis de la prostaglandina H2 (PGH2) vía 

COX es el primer paso. La COX incorpora O2 molecular y forma PGG2 que se reduce a continuación 

para formar PGH2 por la acción del sitio activo de la peroxidasa. PGH2 es el sustrato de diferentes 

PG y TX sintasas que se expresan en tejidos y células de una manera selectiva y sintetizan PGE2, 

PGD2, PGI2, PGF2 y TXA2 [153]. Estos compuestos pueden cumplir importantes funciones biológicas 

como la modulación del tono muscular, permeabilidad vascular, hiperalgesia, fiebre y agregación 

plaquetaria [Stables 2010]. 

LT, eoxinas, lipoxinas y ácidos hidroperoxieicosatetranoicos (HPETEs) son sintetizados a 

partir de AA por las enzimas LOX (5-, 12- y 15-LOX) que añaden O2 molecular en el AA estéreo-

específicamente. La 5-LOX forma ácido 5-hidroperoxieicosatetranoico (5-HPETE) que se metaboliza 

a LTA4 en un segundo paso. El LTA4 es inestable y puede convertirse rápidamente en LTB4, un 

potente quimioatrayente para leucocitos polimorfonucleares. Adicionalmente, el LTA4 se puede  

convertir en LTC4 el cual es precursor de LTD4 y LTE4. Estos tres leucotrienos actúan en la respuesta 

alérgica [154]. Por su parte, las eoxinas se producen de una manera similar a los leucotrienos pero 

por la acción de la 15-LOX y son casi tan potentes como los leukotrienos derivados de la 5-

lipoxigenasa [155]. Finalmente,  las lipoxinas son generadas por síntesis transcelular a través de la 

15-LOX y, además de estar implicadas en la respuesta antiinflamatoria [156], también se les ha 

asignado propiedades anticancerígenas y neuroprotectoras [157, 158]. 

Otros metabolitos como los ácidos eicosatrienoicos (EET) y sus productos derivados de la 

hidrólisis del grupo epóxido, los ácidos dihidroxieicosatrienoicos (DHET) son generados por la 

acción de las enzimas citocromo-P450 [159]. Los EET se han asociado con propiedades anti-

inflamatorias en enfermedades cardiovasculares [160] y sus niveles bajos parecen estar implicados 

en el desarrollo de enfermedades como la obesidad y la diabetes [161]. 

La cuarta y última ruta de formación de eicosanoides es la reacción de AA con especies 

oxigenadas para formar un grupo de compuestos conocido como isoprostanos. Debido a que las 

reacciones no son estereoselectivas, generan diferentes isómeros con estructuras similares a sus 
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respectivas prostaglandinas. Debido a sus orígenes, los isoprostanos se han usado como 

marcadores de estrés oxidativo [162]. 

Los eicosanoides influyen en la activación, migración y diferenciación de las células del 

sistema inmune y generalmente se asume que son pro-inflamatorios. Sin embargo, algunos 

eicosanoides son capaces de controlar la síntesis de citoquinas, pudiendo jugar de este modo, 

papeles pro- y anti-inflamatorios [163]. Así, PGE2 puede inducir la COX-2 en fibroblastos que, a la 

vez que puede estimular su propia producción, tiene la capacidad tanto de inducir la producción de 

citoquinas como la interleuquina 6 (IL-6) en macrófagos como de inhibir la 5-LOX y, de este modo, 

disminuir la producción de los LT de serie 4 e inducir la 15-LOX, promoviendo así la formación de 

lipoxinas [8]. 

Esta actividad de los eicosanoides como reguladores en los procesos inmunopatológicos 

incluye, además, remodelación tisular crónica, cancer, asma, artritis reumatoide y desordenes 

autoinmunes. También se les reconoce la capacidad para regular respuestas fisiológicas como la 

homeostasis vascular, la protección de la mucosa gástrica y la agregación plaquetaria [164]. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 9 Esquema de las diferentes rutas de síntesis de los diversos eicosanoides a partir de AA. 
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A.3 La espectrometría de masas como herramienta de 

análisis 

Tradicionalmente, los estudios de liberación e incorporación celular de AA de los 

fosfolípidos han hecho uso de ácidos grasos marcados radiactivamente. Después de la extracción 

lipídica y la separación cromatográfica, la cuantificación se llevaba a cabo mediante contaje de 

centelleo líquido  [58, 71, 94, 165]. Sin embargo, usando esta metodología no es posible discernir la 

composición molecular exacta de los fosfolípidos que contienen dicho AA. Este problema se ha 

resuelto mediante el análisis por espectrometría de masas (MS). 

Las moléculas se definen, entre muchos otros aspectos, por su masa molecular y por su 

polaridad. Además pueden presentar carga eléctrica, ya sea de forma natural o por haber sido 

estimulados en un campo eléctrico. A la relación entre la masa molecular y la carga eléctrica de 

cualquier analito se denomina relación masa carga o m/z.  

La MS es una técnica basada en la detección de moléculas por dicha relación m/z lo cual 

proporciona a esta técnica una gran capacidad de identificación de diferentes moléculas, aspecto 

sumamente útil en diferentes campos como la proteómica o  la metabolómica. 

El espectrómetro de masas se caracteriza por el tipo de ionización que emplea para que los 

analitos adquieran carga (fuente de ionización) y por el proceso que utiliza para separar esos iones 

(analizador). En el proceso de ionización de las moléculas, la energía suministrada puede 

fragmentar el analito. Según su capacidad de fragmentación, las fuentes de ionización se clasifican 

en fuertes y suaves. Debido a que la volatilización de la muestra no es necesaria, la ionización 

suave ha sido ampliamente utilizada en la detección de glicerofosfolípidos. Dentro de los métodos 

suaves, se encuentran el bombardeo con átomos rápidos (FAB), la desorción/ionización láser 

asistida por matriz (MALDI), la ionización mediante electrospray (ESI) y la ionización química a 

presión atmosférica (APCI) [166]. 

La ESI-MS no requiere reacciones de derivatización, se caracteriza por una alta sensibilidad y 

una moderada complejidad experimental y produce resultados reproducibles [167] En esta técnica, 

el disolvente en el que está la muestra adquiere carga y, mediante la evaporación de éste, la carga 

es transferida a los analitos, generalmente como ganancia o pérdida de un protón. ESI consigue la 

ionización de compuestos de polaridad media y media-alta con relación m/z desde 100 hasta más 

allá de 10000 unidades. Además, ESI permite que la ionización se pueda llevar a cabo tanto en 

modo positivo como en negativo, proporcionando una variable más a la hora de la optimización de 

la detección de los analitos. Otra de las ventajas de ESI es su capacidad de acoplamiento a HPLC. 

Las características de ionización de los glicerofosfolípidos dependen de su estructura. Un 

glicerofosfolípido está caracterizado por la cabeza polar (que define su clase), por la longitud de las 

cadenas laterales de las posiciones sn-1 y sn-2 y por la regioisomería, es decir, la posición relativa 

de las cadenas laterales en el esqueleto de glicerol (especies). Esta estructura los hace aptos para el 
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análisis mediante MS, y en especial, mediante ESI ya que adquieren carga negativa o positiva 

fácilmente gracias al fosfato o la cabeza polar unida a él. Aunque dadas sus características, el 

análisis de los glicerofosfolípidos se ha llevado a cabo principalmente mediante ESI, también hay 

estudios realizados mediante APCI [168].  

En cuanto a los analizadores, diferentes tipos se han utilizado en el análisis de 

glicerofosfolípidos, entre los que destacan el de tiempo de vuelo (ToF) [169], el triple cuadrupolo 

[170], la trampa de iones [171], el q-trap [172], el basado en la transformada de Fourier (FTICR) 

[173] y el orbitrap [174, 175].  Los analizadores de iones más utilizados en análisis de 

glicerofosfolípidos por la MS son el analizador de triple cuadrupolo y la trampa iónica. 

En el análisis mediante triple cuadrupolo, un método de trabajo es el basado en el 

precursor ion scanning. En el aparato, el primer cuadrupolo escanea el rango de m/z que se 

programe, en este caso el de los glicerofosfolípidos; en el segundo, la cámara de colisión, los iones 

seleccionados anteriormente son fragmentados por disociación inducida por colisión (CID), y el 

tercer cuadrupolo transmite un fragmento con una m/z  específica, de tal modo que sólo se 

detectan los iones separados en el primer cuadrupolo que poseen un fragmento característico 

[176, 177]. Así,  la infusión directa junto con el precursor ion scanning son capaces de analizar 

familias de compuestos con m/z diferentes pero que comparten fragmentos característicos 

comunes que corresponden a los valores de m/z  del ión precursor. De este modo, todas las 

especies de PI, con m/z distintas debido a la variedad del número de carbonos y dobles enlaces de 

las cadenas de los ácidos grasos, serán detectadas en el tercer cuadrupolo si en el primer 

cuadrupolo se ha seleccionado el fragmento característico de la cabeza polar de inositol 

correspondiente a una m/z de 241 en modo negativo. De forma similar, familias de compuestos 

pueden ser caracterizados por CID por una específica perdida neutra (NL de sus siglas en inglés 

Neutral Loss). En este análisis, el primer cuadrupolo y el tercer cuadrupolo pueden estar en modo 

scan pero acoplados con la diferencia de m/z de NL. Sin embargo, el mayor problema es que,  en la 

medida de que la información de la masa obtenida corresponde a la suma de carbonos y dobles 

enlaces de los dos ácidos grasos presentes, no es posible identificar inequívocamente los ácidos 

grasos presentes en el glicerofosfolípido ni su posición en el esqueleto de glicerol. Otro 

inconveniente de este procedimiento es que los complejos efectos matriz puede producir 

supresión iónica y la señal de las especies presentes a bajas concentraciones en la muestra pueden 

perderse. 
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Figura 10. Figura del funcionamiento del MS-triple cuadrupolo. Se detalla el método precursor ion scanning. 

 

Por su parte, en la trampa de iones la fragmentación se produce por transmisión de 

energía cinética al ión que se pretende fragmentar. El choque con el gas de colisión (Helio o Argón) 

aumenta la energía interna del analito y produce la fragmentación que es dependiente de su 

estructura. Aunque en la trampa de iones el proceso de aislamiento y fragmentación de iones es 

fuertemente dependiente del tiempo, esta técnica otorga la posibilidad de realizar más de un ciclo 

de aislamiento y fragmentación (MSn), de modo que se puede conseguir una mayor caracterización 

estructural de los analitos [178, 179]. 

Sin embargo, el hecho de que las trampas iónicas no son válidas para los análisis de 

cuantificación durante la fragmentación (método MS/MS) provoca que la única manera de 

cuantificar sea mediante el análisis de los iones producidos en la fuente de ionización (MS) lo que 

podría hacer muy complicada la caracterización de todos las clases de glicerofosfolípidos debido a 

que la gran diversidad estructural que éstos presentan. Por otra parte, la supresión iónica en el 

análisis por el uso de la infusión directa puede llegar incluso eliminar señales menores de 

glicerofosfolípidos.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 11 Figura del funcionamiento del MS-ion trap. 
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Surge entonces la necesidad de separar de forma previa los analitos presentes en la 

muestra para minimizar los efectos de matriz y mejorar así la obtención de información estructural. 

La técnica analítica de separación por excelencia es la cromatografía, de la que existen diferentes 

modalidades: cromatografía en capa fina (TLC), cromatografía de gases (GC) o cromatografía de 

líquidos (LC) entre la que destaca por su gran capacidad de análisis, la cromatografía de líquidos de 

alta resolución (HPLC).  

La cromatografía de líquidos ofrece rapidez, resolución, alta especificidad y alta 

sensibilidad. Además, a diferencia de la TLC, al no exponer la muestra a la atmósfera evita la 

oxidación de los analitos los cuales además al ser separados se pueden recoger automáticamente 

en fracciones para su posterior purificación o análisis. En este tipo de separación, los analitos se 

reparten entre una fase estacionaria sólida y una fase móvil líquida.  

En 1975 se empezó a utilizar la técnica HPLC en el análisis de glicerofosfolípidos [180], y ya 

en 1994 se aplicó el acoplamiento a la MS con ionización por ESI [181]. A partir de entonces, el 

acoplamiento del HPLC con la MS ha sido con frecuencia mediante ESI y, teniendo en cuenta la 

separación iónica, se han usado diferentes analizadores [182]. Las trampas iónicas se ha usado en 

modo escaneo completo (HPLC-ESI-MS) [181, 183, 184]. Es este tipo de análisis por MS, los 

problemas de saturación del analizador se han evitado por la separación previa por cromatografía. 

La separación de glicerofosfolípidos por HPLC puede llevarse a cabo por el uso de dos fases 

estacionarias distintas, denominadas fase normal (NP) y fase reversa (RP) [182].  

En la modalidad de fase normal (NP-HPLC), la fase móvil es no polar y la fase estacionaria 

polar, de modo que las moléculas diluidas en la fase móvil interactúan con una fase estacionaria 

polar, generalmente silica gel [185] o columnas modificadas diol [186]. Los glicerofosfolípidos son 

separados fundamentalmente por la polaridad de sus cabezas polares, primero eluyen aquellos con 

cabeza más apolar y finalmente los que tienen la cabeza más polar. Los eluyentes  más utilizados 

para la separación de glicerofosfolípidos mediante NP-HPLC han sido cloroformo, metanol, 

isopropanol, hexano, etanol, agua y acetonitrilo.  

Por su parte, la cromatografía en fase reversa (RP-HPLC) presenta una fase estacionaria  

apolar compuesta de sílice recubierta con cadenas hidrocarbonadas, comúnmente octadecil y octil 

[181, 183, 184]. En esta modalidad los glicerofosfolípidos se separan fundamentalmente según las 

características de las cadenas laterales (longitud y dobles enlaces) unidas en las posiciones sn-1 y 

sn-2 del esqueleto de glicerol, eluyendo primero aquellas que presentan un menor número de 

carbonos y un mayor número de dobles enlaces [187]. Esto implica que los glicerfosfolípidos 

pertenecientes a la misma clase (la misma cabeza polar) y presentando la misma masa/carga pero 

conteniendo diferentes cadenas acil, pueden ser separados por este procedimiento.  

Tanto la NP como la RP-HPLC ofrecen una buena separación que evita interferencias en el 

análisis. Sin embargo, el hecho de que los glicerfosfolípidos coeluyan por la cabeza polar en NP-

HPLC, limita su capacidad analítica. Cuando se requiere el análisis de compuestos minoritarios y/o 

especies concretas, la RP-HPLC es la técnica de separación más usada. No obstante, mientras que 
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es posible una buena separación de PE, PC y PI por la RP-HPLC, PA muestra frecuentemente la 

formación de colas en los picos cromatográficos que a menudo dificultan su cuantificación. Aunque 

se han mejorado los  métodos [188], en el análisis de PA se utiliza preferentemente la NP-HPLC. 

Esta modalidad también se usa en al análisis de especies de lisofosfolípidos debido a que la única 

presencia de una cadena acil hace fácil la identificación una vez separados por su cabeza polar. 

El uso de la HPLC acoplado a MS (HPLC/MS) o la infusión directa a MS ha permitido 

alcanzar la información estructural favoreciendo de este modo un mayor conocimiento  de la 

dinámica celular del AA [189, 190] y del perfil lipidómico de especies fosfolipídicas que contienen 

AA [78]. De este modo, Astudillo et. al. al comparar la distribución de fosfolípidos que contienen AA 

en monocitos de sangre periférica humana [191], macrófagos derivados de monocitos humanos 

[192] y macrófagos peritoneales de ratón [95] pudo definir diferencias en las especies fosfolipídicas 

concretas en estos tipos celulares, incluyendo especies plasmalógenas de gran importancia 

biológica. 

Además, para una aproximación metabolipidómica, la combinación de la MS con el uso de 

isótopos estables como el AA marcado con deuterios puede proporcionar información acerca de la 

movilización del AA bajo diferentes condiciones de estimulación. De este modo se puede 

profundizar en un estudio comparativo de la remodelación lipídica entre las condiciones de 

estimulación y las condiciones de equilibrio que presenta el estado basal. 

Aunque estos estudios centran la atención en el análisis de los fosfolípidos con el AA, 

otros estudios han ampliado el abanico en la comprensión de los glicerofosfolípidos que pueden 

actuar como biomarcadores, de productos lipídicos relacionadas con los procesos inflamatorios o la 

localización subcelular de especies lipídicas. 

Así, se ha llegado a la identificación en macrófagos de glicerofosfolípidos inusuales como 

especies de PI con enlaces éter, especies de PE que contienen cadenas de ácidos grasos muy largas 

o fosfolípidos que contienen treonina como cabeza polar [193] que pueden actuar como 

biomarcadores. Además, recientemente mediante el uso combinando de la HPLC-ion trap MS y la 

HPLC-triple cuadrupolo MS se han descrito, en respuesta a diferentes niveles de estrés oxidativo 

por H2O2 en  células EA.hy926, siete lisofosfolípidos relacionados con la activación de cPLA2 , los 

cuales podrían ser potencialmente considerados como biomarcadores en condiciones de estrés 

[194].  

Otros análisis lipidómicos se han dirigido a establecer la dinámica del metabolismo lipídico 

y la regulación durante la estimulación inflamatoria. Análisis cuantitativos por la MS en los que se 

han llegado a identificar cuatrocientas especies lipídicas incluyendo ácidos grasos, acil-CoAs, 

eicosanoides, glicerofosfolípidos, esfingolípidos, esteroles y glicerolípidos [195].  

La aplicación de las técnicas de MS para la cuantificación de eicosanoides ha supuesto un 

importante avance en este campo de investigación ya que permite el análisis a gran escala en 

contraposición de los tradicionales análisis basados en los ensayos de inmunoabsorción ligado a 

enzima (ELISA) que sólo permiten el análisis de un único eicosanoide por ensayo.  El uso de la MS 
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ha permitido la realización de perfiles de eicosanoides con más de 140 especies detectadas [196]  

incluyendo metabolitos derivados de AA generados por las rutas COX, LOX y CYP450 y aquellos 

derivados de rutas no enzimáticas. Además, han podido ser detectados dihomoprostaglandinas 

derivadas de ácido adrénico [61, 64] en todos los tipos de macrófagos, sugiriendo que estos 

compuestos pueden poseer significado biológico.  

Por otra parte, análisis en macrófagos de las especies lipídicas de los diferentes orgánulos 

subcelulares como el retículo endoplasmático,  la mitocondria, el núcleo y el citoplasma han 

descrito que la activación celular puede conllevar una remodelación de las especies de lípidos 

específica en estos compartimentos subcelulares [197].  

Todas estas aplicaciones hacen de la MS una técnica muy útil para la investigación de 

lípidos y otras moléculas fundamentales en la señalización y metabolismo celular. Junto a la HPLC y 

al desarrollo de la UPLC (cromatografía de líquidos de ultra presión) forman una herramienta 

básica en el desarrollo de los campos de la metabolómica en general y la lipidómica en particular. 
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Los objetvos de esta tesis son: 

 

 Estudio de la liberación de AA en macrófagos peritoneales de ratón estimulados 

por zimosán, incluyendo el análisis mediante HPLC/MS de las especies de 

glicerofosfolípidos con contenido en AA implicadas con el fin de obtener un punto 

de comparación ante otras condiciones de estimulación.  

 Análisis mediante HPLC/MS de los glicerofosfolípidos con contenido en AA 

implicados en el efecto sinérgico en la liberación de AA observado por la exposición 

previa a LPS  de macrófagos estimulados con zimosán.  

 Estudio en macrófagos peritoneales de ratón del efecto de la opsonización del 

zimosán en la liberación de AA y la identificación mediante el uso de HPLC/MS de 

las especies de glicerofosfolípdos implicadas en dicha movilización.   

 Estudio de la implicación de la cPLA2  en la liberación de AA observada en las 

diferentes condiciones de estimulación.  

 Una aproximación a la especie PI(20:4/20:4) a través del estudio de su formación 

en diferentes escenarios tanto celulares como in vivo, su respuesta a diferentes 

estímulos y la identificación de posibles productos resultantes de su metabolismo  

 Estudio de la relación de PI(20:4/20:4) con la regulación de procesos asociados a la 

respuesta inmune innata.  
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C.1 Materiales 

 

C
u

lt
iv

o
s 

ce
lu

la
re

s 

Antibióticos Suministrador 

Estreptomicina Gibco 

Penicilina Gibco 

Medios de cultivo Suministrador 

DMEM Lonza 

RPMI 1640 con L-glutamina Gibco 

Otros Suministrador 

Suero fetal bovino Gibco 

Tripsina (170000 U/l) con EDTA (200 mg/l)  

Tabla 2 Cultivos celulares 
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Reactivos Suministrador 

Reactivo Bradford Bio-Rad 

Aparato  Suministrador 

Biophotometer (espectrofotómetro UV/visible) Eppendorf 

Tabla 3 Proteina 
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Lípidos marcados radiactivamente Suministrador 

Ácido [5,6,8,9,11,12,14,15-3H]araquidónico  GE Healthcare 

Detergentes y reactivos Suministrador 

Tritón X-100 Scharlab 

Líquido de centelleo Beckman Coulter 

Aparato Suministrador 

Contador de centelleo modelo 6500  Beckman Coulter 

Tabla 4 Radioactividad 
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Reactivos  Suministrador 

Citocromo C Sigma-Aldrich 

Citocalasina B Sigma-Aldrich 

Superóxido dismutasa (SOD) Sigma-Aldrich 

Aparato  Suministrador 

Biophotometer (espectrofotómetro UV/visible) Eppendorf 

Otros Suministrador 

Histona H1 Tebu-bio 

Mix PI (extracto de hígado bovino) Sigma-Aldrich 

Tabla 5 Valoración del anión superóxido 
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Estímulo Suministrador 

Zimosán Sigma-Aldrich 

LPS Sigma-Aldrich 

Forbol 12-miristato-13-acetato (PMA)  Sigma-Aldrich 

PAF Biomol 

A23187  

ATP Sigma-Aldrich 

Tabla 6 Estimulación 
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Eluyentes Suministrador 

Cloroformo Fisher 

Hexano Fisher 

Metanol Fisher 

Hidróxido de amonio 30% Fisher 

H2O MillliQ Millipore 

Estándares  Suministrador 

1,2-didodecanoil-sn-glicero-3-fosfatidiletanolamina Sigma-Aldrich 

1,2-diheptadecanoil-sn-glicero-3-fosfatidilcolina Larodan 

1,2-dipentadecanoil-sn-glicero-3-fosfatidilcolina Larodan 

1,2-dihexadecanoil-sn-glicero-3-fosfatidilinositol Sigma-Aldrich 

1,2-dilaurioil-sn-glicero-3-fosfatidilserina Larodan 

1-tridecanoil-2-hidroxi-sn-glicero-3-fosfatidilcolina Avanti 

1-miristoil-2-hidroxi-sn-glicero-3-fosfatidiletanolamina Avanti 

1-palmitoil-2-hydroxi-sn-glicero-3-fosfatidilinositol Avanti 

Mezcla de 37 ésteres metílicos de ácidos grasos (FAME) Supelco 

Lípidos deuterados Suministrador 

Ácido [5,6,8,9,11,12,14,15-d8]araquidónico Sigma-Aldrich 

  1-[2H]araquidonoil-2-araquidonoil-sn-glicero-2-fosfatidilinositol Cayman 

 1-araquidonoil-2-[2H]araquidonoil-sn-glicero-2-fosfatidilinositol Cayman 

Columnas y precolumnas Suministrador 

Supelcosil LC-18 de 5mm x 250 x 2,1 mm Sigma-Aldrich 

Supelguard LC-18 de 20 x 2,1 mm Sigma-Aldrich 

Supelcosil LC-Si de 3 μm x 150 x 3 mm Sigma-Aldrich 

Supelguard LC-Si de 20 x 2,1 mm Sigma-Aldrich 

DB-23 de 60 m x 250 mm D.I. x 0,15 mm (GC-MS) Agilent 

Tabla 7 Análisis por Cromatografía/Espectrometría de masas 
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Aparatos Suministrador 

Hitachi LaChrom Elite L-2130 Merck 

Hitachi Autosampler L-2200 Merck 

Trampa iónica Bruker Esquire 6000® Bruker Daltonics 

Agilent 5975 (espectrómetro de masas) Agilent 

Agilent 7693 con inyector automático Agilent 

Agilent 7890A (cromatógrafo de gases) Agilent  

Tabla 8 HPLC/MS 
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Disolventes Suministrador 

Cloroformo Scharlab 

2-propanol Scharlab 

Etanol Scharlab 

H2O DEPC Sigma-Aldrich 

Reactivos Suministrador 

Cebadores decámeros aleatorios (50 mM) Ambion 

Cebadores oligo (dT) (50 mM) Ambion 

DNA polimerasa (1 U/ml) Biotools 

H2O DEPC Sigma-Aldrich 

Inhibidor de RNAsa (20 U/ml) Ambion 

Mezcla de dNTPs (25 mM cada uno) Biotools 

Transcriptasa reversa M-MLV (100 U/ml) Ambion 

Brilliant III Ultra-Fast SYBR®Green QPCR Master Mix Agilent  

Otros Suministrador 

TrayCell (cubeta de espectrofotómetro) Helma Analytics 

FrameStar®96 A12 con Clear Adhesiv Seal (placas) Mettler Toledo 

Aparatos Suministrador 

BioPhotometer (espectrofotómetro UV/visible)  Beckman Coulter 

7500 Real-Time PCR System Applied Biosystem 

Tabla 9 Medida de expresión génica mediante PCR 
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C.2 Métodos 

C.2.1 Extracción de macrófagos peritoneales de ratón 

Los macrófagos peritoneales de ratón de la cepa Swiss Webster (CFW®) se extrajeron 

mediante una modificación del protocolo descrito por Cohn y Benson [198]. Los ratones Swiss se 

sacrificaron mediante exposición a CO2. Posteriormente se abrió la piel abdominal y se les inyectó 5 

ml de PBS frío. Tras una agitación suave, se recogió el fluido intraperitoneal, haciendo en total dos 

extracciones. El contenido intraperitoneal se centrifugó durante 10 minutos a 1200 rpm (290 g) y 

las células se cultivaron en placas de 6 pocillos con medio RPMI 1640 con glutamina 2 mM, 

penicilina (100 U/ml), estreptomicina (100 g/ml) y 10% de FBS, a 37 C en atmósfera humidificada 

con 5% de CO2, permitiendo la adherencia de los macrófagos durante toda la noche antes de 

proceder al ensayo. 

C.2.2 Extracción y aislamiento de células polimorfonucleares  de 

sangre periférica humana 

La extracción y aislamiento de neutrófilos pertenecientes a la familia de las PMN a partir de 

sangre periférica humana comenzó con la dilución de la bolsa de leucoféresis en una proporción 

1:1 con PBS (pH 7,4). Tras verter dicha solución sobre una fase de Ficoll en una proporción de 3:1 

v/v, se procedió a centrifugar durante 30 minutos a 1900 rpm (726 g) para obtener una capa 

inferior donde se sitúan las células PMN. Después de retirar la parte superior, las células se 

resuspendieron en medio HBSS en proporción 1:1 v/v con dextrano (3%, 0,9% de NaCl) autoclavado 

y se dejó sedimentar las células durante 30 minutos a temperatura ambiente. Se retiró la fase 

superior donde se encuentran las células PMN y se llevaron a cabo tres choques osmóticos usando 

concentraciones progresivas de NaCl, de 0,2% a 1,6%, con el fin de eliminar los eritrocitos 

existentes, con centrifugaciones intermedias para eliminar el sobrenadante a 1500 rpm durante 10 

minutos. Las células fueron contadas en PBS y resuspendidas posteriormente a una concentración 

de 1x106 células/ml en medio RPMI suplementado con glutamina 2mM, penicilina (100 U/ml), 

estreptomicina (100 g/ml) y HEPES 10mM. Las células se mantuvieron en agitación en un 

agotador orbital hasta su utilización no más tarde de 6 horas tras la extracción. 
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C.2.3 Extracción de suero de ratón 

Tras anestesiar los animales con ketamina (Imalgene 1000- Merial) y xylacina (Rompun 2%- 

Bayer)  a dosis 100mg/kg y 10 mg/kg  respectivamente se buscó el punto de latido cardíaco y una 

vez encontrado, se pinchó con una jeringa de 1ml y aguja de 25G a la que previamente se le había 

introducido un mínimo volumen de aire. Una vez que se observó el borboteo de la sangre en la 

jeringa, se empezó a subir el émbolo de la jeringa hasta perder el latido del animal. Se pasó la 

sangre a un tubo específico para separación de suero (microvette® CB 300) y se centrifugó 10 

minutos a 10.000 g y temperatura ambiente. Por último, se recogió el sobrenadante, se añadió a  

un eppendorf nuevo y se guardó a -80°C hasta su uso. 

C.2.4 Inducción de peritonitis en ratón 

La peritonitis se indujo mediante una inyección intraperitoneal de 1 mg de partículas de 

zimosán en un volumen de 500 l de PBS estéril en ratones Swiss.  A los ratones control se les 

inyectó sólo PBS. Los ratones se mantuvieron durante diferentes tiempos de estimulación (entre 30 

minutos y 3 horas) antes de sacrificarlos en la cámara de CO2. El contenido intraperitoneal se 

extrajo siguiendo el protocolo descrito en el apartado C.2.1 [199]. 

C.2.5 Líneas celulares  

La línea celular U937 (promonocitos humanos) se cultivó en atmósfera humedecida con 5% 

de CO2 en medio RPMI-1640 suplementado con 10% (v/v) de suero fetal bovino, 100 U/ml de 

penicilina y 100 µg/ml de estreptomicina.   

La línea celular HL-60 (neutrófilos humanos) se cultivó de igual manera que las células U937. 

Las células RAW 264.7, células adherentes, se cultivaron en medio DMEM con las mismas 

proporciones de suero y antibióticos que U937 y HL-60. 

En todos los experimentos llevados a cabo, una hora antes de cualquier tratamiento, se 

retiró el medio de cultivo y se añadió el mismo medio suplementado con las mismas cantidades de 

antibióticos pero con la ausencia de suero (medio incompleto).  
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C.2.6 Estímulos e inhibidores 

C.2.6.1 Estímulos 

Numerosas publicaciones han descrito la liberación de AA a concentraciones de 1 mg/ml de 

zimosán, donde dicha liberación es máxima [78]. Otras publicaciones han expresado la 

concentración de zimosán en número de partículas por número de células [200], considerando que 

1 mg de zimosán contiene aproximadamente 1,3 x 107 partículas [109]. El hecho de que nuestro 

proyecto de investigación incluya numerosas técnicas y que cada una de las cuales presenten un 

límite de detección diferente, provoca que se presente una diversidad de diseños experimentales 

con diferente número de células en cada caso. Para permitir una mejor y más adecuada 

comparativa, las concentraciones de zimosán se calcularon como cantidad de zimosán (mg) en 

referencia al número de células. 

Además, se han utilizado otros estímulos como LPS, PAF, iónoforo A23187, PMA y ATP. El 

LPS se usó a una concentración de 100 ng/ml, PAF ,100nM; A23187 ,10 M; ATP, 500 M; y se 

añadió PMA a una concentración de 100 nM. 

C.2.6.1.1 Preparación del Zimosán 

El zimosán se resuspendió en PBS, se calentó durante 60 min a 100 ºC, se centrifugó 

durante 30 min a 4000 rpm (3220 g), y se lavó tres veces con PBS, centrifugando en cada caso a 

4000 rpm (3220 g) durante 5 min. El precipitado final se resuspendió en PBS a una concentración 

final de 20 mg/ml y se guardó a -20 C hasta su uso. Antes de cada experimento, el zimosán se 

sonicó en un sonicador de tip (Fisher Bioblock Scientific Vibra-Cell 75115) 2 veces durante 20 

segundos [101, 201]. 

C.2.6.1.2 Opsonización del zimosán 

El zimosán, tras ser centrifugado un minuto a 12000 rpm,  se incubó con suero de la 

especie de que provengan los macrófagos, en este caso ratones, a una concentración de 10 mg/ml 

de suero a 37 C durante 20 minutos. Posteriormente, se volvió a centrifugar en las mismas 

condiciones y se lavó con PBS 1X. Tras una tercera centrifugación, se resuspendió en medio 

incompleto  donde se sonicó del mismo modo que se hace para el zimosán no opsonizado. 
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C.2.6.2 Inhibidores 

Durante el desarrollo de este trabajo se utilizaron tres inhibidores químicos de PLA2 

[202][Dennis 2011]: la pirrofenona, inhibidor de la cPLA2 , a una concentración de 1 M, la 

bromoenol lactona (BEL), inhibidor de la iPLA2, a una concentración de 10 M. Además se utilizaron 

dos inhibidores específicos de la iPLA2 descritos recientemente, FKGK11 (1,1,1,2,2-pentafluoro-7-

fenilheptano-3-uno) y FKGK18 (1,1,1-trifluoro-6-(naftaleno-2-il)hexano-2-uno) [202, 203] que 

fueron suministrados por el Doctor Kokotos de la Universidad de Atenas. En referencia a estos dos 

últimos inhibidores, las concentraciones a usar se determinaron mediante un ensayo dosis-

respuesta, probando su efectividad en la inhibición de la formación de lisofosfolípidos a partir de la 

pérdida de un ácido graso de los glicerofosfolípidos, actividad descrita en el caso de la iPLA2. Se 

determinó una concentración óptima de 1 M. 

En ensayos de actividad realizados in vitro con anterioridad se demostró que, para 

concentraciones usadas en este estudio, las actividades de la cPLA2  y la iPLA2 se inhiben 

cuantitativamente con pirrofenona [204, 205] y BEL [206, 207], respectivamente. Además, a las 

concentraciones utilizadas la pirrofenona no afecta a la actividad de la iPLA2, así como tampoco el 

BEL tiene efecto alguno en la actividad de la cPLA2 . Los inhibidores se añadieron 30 minutos a las 

células antes del estímulo. 

C.2.7 Cuantificación de proteína 

La proteína se cuantificó usando el método de Bradford [Bradford 1976]. Es un método 

colorimétrico que se basa en el cambio del máximo de absorbancia que sufre el azul de Coomassie 

G-250 cuando en medio ácido interacciona de forma no covalente con las proteínas, de 465 a 595 

nm. Con la absorbancia medida, se determina la concentración de proteínas utilizando la Ley de 

Lambert-Beer. Para dicho cálculo se realizó una curva patrón con distintas cantidades de BSA, 

disueltas en H2O MilliQ, cubriendo un rango de 1 a 10 g/ml. 

C.2.8 Liberación de AA en condiciones de estimulación 

Dependiendo de si el motivo del experimento es medir liberación total o liberación por 

especies de fosfolípidos se utiliza el análisis por radiactividad o por espectrometría de masas 

respectivamente. El protocolo, según sea un caso u otro, difiere en algunos puntos concretos que 

se detallan a continuación. 
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C.2.8.1 Análisis por radiactividad  

Los macrófagos peritoneales, una vez extraídos de los ratones, se plaquearon a razón de 2 

x105 células por pocillo en placas de 12 pocillos. Se dejaron adherir a los pocillos durante 4 horas 

aproximadamente, se lavaron con PBS y se volvieron a dejar en medio completo durante toda la 

noche. Después de ese tiempo, los macrófagos se lavaron con PBS dos veces y se dejaron en medio 

completo con [3H]AA, a una concentración de 0,25 Ci/ml. Estas condiciones permiten la 

incorporación de este AA marcado pero no supone ninguna estimulación ni activación celular. 

Pasadas 12 horas, las células se lavaron tres veces con medio incompleto conteniendo albúmina a 

una concentración de 0,5 mg/ml con el fin de eliminar el exceso de ácido graso radiactivo. Tras los 

lavados, las células se dejaron en medio incompleto durante una hora y se añadieron los diferentes 

estímulos a diferentes concentraciones incubando durante distintos tiempos. Pasado el tiempo 

establecido en cada experimento se recogieron los sobrenadantes. Éstos se centrifugaron  a 12000 

rpm durante 2 minutos con el fin de descartar restos celulares y células no adheridas y se recogió 

una fracción (400 l) para medir la radioactividad, se mezcló con 3 ml de líquido de centelleo y se 

midió en un contador de centelleo. Por otra parte, los macrófagos se lisaron con 400 l de Tritón 

0,1% y, al igual que con el sobrenadante, se les añadió el líquido de centelleo y se contó la 

radiactividad, medida en dpm (desintegraciones por minuto). Los datos se expresan en % de [3H]AA 

liberado respecto al total de [3H]AA ([3H]AA liberado + [3H]AA presente en las células). 

C.2.8.2 Análisis por espectrometría de masas 

El protocolo es idéntico al del análisis por radiactividad con la excepción de que a las 

células no se le añade [3H]AA lo que provoca a su vez que, después de las 12 horas,  no sea 

necesario un lavado exhaustivo con BSA. Las células, como en el caso anterior, son dejadas en 

medio incompleto durante 1 hora y después se añaden los estímulos, ya sea LPS y/o zimosán. Tras 

la estimulación, se lavan los macrófagos con PBS y, tras retirarlo, se raspan en 150 l de agua MilliQ 

para la posterior extracción lipídica. 

C.2.9 Incorporación de AA deuterado ([2H]AA)  

Para evaluar la incorporación del ácido [2H]AA, 2 x 106 células se lavaron cuidadosamente 

tres veces con medio incompleto. A continuación, se incubaron 1 hora en 2 ml de dicho medio a 37 

C en atmósfera humedecida y con 5% de CO2. Para evaluar la incorporación del ácido 

araquidónico, las células se expusieron a [2H]AA disuelto en etanol a la concentración y tiempo 

indicados. 

Dado que las células RAW 264.7 son adherentes, se lavaron cuidadosamente en las placas 

donde se desarrolló el experimento con medio incompleto evitando que se despegasen de la placa. 

Tras la incorporación, se eliminó el medio de los pocillos y se rasparon las placas con agua MilliQ 
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para recoger las células. 

En el caso de las células HL-60, al tratarse de células en suspensión, se centrifugaron para 

resuspenderlas en medio incompleto una hora antes de añadir el [2H]AA y se volvieron a 

centrifugar tras el tratamiento para terminar resuspendiéndolas en 150 l de agua MilliQ. 

Para evaluar la incorporación del AA exógeno tanto en estos tipos celulares como en 

macrófagos de ratón o neutrófilos humanos, las células se expusieron a [2H]AA disuelto en etanol 

(0,1% (v/v)).  

C.2.10 Introducción de las especies 1-[2H]araquidonoil-2-
araquidonoil-sn-glicero-2-fosfatidilinositol y 1-
araquidonoil-2-[2H]araquidonoil-sn-glicero-2-
fosfatidilinositol 

Para llevar a cabo la introducción de las especies 1-[2H]araquidonoil-2-araquidonoil-sn-

glicero-2-fosfatidilinositol y 1-araquidonoil-2-[2H]araquidonoil-sn-glicero-2-fosfatidilinositol dentro 

de la célula, en medio incompleto se añadieron 5 nmol de Histona H1 y 10 nmol del fosfolípido. 

Para el control en ausencia de PI, se añadió la misma cantidad de Histona H1. Después de sonicar 

durante 2 minutos, ambas mezclas con y sin PI se  incubaron durante 30 minutos a 37 C antes de 

ser añadidas a las células a las que previamente se las había retirado el medio de cultivo completo 

y se habían mantenido durante 1 hora en medio incompleto. 

C.2.11 Análisis de lípidos 

C.2.11.1 Extracción de lípidos  

En el caso de células en suspensión, las células se resuspendieron en H2O. En el caso de 

células adherentes, éstas se despegaron mediante un raspado en H2O MilliQ. A partir de aquí,  se 

añadieron los correspondientes estándares internos y se procedió a la extracción de los lípidos 

celulares siguiendo el protocolo descrito por Bligh & Dyer [208]: se añadieron 3,75 volúmenes (en 

relación al volumen de la fase acuosa) de cloroformo/metanol 1:2 v/v, se agitó fuertemente con 

vórtex, se añadieron 1,25 volúmenes de H2O y 1,25 volúmenes de cloroformo, se agitó de nuevo y 

se centrifugó a 3000 rpm (800 g) durante 5 minutos a 4 ºC con el fin de separar las fases. Tras 

retirar a otro tubo la fase orgánica que se sitúa en la parte inferior, se añadieron 2 volúmenes de 

cloroformo sobre la fase acuosa para una segunda extracción. Ésta se llevo a cabo después de 

agitar y centrifugar de similar forma a la primera extracción. Las dos extracciones se juntaron en un 

mismo tubo y se evaporaron totalmente.  
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C.2.11.2 Análisis de ácidos grasos mediante cromatografía de gases 

acoplada a espectrometría de masas (GC/MS) 

C.2.11.2.1 Derivatización de ácidos grasos 

Tras la extracción lipídica se procedió a la transmetilación de los ácidos grasos. Para ello se 

disolvió la muestra en 50 l de cloroformo/metanol 2:1 v/v, pasándolo después a un tubo de vidrio 

roscado. Se añadieron 500 l de KOH 0,5 M en metanol y se incubó a 37 C durante 30 minutos en 

agitación generando ésteres metílicos de los ácidos grasos (FAMEs). Transcurrida dicha incubación, 

la reacción se neutralizó añadiendo un volumen de HCl 0,5 M y los ácidos grasos transmetilados se 

extrajeron dos veces con un volumen de hexano. Esta fase orgánica se guardó a -80 C en 

atmósfera de N2 hasta su análisis. 

C.2.11.2.2 Análisis de ésteres metílicos 

La cuantificación se llevó a cabo mediante el uso de un estándar interno (lípido análogo al 

lípido problema del cual se quiere conocer la composición de ácidos grasos pero con cadenas de un 

número impar de átomos de carbono, que son despreciables en la naturaleza) y mediante una 

curva de calibración externa para cada FAME. 

Para llevar a cabo el análisis de los ésteres metílicos obtenidos se utilizó un  espectrómetro 

de masas (Agilent 5975 MS) en modo de impacto electrónico (EI, 70 eV), equipado con un inyector 

automático y acoplado a un cromatógrafo de gases con una columna capilar [(50%-cianopropil)-

metilpolisiloxano]. El programa de temperatura utilizado es una modificación del descrito por Abu 

et al. [232]. La temperatura del inlet se mantuvo a 250 C. La temperatura del horno se programó a 

50 C durante 1 minuto, se incrementó hasta 175 C a 25 C/minuto, y posteriormente hasta 230 C 

a 2,75 C/min para finalizar con una rampa de 10 C/min hasta alcanzar los 235 C donde se 

mantiene durante 5 minutos. La temperatura final se mantuvo 5 minutos, siendo el tiempo total de 

la carrera 39,8 min. La temperatura de la línea de transferencia del espectrómetro de masas se 

sitúo a 250 C, y la del cuadrupolo  a 150 C  y la fuente del MS a 230 C. El He fue usado como gas 

portador a una presión constante de 26,1 psi. En cada caso se inyectó 1 ml de muestra en modo 

splitless (sin división de la muestra). La adquisición de datos se realizó en modo scan para la 

identificación de compuestos, y en modo SIM (monitorización de iones seleccionados) para la 

cuantificación.  

La identificación de compuestos se realizó usando tres referencias: el tiempo de retención 

de cada FAME establecido tras pasar una mezcla de 37 FAMEs, la librería de espectros NIST 

(Instituto Nacional de Estándares y Tecnología) y, por último, los  fragmentos característicos 

obtenidos en modo SIM: 74 y 87 para FAMES saturados, 83 para monoinsaturados, 67 y 81 para 

diinsaturados, y 79 y 91 para poliinsaturados [209]. 

El espectrómetro de masas fue calibrado usando PTFBA (perfluorotributilamina) 

suministrado con el aparato y usando el protocolo del equipo. El software utilizado fue MSD 
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Productivity Chemstation, G1701EA, revisión E.02.00 SP2 (G1701-64553). 

C.2.11.3 Análisis de especies de fosfolípidos mediante cromatografía de 

líquidos acoplada a espectrometría de masas (HPLC-MS) 

C.2.11.3.1 Acoplamiento HPLC/ESI/MS 

La separación cromatográfica de los glicerofosfolípidos se realizó en un sistema de HPLC 

compuesto por un sistema de bombas binaria con desgasificador en línea y régimen de gradiente 

Hitachi LaChrom Elite L-2130 y un inyector Hitachi Autosampler L-2200 acoplado a un 

espectrómetro de masas de trampa iónica Bruker Esquire 6000®. El efluente procedente del HPLC 

entra a la cámara de electronebulización (ESI) del espectrómetro de masas pasando antes por un 

separador de caudal. La presión del gas de nebulización se ajustó a 30 psi, el caudal del gas de 

secado a 4 l/min y la temperatura del gas de secado a 350 C. La calibración de la trampa iónica se 

realizó mediante el protocolo del propio equipo con la solución Tunning Mix (Agilent). 

C.2.11.3.2 Análisis de especies moleculares de PC, PE PI y PS. 

El análisis se lleva a cabo siguiendo el protocolo descrito por Balgoma et al. [ Balgoma 

2008] con ligeras modificaciones. Los lípidos totales extraídos por el método de Bligh & Dyer fueron 

disueltos en metanol/agua (9:1 v/v). Para la separación cromatográfica se usó la columna 

Supelcosil LC-18 protegida con una precolumna Supelguard LC-18. Las condiciones cromatográficas 

utilizadas se basaron en las descritas por Igbavboa et al. [Igbavboa 2002] con algunas 

modificaciones. La fase móvil que se utilizó fue un gradiente del eluyente A 

(metanol/agua/hexano/hidróxido de amonio al 30%, 87,5:10,5:1,5:0,5 v/v/v/v), eluyente B 

(metanol/hexano/hidróxido de amonio al 30%, 87,5:12:0,5 v/v/v/), y eluyente C (metanol/agua, 9:1 

v/v). 

El volumen de inyección fue de 80 l y la velocidad de flujo fue 0,5 ml/min  que fue dividido 

antes de entrar al espectrómetro de masas, dejando pasar un flujo de 0,2 ml/min. Las especies de 

PI, PE y PS se detectaron en modo negativo como [M-H]- con corriente de capilar +3500 V a lo largo 

de los primeros 23 minutos. Las especies de PC se detectaron como [M+H]+ desde el minuto 23 al 

40 con corriente de capilar -4000 V. La identificación de las especies de PC se realizó en modo 

negativo mediante la adición de ácido acético después de la columna con un flujo de 100 μl/h, 

condiciones en las que se produce el aducto [M+CH3CO2]
-. El rango de m/z rastreado para los 

experimentos de identificación fue m/z 150-1000 y para los experimentos de detección 450-1000.  

Para la identificación de cada especie se usaron las bases de datos RCM lipidcalculator 

(http://pharmacology.ucdenver.edu/lipidcalc) y de Lipid Maps (www.lipidmaps.org). Además se 

llevaron a cabo sucesivas fragmentaciones en modo MRM para la caracterización exacta de cada 

especie, concretamente los fragmentos correspondientes a las cadenas R1 y R2 de los fosfolípidos, y 

del fragmento correspondiente a la pérdida neutra de R2. Como estándares internos así como para 

curvas de calibrado se usaron 1, 2-dipentadecanoil-sn-glicero-3-fosfatidilcolina con  m/z = 706,5 

http://pharmacology.ucdenver.edu/lipidcalc
http://www.lipidmaps.org/
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para especies de PC, 1,2-didodecanoil-sn-glicero-3-fosfatidiletanolamina con m/z = 578,5  para 

especies de PE, 1,2-dihexadecanoil-sn-glicero-3-fosfatidilinositol  con m/z = 809,5 para especies de 

PI y 1,2-dilaurioil-sn-glicero-3-fosfatidilserina con m/z = para especies de PS. 

 

Tiempo (min) Eluyente A Eluyente B Eluyente C 

0 100 0 0 

17,5 50 50 0 

30 0 100 0 

35 0 100 0 

38 0 0 100 

47 0 0 100 

50 0 100 0 

Tabla 10 Gradiente de eluyentes para el análisis de glicerofosfolípidos por HPLC/MS 

 

En los experimentos de incorporación de [2H]AA a los fosfolípidos celulares, dos criterios han 

servido para la identificación de los glicerofosfolípidos que incorporan [2H]AA respecto a los 

glicerofosfolípidos que se encuentran de forma natural en las células: la distribución isotópica y la 

fragmentación [90]. 

La presencia de deuterios provoca la modificación de la distribución isotópica ya que 

aumenta la m/z del glicerofosfolípido en 8 unidades y modifica su apariencia presentando una 

forma acampanada en contraposición a la forma de media campana las de moléculas no 

deuteradas. Así PI(20:4/20:4) presenta una m/z de 905 mientras que el la m/z de PI([2H]AA/20:4) es 

de 913 con forma de campana debido a la presencia del [2H]AA.  

El segundo criterio se basa en la aparición de fragmentos característicos de las cadenas 

laterales deuteradas. En este caso, se detecta un pico de m/z 311 que corresponde a [2H]AA 

mientras que con AA nativo su m/z sería de 303. 

C.2.11.4 Cromatografía de líquidos en fase normal acoplada a ESI-MS en la 

detección de lisofosfolípidos 

La muestra se homogeneizó por agitación en 0,5 ml de agua MilliQ. Para evitar la hidrólisis 

de los lisofosfolídos, en especial, de lisoPI, es común acidificar el medio añadiendo ácido clorhídrico 

(HCl). Sin embargo, este paso no se llevó a cabo en el caso de los análisis de lisoPE con el propósito 

de conservar las especies con enlaces plasmenilo que son atacados por la acidificación producida 

por el HCl. Antes de comenzar la extracción, se añadieron los estándares correspondientes. Los 

lípidos se extrajeron dos veces con 1 volumen de n-butanol saturado en agua [103, 210]. Las fases 

orgánicas reunidas (fase superior) se evaporaron al vacío, los lípidos se volvieron a disolver en 

cloroformo y se guardaron bajo nitrógeno a -80 C hasta su análisis. Para la separación 
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cromatográfica se utilizó una columna Supelcosil LC-Si protegida con una precolumna Supelguard 

LC-Si. El flujo de elución fue 0,5 ml/minuto, dejando entrar 0,2 ml/minuto al espectrómetro de 

masas. Se utilizó un método en gradiente con los eluyentes cloroformo/metanol/hidróxido de 

amonio 30% (75:24,5:0,5, v/v) (A) y cloroformo/metanol/agua/hidróxido de amonio 30% 

(55:39:5,5:0,5, v/v) (B). El gradiente empezó con el 100% de A para disminuir hasta el 50% de A en 

2 minutos. Este porcentaje se mantuvo durante 8 minutos y en los 2 minutos siguientes cambió 

linealmente al 0%. Se introdujeron 0,2 ml/minuto en la cámara de nebulización cuyos parámetros 

fueron: presión del gas de nebulización 30 psi, caudal del gas de secado 8 l/minuto, y temperatura 

de secado 365 C. Las especies de lisoPE y lisoPI fueron detectados en modo negativo como [M-H]- 

con una corriente de capilar +3500 V, mientras que las especies de lisoPC fueron detectados en 

modo positivo con una corriente de capilar de -4000 V. El rango de m/z para la detección de fue de 

450-700. Se usaron 1-tridecanoil-2-hidroxi-sn-glicero-3-fosfocolina con m/z= 454 para lisoPC y 1-

miristoil-2-hidroxi-sn-glicero-3-fosfoetanolamina con m/z= 424 para lisoPE  como estándares 

internos para la cuantificación. Para la cuantficación de lisoPI se realizó un recta de calibrado 

externa con el estándar 1-palmitoyl-2-hydroxi-sn-glicero-3-fosfoinositol ya que esta especie se 

encuentra de forma endógena en las células. 

C.2.12 Valoración del anión superóxido 

El ensayo se realizó en un volumen final de 1 ml en placas de 6 pocillos donde el día 

anterior se habían plaqueado 2 x 106 macrófagos peritoneales de ratón. Para ello, la reacción se 

llevó a cabo en un buffer al que incluye 10mM HEPES a pH 7,5, 150 mM NaCl, 1,2 mM MgCl2, 1,3 

mM CaCl2 al que se había añadido previamente glucosa con una concentración de 5,5 mM, además 

de citocromo C a una concentración final de 75 nmol/ml, cuya reducción se utiliza para cuantificar 

la producción de anión superóxido. A las células, a las que se les retiró el medio y se lavó con PBS 

estéril, se les añadió la mezcla con y sin superóxido dismutasa (SOD) a una concentración de 10 

mg/ml con el fin excluir la reducción del citocromo C no evitable por SOD [47]. 5 minutos antes de 

ser estimuladas las células, se añadió citocalasina B a una concentración 5 mg/ml, un compuesto 

capaz de promover la generación de anión superóxido [211] debido a su capacidad para inhibir de 

la polimerización de la actina y con ello la organización citoesquelética [212, 213]. Posteriormente, 

los macrófagos peritoneales de ratón fueron estimulados con PMA (100 nM), zimosán y zimosán 

opsonizado (1 mg/ml). Tras 1 hora de incubación, se retiró el medio de los pocillos y se centrifugó a 

1500 rpm durante 5 minutos a 4 C.  La absorbancia se leyó en un espectrofotómetro a una 

absorbancia de 550 nm (A550). Para representar los datos, la diferencia de absorbancia de las 

muestras sin SOD y con SOD fue dividida por el diferencial de reducción del citocromo C obtenido 

al añadir a sobrenadantes de células disulfito potásico (Rred) y ferrocianuro potásico (Rox). El 

resultado fue multiplicado por 75 que corresponde a los nmoles de citocromo C añadidos a la 

reacción y dividido por 2 ya que se utilizaron 2 x 106 células y los resultados se muestran en nmol 

de Citocromo C reducidos/h/106 células. La siguiente ecuación determina los nmol de citocromo C 

reducido/h/106 células= [(A550 en ausencia de SOD-A550 en presencia de SOD)/(Rred-Rox)]x75/2. 
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C.2.13 Análisis de la expression génica por PCR 

C.2.13.1 Extracción de RNA 

El RNA de las macrófagos peritoneales de ratón se extrajo utilizando el reactivo Tri 

Reagent, siguiendo el método proporcionado por la casa comercial que está basado en los 

procedimientos de extracción de RNA descritos por Chomczynski y Sacchi [214]. El uso de 800 l de 

Tri Reagent durante 5 minutos y a temperatura ambiente permite lisar las células por disociación 

de los complejos de nucleoproteínas. Tras el lisado, se añadieron 200 l de CHCl3, se agitó de forma 

enérgica durante 15 segundos y, tras una incubación durante 5 minutos a temperatura ambiente, 

se centrifugó a 13400 g (12000 rpm) durante 15 minutos a 4 C. La fase acuosa donde se encuentra 

el RNA se transfirió a otro tubo al que se añadieron 500 l de isopropanol y se incubó durante 10 

minutos a temperatura ambiente con el fin de precipitar el RNA. Posteriormente, una 

centrifugación de 13400 g durante 10 minutos a 4 C permite eliminar el sobrenadante, tras lo cual, 

el RNA se lavó con 1 ml de etanol al 75% (en H2O-DEPC) y se centrifugó a 10000 g durante 10 

minutos. Una vez que el RNA se encontró totalmente seco, se disolvió en 20 l de H2O-DEPC y se 

cuantificó a través de la medida de absorbancia a 260 nm en un espectrofotómetro UV/visible 

utilizando una cubeta TrayCell.  

C.2.13.2 Síntesis de cDNA 

A 2 g de RNA se les añadió 0,1 nmol de cebadores aleatorios (2 l de la mezcla comercial) 

y 0,1 nmol de oligo dT (2 l) y H20-DEPC hasta completar un volumen de 15,6 l, se mezcló y se 

calentó a 78 C durante 3 minutos. Posteriormente, las muestras se colocaron en hielo y se 

añadieron 10 nmol de cada dNTP (0,4 l), 40 U de inhibidor de RNasas (2 l), 100 U de 

transcriptasa reversa M-MLV (1 l) y 2 ml de tampón de reacción (Tris 500 mM pH 8,3, KCl 500 

mM, DTT 50 mM y MgCl2 30 mM) hasta completar los 20 l de volumen final. La mezcla resultante 

se incubó primero a 43 C durante 1 hora y, finalmente, a 92 C durante 10 minutos. 

C.2.13.3 Cuantificación de mRNA mediante Q-PCR 

La técnica de PCR cuantitativa (Q-PCR) se utilizó para la cuantificación relativa de expresión 

de determinados genes de macrófagos peritoneales de ratón bajo diferentes condiciones. Todo ello 

utilizando genes de referencia (genes housekepping) cuyas expresiones se mantienen constantes 

en las muestras analizadas. Los genes de referencia usados fueron -actina, Ciclofilina B, GADPH y 

Rn18s.  

Para llevar a cabo la reacción se usaron 20 ng de cDNA a los que se añadió 5 l de una 

solución 2X del reactivo Brilliant III Ultra-Fast SYBR®Green QPCR Master Mix, 0,5 l de cada 

oligonucleótido de una disolución de 10 M y 0,15 l de una solución stock de 30 nM de ROX. Los 
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ciclos de amplificación se inician con 3 segundos a 95 °C para activar la polimerasa (Hot Start), 

continúa con 12 segundos a 95 °C (desnaturalización), 15 segundos a 60 °C (anneling) y 28 

segundos a 72 °C (amplificación y detección de aumento de florescencia), repitiéndose hasta 40 

ciclos. Se usaron dos réplicas biológicas independientes de las que se hacen dos réplicas técnicas de 

cada una.  

Por último, el método utilizado para calcular la expresión génica está basado en el método 

comparativo [215, 216] donde se relativiza el número de ciclos necesarios para interceptar el valor 

umbral de fluorescencia (CT) de un gen problema frente al CT de un gen de referencia. El resultado 

(ΔCT) determinado para un tratamiento concreto es referenciado, a su vez, frente al ΔCT del mismo 

gen en la situación control. Asumiendo que la eficiencia de amplificación de ambos genes es igual a 

1, se llega a la expresión:  

Expresión relativa = 2 –ΔΔC
T 

donde, 

CT  es número de ciclos necesarios para interceptar el valor umbral de fluorescencia 
o ciclo umbral  

ΔCT es CT de la muestra – CT del gen referencia 

ΔΔCT es ΔCT de la muestra – ΔCT de la muestra control 
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Oligo Secuencia (5'-->3') 

mIL-10_Fw GCTCTTACTGACTGGCATGAG 

mIL-10_Rv CGCAGCTCTAGGAGCATGTG 

mCOX-2_Fw TGAGCAACTATTCCAAACCAGC 

mCOX-2_Rv GCACGTAGTCTTCGATCACTATC 

mTNF _Fw ACGGCATGGATCTCAAAGAC 

mTNF _Rv AGATAGCAAATCGGCTGACG 

mCcl2_Fw AGGTCCCATGTCATGCTTCTGG 

mCcl2_Rv CTGCTGCTGGTGATCCTCTTG 

mNos2_Fw CCAAGCCCTCACCTACTTCC 

mNos2_Rv CTCTGAGGGCTGACACAAGG 

mIL-6_Fw TAGTCCTTCCTACCCCAATTTCC 

mIL-6_Rv TTGGTCCTTAGCCACTCCTTC 

mRn18s_Fw CCGAAGCGTTTACTTTGAAAAAA 

mRn18s_Rv TTCCATTATTCCTAGCTGCGGTAT 

m -actina_Fw GGCTGTATTCCCCTCCATCG 

m -actina_Rv CCAGTTGGTAACAATGCCATGT 

mFizz1_Fw CCAATCCAGCTAACTATCCCTCC 

mFizz1_Rv ACCCAGTAGCAGTCATCCCA 

mYm1_Fw CAGGTCTGGCAATTCTTCTGAA 

mYm1_Rv GTCTTGCTCATGTGTGTAAGTGA 

mIL12 _Fw CTGTGCCTTGGTAGCATCTATG 

mIL12 _Rv GCAGAGTCTCGCCATTATGATTC 

mMrc1_Fw CTCTGTTCAGCTATTGGACGC 

mMrc1_Rv CGGAATTTCTGGGATTCAGCTTC 

mMrc2_Fw-2 TACAGCTCCACGCTATGGATT 

mMrc2_Rv-2 CACTCTCCCAGTTGAGGTACT 

mIL-12 _Fw-2 AGACATGGAGTCATAGGCTCTG 

mIL-12 _Rv-2 CCATTTTCCTTCTTGTGGAGCA 

mIL-23 _Fw-2 AGCAACTTCACACCTCCCTAC 

mIL-23 _Rv-2 ACTGCTGACTAGAACTCAGGC 

mArg-1_Fw-2 TGGCTTGCGAGACGTAGAC 

mArg-1_Rv-2 GCTCAGGTGAATCGGCCTTTT 

mIL1 _Fw GCAACTGTTCCTGAACTCAACT 

mIL1 _Rv ATCTTTTGGGGTCCGTCAACT 

mTgf _Fw CTCCCGTGGCTTCAGTGC 

mTgf _Rv GCCTTAGTTTGGACAGGATCTG 

Tabla 11 Oligonucleótidos utilizados en los ensayos de Q-PCR.  

Para cada gen, se utilizaron cebadotes directos (Fw) y cebadores inversos (Rv). El 
distintivo “m” de cada oligonucleótido hace referencia a su pertenecía a ratón. Todos 
ellos fueron suministrados por MWG Biotech. 
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C.2.13.4 Análisis de datos 

Todos los experimentos se realizaron por duplicado o triplicado.  Las figuras mostradas 

corresponden a un experimento representativo, y cada dato se muestra como la media ± error 

estándar (SE). 
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D.1 Estimulación de macrófagos peritoneales de ratón 

mediante zimosán  

D.1.1 Medida de la liberación de AA 

Se ha descrito exhaustivamente que la exposición a zimosán provoca un efecto en la 

liberación de AA y los consecuentes cambios producidos en los niveles de glicerofosfolípidos con 

contenido en AA en macrófagos peritoneales de ratón [78].  

Con el fin de realizar el estudio del efecto de la estimulación de macrófagos peritoneales de 

ratones Swiss por zimosán, se comenzó realizando una dosimetría del zimosán con el fin de definir 

con precisión las concentraciones a la que este estímulo provoca los mayores niveles de liberación 

de AA. La estimulación de macrófagos peritoneales de ratón con diferentes concentraciones de 

zimosán durante una hora muestra que concentraciones de 1 mg/106 células son suficientes para 

observar condiciones de saturación en la liberación de AA, llegándose a alcanzar valores máximos 

de movilización cercanos al 20% de total de AA celular. € 
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Figura 12. Medida de la liberación de[
3
H]AA en una dosimetría de zimosán. 

Medida de la liberación de[
3
H] de macrófagos peritoneales de ratón bajo condiciones de 

estimulación con zimosán  a diferentes concentraciones (mg/10
6
 células). Para una mejor 

comprensión, se estimó una nula liberación neta de [
3
H]AA a concentración 0, para lo cual 

se restó el valor residual obtenido en ese punto a los demás puntos de estudio.  
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Una vez establecidas las concentraciones saturantes de zimosán en la liberación de AA, se 

comprobó que el tiempo al que el zimosán libera la máxima cantidad de AA de los 

glicerofosfolípidos de las células es 1 hora, a partir de la cual, las células no son capaces de 

continuar liberando cantidades significativas de este ácido graso.  
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Figura 13. Medida de la liberación de[

3
H]AA por la estimulacióncon zimosán a diferentes tiempos 

Medida de la liberación de[3H] de macrófagos peritoneales de ratón en condiciones basales 
(blanco) o bajo condiciones de estimulación con zimosán  a una concentración de  1 mg/106 
células (naranja). Para una mejor comprensión, se estimó una nula liberación neta de 
[3H]AA a tiempo 0, para lo cual se restó el valor residual obtenido en ese punto a los demás 
puntos de estudio.  
 

 

D.1.2 Estudio de las especies de glicerofosfolípidos implicados 

en la liberación de AA 

Una vez establecidas la concentración y el tiempo a los cuales la estimulación con zimosán 

provoca los máximos niveles de liberación de AA en macrófagos peritoneales de ratón, se 

identificaron las especies de glicerofosfolípidos que contienen AA y que son capaces de liberar 

dicho ácido graso bajo estas determinadas condiciones de estimulación.  

Como ya se ha descrito previamente, al contrario que el marcaje radiactivo, el análisis 

mediante HPLC/MS-ion trap permite una buena separación de las diferentes especies de 

glicerofosfolípidos y una óptima identificación gracias a los distintos ciclos de fragmentación que 

permite el analizador. 
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Una vez identificadas más de 20 especies de glicerofosfolípidos con contenido en AA, 

mediante el uso de RP-HPLC-MS de trampa iónica, se compararon los niveles de fosfolípidos con AA 

que presentan los macrófagos peritoneales de ratón en estado basal y en condiciones de 

estimulación con zimosán. 
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Figura 14. Análisis de los glicerofosfolípidos implicados en la liberación de AA por zmosán 

Análisis mediante HPLC-MS de los niveles de los glicerofosfolípidos con contenido en AA de  
macrófagos peritoneales de ratón en condiciones basales (blanco) y estimulados con 
zimosán a una concentración de 1mg/106 células (color). Tras la extracción lipídica se 
pudieron analizar en la misma carrera cromatográfica  las diferentes especies de PC (rojo), 
PE (verde), PI (azul) y PS (morado) con AA.  
 

Como se observa, las especies de PC liberan gran cantidad de AA, en especial las especies 

PC(16:0/20:4), PC(18:0/20:4), PC(18:1/20:4) y PC (O-16:0/20:4). Entre las especies de PI, la especie 

mayoritaria PI(18:0/20:4), que supone alrededor del 80% de todas las especies de PI con AA, es la 

especie que libera prácticamente la totalidad de AA liberado de esta clase de fosfolípidos. 

Resultados similares  aparecen en el análisis de las especies de PS que contienen AA, donde la 

especie mayoritaria PS(18:0/20:4) es la especie que libera casi la totalidad del AA. Respecto a las 
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especies de PE, no se encontró una liberación neta de AA, ni en el total de especies de esta clase, ni 

en ninguna especie en concreto. Estos resultados, obviando pequeñas diferencias de los niveles en 

especies concretas de fosfolípidos, no difieren sustancialmente de los datos publicados por 

Astudillo et al. [78] y definen a las especies de PC como las principales fuentes de AA en la 

movilización provocada por la estimulación con zimosán (fig suma PL).  
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Figura 15. Análisis del  total de glicerofosfolípidos implicados en la liberación de AA por zmosán 

Suma de las diferentes clases de glicerofosfolípidos con contenido en AA presentes en los 
macrófagos peritoneales de ratón en condiciones basales (blanco) y en condiciones de 
estimulación por zimosán (1mg/106 células) (color). 

 

No todas las especies de glicerofosfolípidos con contenido en AA colaboran de igual modo 

en la liberación de dicho AA e incluso, ciertas especies como PI(16:0/20:4) o (PI(18:1/20:4) no 

presentan prácticamente ningún descenso en sus niveles al estimular los macrófagos peritoneales 

de ratón con zimosán durante una hora y con una concentración de 1 mg/106 células.  

Además de estos efectos, bajo estas condiciones de estimulación concretas dos especies 

minoritarias homólogas, 1,2-diaraquidonoil-sn-glicero-3-fosfatidilinositol  (PI(20:4/20:4))  y 1,2-

diaraquidonoil-sn-glicero-3-fosfatidilcolina (PC(20:4/20:4)) aumentaron sus niveles en macrófagos 

peritoneales de ratón. Ambas especies, junto con la especie PE(16:1/20:4), han sido ya descritas 

por aumentar sus niveles en condiciones de estimulación con zimosán en monocitos humanos 

[191].  
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La especie PE(16:1/20:4) es una especie muy minoritaria en monocitos humanos pero 

que, tanto en condiciones de estimulación como en condiciones basales, presenta niveles 

superiores al límite de detección que presenta la técnica empleada. Sin embargo, al contrario de lo 

observado en monocitos humanos,  en los análisis de glicerofosfolípidos de los macrófagos 

peritoneales de ratón no se pudo identificar la especie PE(16:1/20:4), pudiéndose únicamente 

identificar y cuantificar las especies PI(20:4/20:4) y PC(20:4/20:4) como las únicas especies de 

glicerofosfolípidos con contenido en AA que aumentan sus niveles en condiciones de estimulación 

con zimosán respecto a las condiciones basales. 
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Figura 16. Análisis de PI(20:4/20:4) y PC(20:4/20:4) en la estimulación por zimosán 

Extracto de la figura 14. Análisis mediante HPLC-MS de los niveles de PI(20:4/20:4) y 
PC(20:4/20:4) en macrófagos peritoneales de ratón en estado basal (blanco), estimulados 
con zimosán (negro. Tras la extracción lipídica, mediante HPLC-MS se pudo identificar y 
cuantificar con ionización negativa la especie PI(20:4/20:4) con m/z=905 (azul), y mediante 
ionización positiva la especie PC(20:4/20:4) con m/z=830 (rojo). 

D.1.3 Implicación de la cPLA2  

Para comprobar la implicación de las diferentes fosfolipasas en la liberación de AA bajo 

estímulación por zimosán se usaron distintos inhibidores específicos de posibles enzimas 

implicadas. Además de la utilización de la pirrofenona como inhibidor específico de la cPLA2 , se 

comprobó el efecto de FKGK11 y FKGK18  que se han descrito recientemente [Kokotos, Dennis] 

como inhibidores específicos de la iPLA2. Esta fosfolipasa independiente de calcio pertenece al 

grupo VI de las PLA2 y muestra, además de una potente actividad fosfolipasa, actividad 

lisofosfolipasa y transacilasa [Dennis 2011]. Los aún escasos trabajos en los que se describen el uso 

de estos inhibidores  utilizan concentraciones de FKGK11 de 10 M [Paliege 2012]. Sin embargo, la 

exposición de los macrófagos a esas concentraciones del inhibidor FKGK18 mostró indicios de 

pérdidad de viabilidad al observarse la liberación de importantes cantidades de AA sin que las 

células hubieran sido estimuladas. Para comprobar la eficacia de estos inhibidores y las 

concentraciones óptimas se realizó una dosimetría de FKGK18 y se comprobó su capacidad de 
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inhibición de la iPLA2 midiendo el efecto en la generación de lisofosfolípidos en células RAW 264.7 

Estudios previos han mostrado que la iPLA2 es responsable de mantener los niveles basales 

homeostáticos de lisofosfolípidos [217, 218]. FKGK18 a una concentración de 0,5 M presenta un 

efecto similar al del inhibidor clásico de iPLA2 BEL [217, 218] en el descenso de los niveles celulares 

de lisoPI y es capaz de producir mayores efectos a una concentración de 1 M por lo que se uso 

esta última como concentración óptima en el uso de los compuestos FKGK11 y FKGK18 como 

inhibidores de la actividad de iPLA2. 
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Figura 17 Análisis del efecto de inhibidores de cPLA2  en especies de lisoPI 

Análisis de diferentes inhibidores de la iPLA2-grupo VIA implicados en la formación de 
lisofosfoinositoles (lisoPI). Una vez extraídos los lípidos mediante HPLC-MS se analizaron los 
lisoPI presentes en macrófagos peritoneales en estado basal (blanco) y en tras 30 minutos 

de incubación con BEL a una concentración de 10 M (azul), FKGK18 a 0,5 M (negro) y 

FKGK18 a 1 M (rojo). 

 

Ha sido ampliamente descrita la implicación de la cPLA2  en la liberación de AA en células 

estimuladas [119, 126, 219]. Con el fin de comprobar dicha relación y de definir la implicación de la 

iPLA2 en la liberación de AA en macrófagos peritoneales de ratón, junto con FKGK11 y FKGK18 se 

estudió la implicación de BEL y la pirrofenona, descrita como un inhibidor específico de la cPLA2  

[220]. Mientras que la inhibición de la cPLA2  por pirrofenona es capaz de impedir la liberación de 

AA, la inhibición de la iPLA2 tanto por FKGK11 como por FKGK18 no produce un efecto similar en la 

movilización de AA. 



RESULTADOS 

Estudio lipidómico de la movilización de ácido 
araquidónico asociada a la respuesta inmune innata 

Universidad de Valladolid Página 71 de 134 

 

C
o
n
tr

o
l

P
ir
ro

fe
n
o
n
a

B
E

L

F
K

G
K

1
1

F
K

G
K

1
8

L
ib

e
ra

c
ió

n
 d

e
 [

3
H

]A
A

 (
%

 d
p
m

)

0

5

10

15

20

25

 
 

Inhibidor + ZimosánBasal Inhibidor  

Figura 18. Análisis del efecto de diferentes inhibidores de PLA2 en la liberación de [
3
H]AA por la estimulación 

por zimosán. 
Liberación de [3H]AA en macrófagos peritoneales de ratón. Tanto para las células control 

(sin inhibidor) como para cada inhibidor (pirrofenona 1 M), BEL (10 M), FKGK11 y FKGK18 

(1 M) se muestra el [3H] liberado de los macrófagos en condiciones basales  (blanco), tras 
30 minutos de exposición al respectivo inhibidor (negro) y al ser estimulados con zimosán 
(1mg/106 células) previa incubación durante 30 minutos con el respectivo inhibidor (rojo).  

 

Sin embargo, BEL, al contrario que FKGK11 y FKGK18, sí impidó la liberación de AA en 

macrófagos peritoneales de ratón en condiciones de estimulación con zimosán, lo que sugeriría la 

implicación de la iPLA2 en dicha liberación de AA. Para corroborar este dato, contradictorio con la 

mayoría de resultados en bibliografía [205], se utilizaron células de animales modificados 

genéticamente que no expresan el gen que codifica para la iPLA2. La estimulación con zimosán 

durante una hora a una concentración de 1mg/1x106 de macrófagos peritoneales extraídos de 

ratones wild type (Wt) y ratones knock-out (KO) para la iPLA2 no mostró diferencias en la liberación 

de [3H]AA (figura X). Esto confirma los datos obtenidos mediante el uso de los inhibidores FKGK11 y 
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FKGK18 y demuestra la inexistente implicación de la iPLA2 en la movilización de AA desde los 

glicerofosfolípidos bajo estimulaciones de zimosán.  En este sentido, se ha demostrado que BEL es 

capaz de inhibir la actividad de PAP1, implicada en una posible movilización de AA a través de la 

acción de la fosfolipasa D (PLD) [221, 222] lo que podría explicar los datos obtenidos.  
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Wt iPLA2
KO iPLA2  

Figura 19.  Análisis de la liberación de [
3
H]AA en ratones KO de la cPLA2  estimulados con zimosán. 

Comparativa de la liberación de [3H]AA en macrófagos peritoneales de ratón en condiciones 
basales (control) y estimulados con zimosán a una concentración de 1mg/106 células. Los 
macrófagos se extrajeron de dos ratones Wt (blanco) y  dos ratones KO de la iPLA2-VIA 
(marrón). 

 

Una vez de definido el papel de la cPLA2  en la liberación de AA, con el fin de estudiar su 

implicación en la liberación de AA desde las diferentes especies de glicerofosfolípidos bajo 

condiciones de estimulación con zimosán, se utilizo pirrofenona (Pir) como inhibidor específico de 

esta fosfolipasa y se realizó el análisis mediante HPLC/MS de las especies de fosfolípidos que 

contienen y liberan AA. Como se muestra en la figura 20, la presencia de la pirrofenona impide el 

descenso de los niveles de todas las especies de fosfolípidos implicadas en la movilización de AA sin 

excepción.  
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Basal Zimosán Pir + Zimosán  

Figura 20. Análisis del efecto de la pirrofenona en la liberación de de AA desde los glicerofosfolípidos por la 
estimulación por zimosán. 

Análisis mediante HPLC-MS de los niveles de los glicerofosfolípidos con contenido en AA de  
macrófagos peritoneales de ratón en condiciones basales (blanco), estimulados con zimosán 
(color) y estímulados con zimosán previa incubación con pirrofenona (Pir) a una 

concentración de 1 M durante 30 minutos (punteado). Tras la extracción lipídica se 
pudieron analizar en la misma carrera cromatográfica  las diferentes especies de PC (rojo), 
PE (verde), PI (azul) y PS (morado) con AA.  

 

 

 

 



RESULTADOS 

Estudio lipidómico de la movilización de ácido 
araquidónico asociada a la respuesta inmune innata 

Universidad de Valladolid Página 74 de 134 

 

Los datos del total de los glicerofosfolípidos con AA muestran que la movilización de AA 

observado desde especies tanto de PC, PI como PS se ve impedido por el uso de pirrofenona, lo 

que demuestra la implicación de la cPLA2  en la liberación de AA en condiciones de estimulación 

por zimosán en macrófagos peritoneales de ratón. 
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Basal Zimosán Pir + Zimosán  

Figura 21. Análisis del efecto de la pirrofenona en la liberación de de AA desde total de glicerofosfolípidos por 

la estimulación por zimosán. 

Suma de las diferentes clases de glicerofosfolípidos con contenido en AA presentes en los 
macrófagos peritoneales de ratón en condiciones basales (blanco) y en condiciones de 
estimulación por zimosán (color) y estimuladas con zimosán previa incubación con 

pirrofenona (Pir) a una concentración de 1 M durante 30 minutos (punteado). Se muestra 
la suma de especies de PC (rojo), PE (verde), PI (azul) y PS (morado) y la suma total de todas 
ellas (negro). 
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Por su parte, la implicación de la cPLA2  en la síntesis de PI(20:4/20:4) en monocitos 

humanos estimulados con zimosán fue demostrada por Balgoma et. al. mediante la utilización de 

pirrrofenona. El uso de este inhibidor impide el aumento de los niveles de esta especie en dichas 

condiciones de estimulación. En el caso de los macrófagos peritoneales se observa el mismo efecto 

inhibidor sobre esta especie fosfolipídica al utilizar la pirrofenona previamente al estímulo con 

zimosán. También en el caso de la especie PC(20:4/20:4) se repite el efecto inhibidor de la 

pirrofenona en el aumento de sus niveles bajo condiciones de estimulación con zimosán. 
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Figura 22. Análisis del efecto de la pirrofenona sobre los niveles de PI(20:4/20:4) y PC(20:4/20:4) ante la 
estimulación de zimosán. 

Extracto de la figura 20. Análisis mediante HPLC-MS de los niveles de PI(20:4/20:4) y 
PC(20:4/20:4) en macrófagos peritoneales de ratón en estado basal (blanco), estimulados 
con zimosán (color) y estimulados con zimosán previa incubación durante 30 minutos con 

pirrofenona (Pir) a una concentración de 1 M (punteado). Tras la extracción lipídica, 
mediante HPLC-MS se pudo identificar y cuantificar con ionización negativa la especie 
PI(20:4/20:4) con m/z=905 (azul), y mediante ionización positiva la especie PC(20:4/20:4) 
con m/z=830 (rojo). 
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D.2 Efecto sinérgico de la estimulación mediante LPS y 

zimosán  

D.2.1 Medida de la liberación de AA 

Como ya se ha mostrado previamente, la incubación de macrófagos peritoneales de ratón 

con zimosán durante una hora promueve la liberación de AA. Mientras que el zimosán es 

reconocido por diferentes receptores como TLR2 y receptores de manosa y, principalmente, 

dectina-1 [30], el LPS (lipopolisacárido), un componente esencial de las paredes celulares de las 

bacterias Gram negativas, es reconocido por otro miembro de los receptores Toll-like, TLR4.  

El LPS se ha descrito como un estímulo de la liberación de AA en macrófagos de ratón. Sin 

embargo, a diferencia del zimosán, este efecto no se observa durante las primeras dos horas de 

exposición al estímulo [44] y se ha descrito la necesidad de largos tiempos de incubación con LPS 

para la observación de liberación neta de AA [223]. Sin embargo, se ha demostrado que la 

preincubación con LPS durante 1 h antes de la estimulación de los macrófagos peritoneales de 

ratón con zimosán, es suficiente para provocar un aumentoo en la liberación de AA [224][Aderem 

1986]. Este efecto potenciador del LPS sobre la respuesta del zimosán fue confirmado en los 

experimentos mostrados en la figura X. 
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Figura 23. Medida de la liberación de [
3
H]AA  por la estimulación con LPS y zimosán. 

Liberación de [3H]AA de macrófagos peritoneales de ratón en condiciones basales (blanco), 
estimulados con 100ng/ml de LPS (azul), con 1mg/106 células de zimosán (naranja) y con 
1mg/106 células de zimosán previa estimulación durante una hora con 100ng/ml de LPS 
(violeta). Se consideró tiempo 0 al momento en el que las células son tratadas con zimosán. 
Para una mejor comprensión, se estimó una nula liberación neta de [3H]AA a tiempo -60, 
para lo cual se restó el valor residual obtenido en ese punto a los demás puntos de estudio.  
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Ya que la cantidad de AA libre está controlado tanto por la acción de liberación llevada a 

cabo por las fosfolipasas como por la de incorporación desarrollada por las aciltransferasas, el 

objetivo fue determinar cuál de las dos acciones podrían explicaban una mayor cantidad de AA 

libre observado en estas condiciones de doble estimulación con LPS y zimosán. Mediante el uso de 

[3H]AA se estudió la incorporación de este AA marcado radiactivamente en macrófagos 

peritoneales de ratón tanto en estado basal como tratados con la mismas condiciones de LPS. 

Como se muestra en la figura X, los macrófagos peritoneales de ratón no mostraron diferencias de 

incorporación de [3H]AA en ambas condiciones y, por lo tanto, el LPS no parece estar implicado en 

la incorporación de AA por modificación en la acción de las aciltransferasas implicadas. 
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Figura 24 Análisis del efecto del LPS en la incorporación de [
3
H]AA. 

Incorporación de [3H]AA en macrófagos peritoneales de ratón en condiciones basales 
(blanco) y incubadas con LPS a una concentración de 100 ng/ml (azul). A los macrófagos 
extraídos al día anterior, se les retira el [3H]AA que pueda quedar en exceso en el medio de 
cultivo y se dejan durante una hora en medio incompleto antes de añadir el LPS durante los 
tiempos indicados. Para una mejor comprensión, se estimó una nula liberación neta de 
[3H]AA a tiempo 0, para lo cual se restó el valor residual obtenido en ese punto a los demás 
puntos de estudio.  
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D.2.2 Estudio de las especies de glicerofosfolípidos implicadas 

en la liberación de AA  

Como se ha descrito anteriormente, el análisis de las especies de glicerofosfolípidos en 

condiciones de estimulación con zimosán no produce una liberación homogénea de las diversas 

especies de fosfolípidos con contenido en AA, debido al doble control sobre el proceso de 

liberación de AA en el que están implicadas la hidrólisis de los fosfolípidos a través de la cPLA2  y el  

intercambio de AA entre especies de PC y PE por transacilación.  En primer lugar, antes del análisis 

del efecto sinérgico de LPS y zimosán, se llevó a cabo el estudio del efecto del LPS únicamente, ya 

que una liberación neta de AA puede no corresponderse con  una inexistente modificación de los 

niveles de cada una de las especies de glicerofosfolípidos con contenido en AA, donde al descenso 

de los niveles de una especie fosfolipídica pueden verse compensados con el aumento de otro 

fosfolípido. Sin embargo, como era esperable, el análisis de todas las especies con AA mostró que 

ninguna de ellas presenta variaciones en sus niveles bajo la estimulación de LPS. 
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Figura 25 Análisis del efecto del LPS sobre los glicerofosfolípidos con AA. 

Análisis mediante HPLC-MS de los niveles de los glicerofosfolípidos con contenido en AA de  
macrófagos peritoneales de ratón en condiciones basales (blanco) y estimulados con LPS a 
una concentración de 100 ng/ml (punteado). Tras la extracción lipídica se pudieron analizar 
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en la misma carrera cromatográfica  las diferentes especies de PC (rojo), PE (verde), PI (azul) 
y PS (morado) con AA.  

 

Una vez establecido el efecto del LPS sobre la liberación de AA en macrófagos peritoneales 

de ratón, se analizaron las especies de glicerofosfolípidos implicadas en el efecto sinérgico del LPS y 

el zimosán en dicha liberación de AA. Los análisis por espectrometría de masas acoplado a HPLC de 

las especies de fosfolípidos que contienen AA, mostraron un aumento de la liberación de AA de las 

especie ya implicadas en la movilización de AA en condiciones de estimulación de zimosán. Así, las 

dos especies mayoritarias con cabeza polar de colina, PC(16:0/20:4) y PC(18:0/20:4) que ya 

suponen una gran parte de la liberación de AA promovido por zimosán, ven disminuidos sus niveles 

cuando los macrófagos peritoneales de ratón se preincuban durante una hora con LPS. El mismo 

efecto se observa en las especies PI(18:0/20:4) y PS(18:0/20:4), especies mayoritarias dentro de su 

clase y que representan la práctica totalidad de la liberación con zimosán y el aumento en la 

liberación en condiciones de preincubación con LPS. Por su parte, en especies de PE, donde no se 

observa una liberación neta de AA en condiciones de estimulación con zimosán, sí parece 

observarse un descenso de sus niveles bajo el efecto sinérgico del LPS. Como se puede observar, 

dicha liberación procede de la especie mayoritaria de PE con contenido en AA, PE(P-16:0/20:4).  
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Basal Zimosán LPS + Zimosán  

Figura 26. Análisis del efecto sinérgico del LPS y el zimosán sobre las especies de glicerofosfolípidos con AA 

Análisis mediante HPLC-MS de los niveles de los glicerofosfolípidos con contenido en AA de  
macrófagos peritoneales de ratón en condiciones basales (blanco), estimulados con zimosán 
(color) y estímulados con zimosán previa incubación durante una hora con LPS (rayado). 
Tras la extracción lipídica se pudieron analizar en la misma carrera cromatográfica  las 
diferentes especies de PC (rojo), PE (verde), PI (azul) y PS (morado) con AA 
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El total de fosfolípidos que contienen AA muestra el aumento de la liberación de AA entre 

las células estimuladas con zimosán si han sido previamente incubadas con LPS durante 1 h. Dicho 

aumento en la liberación de AA parece no implicar de forma preferente a ninguna clase concreta 

de fosfolípidos. Por su parte, la suma de todos los fosfolípidos que contienen AA muestra una 

liberación de AA que se corresponde con lo observado en los experimentos de radiactividad. 
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Basal Zimosán LPS + Zimosán  

Figura 27. Análisis del efecto sinérgico del LPS y el zimosán sobre el total de glicerofosfolípidos con AA 

Suma de las diferentes clases de glicerofosfolípidos con contenido en AA presentes en los 
macrófagos peritoneales de ratón en condiciones basales (blanco), estimulados con zimosán 
(color) y estímulados con zimosán previa incubación durante una hora con LPS ( (rayado). Se 
muestra la suma de especies de PC (rojo), PE (verde), PI (azul) y PS (morado) y la suma total 
de todas ellas (negro). 
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Por otra parte, respecto a las especies PI(20:4/20:4) y PC(20:4/20:4), la estimulación con 

LPS provoca un aumento en los niveles de estas especies. En el caso de la especie PI(20:4/20:4) 

dicho crecimiento es proporcionalmente más importante pero, en ambas especies, el efecto de la 

estimulación con LPS es inferior al observado cuando los macrófagos peritoneales de ratón se 

estimulan con zimosán. Sin embargo, aunque LPS parece aumentar los niveles tanto de la especie 

PI(20:4/20:4) como de PC(20:4/20:4), estas especies fosfolipídicas no parecen sufrir ninguna 

modificación cuando se preincuban durante 1 hora con LPS antes de estimular con zimosán los 

macrófagos peritoneales de ratón durante 1 h adicional. 
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Figura 28. Análisis del efecto del LPS y zimosán sobre los niveles de las especies PI(20:4/20:4) y PC(20:4/20:4). 
Extracto de la figura 26. Análisis mediante HPLC-MS de los niveles de PI(20:4/20:4) y 
PC(20:4/20:4) en macrófagos peritoneales de ratón en estado basal (blanco), tratados con 
LPS (punteado), estimulados con zimosán (color) y estimulados con zimosán previa 
incubación durante una hora con LPS (rayado). Tras la extracción lipídica, mediante HPLC-
MS se pudo identificar y cuantificar con ionización negativa la especie PI(20:4/20:4) con 
m/z=905 (azul), y mediante ionización positiva la especie PC(20:4/20:4) con m/z=830 (rojo).  

 

D.2.3 Implicación de la cPLA2  

Para comprobar la implicación de la cPLA2  en el efecto sinérgico producido por la 

incubación previa durante una hora a la estimulación de los macrófagos peritoneales de ratón con 

zimosán se utilizó la pirrofenona.  

En el diseño experimental se tuvo en cuenta la nula liberación neta de AA desde los 

glicerofosfolípidos bajo la estimulación de LPS durante 1 hora. Así, la utilización de pirrofenona fue 

posterior a la incubación con LPS pero previa a la estimulación por zimosán. Los resultados 

obtenidos, tanto de las diferentes especies como del total de fosfolípidos con contenido en AA 

muestran que la inhibición por pirrofenona de la activación de la cPLA2  provocado por el zimosán 

impide la liberación de AA en macrófagos peritoneales de ratón estimulados con LPS y zimosán.  
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Basal LPS + Zimosán LPS + Pir + Zimosán  

Figura 29. Análisis de la inhibición por pirrofenona en el efecto sinérgico del LPS y el zimosán sobre los 

glicerofosfolípidos con AA.  

Análisis mediante HPLC-MS de los niveles de los glicerofosfolípidos con contenido en AA de 
macrófagos peritoneales de ratón en condiciones basales (blanco), estimulados con zimosán 
previa incubación con LPS (rayado) y macrófagos a los que se le añadió LPS y pirrofenona 

(1 M) una hora y 30 minutos respectivamente antes de ser estímulados con zimosán 
(punteado). Tras la extracción lipídica se pudieron analizar en la misma carrera 
cromatográfica  las diferentes especies de PC (rojo), PE (verde), PI (azul) y PS (morado) con 
AA. 
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Basal LPS + Zimosán LPS + Pir + Zimosán  

Figura 30. Análisis de la inhibición por pirrofenona en el efecto sinérgico del LPS y el zimosán sobre el total de 

los glicerofosfolípidos con AA.  

Suma de las diferentes clases de glicerofosfolípidos con contenido en AA presentes en los 
macrófagos peritoneales de ratón en condiciones basales (blanco), estimulados con zimosán 
previa incubación con LPS (rayado) y macrófagos a los que se le añadió LPS y pirrofenona 

(1 M) una hora y 30 minutos respectivamente antes de ser estímulados con zimosán 
(punteado). Se muestra la suma de especies de PC (rojo), PE (verde), PI (azul) y PS (morado) 
y la suma total de todas ellas (negro). 
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D.3 Estimulación con zimosán opsonizado 

D.3.1 Medida de la liberación de AA 

Debido a que tanto el zimosán como el zimosán opsonizado son reconocidos por 

receptores como dectina-1 y promueven la liberación de AA a través de la activación de la cPLA2 , 

[Balsinde], los estudios de liberación de AA en macrófagos de ratón realizados hasta le fecha han 

usado indistintamente ambos estímulos. Sin embargo, el hecho de que otros receptores de 

membrana como FcR y CR3 se han demostrado implicados en el reconocimiento de las opsoninas 

que cubren el zimosán y que, por ejemplo, los receptores Fc se han descrito implicados en la 

liberación de AA [44], se consideró necesario realizar un estudio comparativo exhaustivo entre 

ambos estímulos en los macrófagos peritoneales de ratón.  

Mediante el uso de [3H]AA se observó que la estimulación con zimosán opsonizado durante 

1 h de los macrófagos peritoneales de ratón a concentraciones saturantes de 1 mg/106 células 

muestra un aumento en la liberación de AA respecto a la estimulación con la misma concentración 

de zimosán no opsonizado. Por otra parte, la dosimetría de zimosán opsonizado mostró que si bien 

concentraciones de 0,2 mg/106 células son suficientes para alcanzar los máximos niveles de 

liberación de AA únicamente en macrófagos peritoneales de ratón estimulados con zimosán 

opsonizado, no se observan grandes diferencias en comparación al tratamiento con zimosán aparte 

de las observadas en condiciones de saturación.  
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Figura 31. Liberación de [
3
H]AA por estimulación con zimosán opsonizado 

Liberación de [3H]AA en macrófagos peritoneales de ratón en condiciones basales (blanco), 
estimulados con zimosán a una concentración de 1 mg/106 células (naranja) y estimulados 
con zimosán opsonizado a una concentración de 1 mg/106 células (rojo). Para una mejor 
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comprensión, se estimó una nula liberación neta de [3H]AA a tiempo 0, para lo cual se restó 
el valor residual obtenido en ese punto a los demás puntos de estudio. 
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Figura 32. Dosimetría del zimosán opsonizado en relación con la liberación de [
3
H]AA. 

Medida de la liberación de[3H] de macrófagos peritoneales de ratón bajo condiciones de 
estimulación con zimosán (naranja) y zimosán opsonizado (rojo) a diferentes 
concentraciones  (mg/106 células). Para una mejor comprensión, se estimó una nula 
liberación neta de [3H]AA a concentración 0, para lo cual se restó el valor residual obtenido 
en ese punto a los demás puntos de estudio.  
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Los macrófagos peritoneales de ratón que son estimulados durante 1 hora con 

concentraciones saturantes de zimosán de 1 mg/106 células, muestran que mientras que una 

posterior incubación durante una hora con zimosán solo produce un moderado aumento de 

liberación, los macrófagos que son expuestos a zimosán opsonizado durante una hora muestran un 

aumento significativo en la liberación de AA. Sin embargo, cuando las células son previamente 

incubadas con zimosán opsonizado, la estimulación posterior con zimosán, opsonizado o no, no 

muestra una variación en la liberación de AA por parte de los macrófagos peritoneales de ratón. 

Esto pone en evidencia las diferencias existentes en la liberación de AA entre el zimosán y el 

zimosán cubierto por partículas, las cuales también pueden ser reconocidas por diferentes 

receptores de no patógenos distribuidos por toda la superficie macrofágica. 
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Figura 33. Liberación de [
3
]AA tras una doble estimulación con zimosán y zimosán opsonizado. 

Liberación de [3H]AA en macrófagos peritoneales de ratón estimulados durante 1 h con 
zimosán y zimosán opsonizado respectivamente (blanco), estimulados por segunda vez 
durante una hora con zimosán (marrón) o con zimosán opsonizado (rayado). 
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D.3.2 Análisis de las especies de glicerofosfolípidos implicadas 

en la liberación de AA  

Como en el caso del efecto sinérgico del LPS y el zimosán, un cambio en la liberación de AA 

hace esencial un estudio completo de las especies de glicerofosfolípidos implicadas en dichas 

variaciones. En el análisis de las especies de glicerofosfolípidos con contenido en AA por HPLC/MS 

se observa que en macrófagos peritoneales de ratón estimulados con zimosán opsonizado se 

produce una liberación neta de una de AA de las especies de PE, respuesta que no se observó 

cuando el estímulos corresponde a zimosán no opsonizado que, como ya se ha mostrado 

previamente, no provoca una liberación neta de AA de ninguna de las especies de PE. Dicha 

liberación no se produce por igual en todas las especies de PE, sino que es exclusiva de las especies 

plasmalógenas, es decir, las especies que contienen en su posición sn-1 un enlace tipo vinil éter, 

presentando en su posición sn-2 una molécula de AA. En concreto, con la estimulación con zimosán 

opsonizado se observa una liberación de un 20% del AA de las especies plasmenilos de PE.  
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Figura 34. Análisis del efecto del zimsán opsonizado sobre las especies de PE con AA. 

Análisis mediante HPLC-MS de los niveles de las especies de PE con contenido en AA de  
macrófagos peritoneales de ratón en condiciones basales (blanco), estimulados con zimosán 
(verde) y estimulados con zimosán opsonizado (rayado).  
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La mayor pérdida de AA desde as especies alquenil-PE esta en consonancia con los datos 

obtenidos en el análisis de las especies de alquenil-lisoPE, los cuales, como es esperable, debido a la 

hidrólisis del AA situado en posición sn-2 de los glicerofosfolípidos con enlace vinil éter, aumentan 

sus niveles bajo estimulación con zimosán opsonizado respecto tanto a las células basales como a 

las expuestas a zimosán. Sin embargo, se observó a su vez que especies de acil-lisoPE también 

presentan aumentos de sus niveles en respuesta a la estimulación con zimosán opsonizado.  El 

crecimiento de estas especies no puede explicarse por la movilización de AA, por lo que puede que 

la hidrólisis de AA desde especies de plasmalógenas de PE vaya acompañada en paralelo de la 

movilización de otros ácidos grasos de especies otras especies de PE. 
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Figura 35. Análisis del efecto del zimsán opsonizado sobre las especies de lisoPE . 

Análisis mediante HPLC-MS de los niveles de las especies de lisoPE de  macrófagos 
peritoneales de ratón en condiciones basales (blanco), estimulados con zimosán (negro) y 
estimulados con zimosán opsonizado (rojo). La extracción de los lisoPE se llevó  a cabo sin 
acidificar el medio con HCl para no hidrolizar los enlaces vinil éter de alguna de las especies. 

 

 

 

 



RESULTADOS 

Estudio lipidómico de la movilización de ácido 
araquidónico asociada a la respuesta inmune innata 

Universidad de Valladolid Página 90 de 134 

 

Sin embargo, en contra de lo observado en las especies de PE, en otras especies de 

glicerofosfolípidos con conteniendo en AA, tanto especies de PC como de PI y PS, no se observó 

ninguna  diferencia en la liberación de AA por el hecho de opsonizar previamente el zimosán antes 

de estimular los macrófagos peritoneales de ratón. 
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Figura 36. Análisis del efecto del zimsán opsonizado sobre las especies de PC, PI y PS con AA. 

Análisis mediante HPLC-MS de los niveles de los glicerofosfolípidos con contenido en AA de  
macrófagos peritoneales de ratón en condiciones basales (blanco), estimulados con zimosán 
(negro) y estímulados con zimosán opsonizado (rojo). Tras la extracción lipídica se pudieron 
analizar en la misma carrera cromatográfica  las diferentes especies de PC (rojo), PI (azul) y 
PS (morado) con AA. 
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La suma de todos los glicerofosfolípidos con contenido en AA identificados muestra, que al 

igual que lo observado en los ensayos de liberación de AA por radiactividad, los macrófagos 

peritoneales de ratón estimulados con zimosán opsonizado durante 1 h y a una concentración de 1 

mg/106 células, logran liberar mayor cantidad de AA que los macrófagos incubados con las mismas 

condiciones de zimosán. Esta diferencia en la liberación de AA no se observa ni en especies de PI, 

PC PS o especies acil o alquil de PE. Sólo las especies plásmalogenas de PE, que no muestran 

liberación neta de AA bajo las estimulación de zimosán, presentan una liberación de AA cuando los 

macrófagos peritoneales de ratón son incubados con zimosán. Son estas diferencias en la 

liberación en especies de PE con enlace vinil éter lo que provoca los distintos niveles de liberación 

total observados al comparar la estimulación en las mismas condiciones con zimosán o zimosán 

cubierto por opsoninas que pueden ser reconocidas por diversos receptores. 
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Figura 37. Análisis del efecto del zimsán opsonizado sobre el total de glicerofosfolípidos con AA. 

Suma de las diferentes clases de glicerofosfolípidos con contenido en AA presentes en los 
macrófagos peritoneales de ratón en condiciones basales (blanco), estimulados con zimosán 
(color) y estímulados con zimosán  opsonizado (rayado). Se muestra la suma de especies de 
PC (rojo), PE (verde), PI (azul) y PS (morado) y la suma total de todas ellas (negro). 
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Como ya se ha descrito anteriormente, la especie PI(20:4/20:4) junto con la especies 

PC(20:4/20:4) presentan aumentos de sus niveles cuando los macrófagos peritoneales de ratón son 

estimulados con zimosán no opsonizado a una concentración de 1 mg/106 células y un tiempo de 1 

hora. Este efecto, como se muestra en el la figura X, se ve incrementado cuando los macrófagos 

peritoneales de ratón son estimulados con zimosán opsonizado en las mismas condiciones de 

concentración de estímulo y tiempo de incubación. 

Entre ambos especies, sobresale el aumento que experimenta la especie PI(20:4/20:4), que 

pasa de triplicar sus niveles con zimosán a quintuplicarlos cuando las células son expuestas a 

zimosán opsonizado. Estos cambios significativos pueden denotar un significado biológico 

importante de esta especia y por tanto parece necesario un estudio más exhaustivo, que se trata 

en un apartado posterior. 

Control Zimosán Zimosán ops.

N
iv

e
le

s
 d

e
 P

I(
2
0
:4

/2
0
:4

) 
(p

m
o

l/
m

g
 p

ro
t)

0

20

40

60

80

100

Control Zimosán Zimosán ops.

N
iv

e
le

s
 d

e
 P

C
(2

0
:4

/2
0
:4

) 
(p

m
o

l/
m

g
 p

ro
t)

0

20

40

60

80

100

120

140

160

 

Figura 38. Análisis del efecto del zimsán opsonizado sobre las especies PI(20:4/20:4) y PC(20:4/20:4). 
Extracto de la figura 36. Análisis mediante HPLC-MS de los niveles de PI(20:4/20:4) y 
PC(20:4/20:4) en macrófagos peritoneales de ratón en estado basal (blanco), estimulados 
con zimosán (negro) y estimulados con zimosán opsonizado (rojo). Tras la extracción 
lipídica, mediante HPLC-MS se pudo identificar y cuantificar con ionización negativa la 
especie PI(20:4/20:4) con m/z=905 (azul), y mediante ionización positiva la especie 
PC(20:4/20:4) con m/z=830 (rojo).  
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D.3.3 Implicación de la cPLA2  

El uso de diferentes compuestos descritos como inhibidores específicos de la 

cPLA2 (pirrofenona) y de la iPLA2 (FKGK11 y FKGK18) indicó que, al igual que con la estimulación 

con zimosán, la utilización de pirrofenona bloquea la liberación provocada por la estimulación por 

zimosán opsonizado de los macrófagos peritoneales de ratón, implicando de esta forma a la 

cPLA2 mientras que ni FKGK11 ni FKGK18 muestran efectos inhibitorios, excluyendo de esta 

forma a la iPLA2 del proceso. 
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Figura 39. Análisis del efecto de diferentes inhibidores de PLA2 en la liberación de [
3
H]AA por la estimulación 

por zimosán. 
Liberación de [3H]AA en macrófagos peritoneales de ratón. Tanto para las células control 

(sin inhibidor) como para cada inhibidor (pirrofenona 1 M), BEL (10 M), FKGK11 y FKGK18 

(1 M) se muestra el [3H] liberado de los macrófagos en condiciones basales  (blanco), tras 
30 minutos de exposición al respectivo inhibidor (punteado) y al ser estimulados con 
zimosán opsonizado (1mg/106 células) previa incubación durante 30 minutos con el 
respectivo inhibidor (marrón).  
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Sin embargo, al igual que en lo observado en la estimulación con zimosán, BEL impide la 

liberación de AA en macrófagos peritoneales de ratón estimulados con zimosán opsonizado. La 

confirmación de que la iPLA2 no está implicada en la movilización de AA desde los 

glicerofosfolípidos por acción del zimosán opsonizado se realizó utilizando ratones KO de esta 

fosfolipasa. Así, en comparación con los ratones Wt, los macrófagos peritoneales de ratones KO 

presentan similares niveles de liberación de AA bajo condiciones de estimulación con zimosán 

opsonizado por lo que la iPLA2 , al contrario que la cPLA2 no se muestra como una enzima clave 

en la movilización de AA desde los glicerofosfolípidos en macrófagos peritoneales de ratón en 

condiciones de estimulación con zimosán previamente opsonizado. 
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Figura 40. Análisis de la liberación de [
3
H]AA en ratones KO de la cPLA2 estimulados con zimosán 

opsonizado 
Comparación de la liberación de [3H]AA en macrófagos peritoneales de ratón en 
condiciones basales (control) y estimulados con zimosán opsonizado a una concentración de 
1mg/106 células. Los macrófagos se extrajeron de dos ratones Wt (blanco) y  dos ratones 
KO de la iPLA2 (marrón). 
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Respecto al estudio de los glicerofosfolípidos con contenido en AA, el tratamiento previo 

con pirrofenona muestra el bloqueo de la liberación de AA promovido por del zimosán opsonizado 

en todas las especies de glicerofosfolípidos incluidos las especies plasmalógenas de PE, lo que 

demuestra la implicación de la cPLA2  en este proceso y confirma los datos obtenidos mediante el 

ensayo de radiactividad.  
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Figura 41. Análisis de la inhibición por pirrofenona del efecto del zimosán opsonizado sobre especies de PE 

con AA. 

Análisis mediante HPLC-MS de los niveles de las especies de PE con contenido en AA de 
macrófagos peritoneales de ratón en condiciones basales (blanco), estimulados con zimosán 

opsonizado (rayado) y macrófagos a los que se le añadió  pirrofenona (1 M) 30 minutos 
antes de ser estímulados con zimosán  opsonizado (punteado).  
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Además, el estudio de las especies de lisofosfolípidos mostró que la inhibición mediante 

pirrofenona de la cPLA2 impide el aumento de las especies plasmalógenas pero no se observa el 

mismo efecto en las especies de acil-lisoPE que también aumentan sus niveles en macrófagos 

peritoneales de ratón estimulados con zimosán opsonizado. Estos datos, junto con lo observado en 

el análisis de las especies fosfolipídicas, confirma la implicación de la cPLA2 en la liberación de AA 

desde las especies plasmalógenas de PE. Por otra parte, descartan la participación de la cPLA2 en 

el aumento de los niveles de otras especies de lisoPE lo que indica que su formación no se deba a la 

movilización de AA desde los glicerofosfolípidos, actividad catalizada por la cPLA2 sino a la 

liberación de otros ácidos grasos por la acción de otras fosfolipasas. 
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Figura 42. Análisis de la inhibición por pirrofenona del efecto del zimosán opsonizado especies de lisoPE. 

Análisis mediante HPLC-MS de los niveles de las especies de lisoPE de  macrófagos 
peritoneales de ratón en condiciones basales (blanco), estimulados con zimosán opsonizado 

(rayado) y macrófagos a los que se le añadió  pirrofenona (1 M) 30 minutos antes de ser 
estímulados con zimosán  opsonizado (punteado). 
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Respecto a las especies de  PC, PI y PS, donde no se apreciaron diferencias en la 

liberación de AA entre la estimulación con zimosán y zimosán opsonizado, como en el caso del 

zimosán la inhibición de cPLA2 mediante el uso de pirrofenona bloquea la liberación de AA 

promovida por la estimulación de los macrófagos peritoneales de ratón con zimosán 

opsonizado.  
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Figura 43. Análisis de la inhibición por pirrofenona del efecto del zimosán opsonizado sobre 
glicerofosfolípidos de PC, PI y PS con AA. 

Análisis mediante HPLC-MS de los niveles de los glicerofosfolípidos con contenido en AA de 
macrófagos peritoneales de ratón en condiciones basales (blanco), estimulados con zimosán 

opsonizado (negro) y macrófagos a los que se le añadió pirrofenona (1 M) 30 minutos antes 
de ser estímulados con zimosán opsonizado (rojo). Tras la extracción lipídica se pudieron 
analizar en la misma carrera cromatográfica  las diferentes especies de PC (rojo), PI (azul) y 
PS (morado) con AA. 
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En el total de glicerofosfolípidos se puede comprobar que, al igual que en el caso de la 

estimulación con zimosán, el uso de pirrofenona demuestra la implicación de la cPLA2  en la 

liberación de AA desde los glicerofosfolípidos de macrófagos peritoneales de ratón estimulados 

con zimosán opsonizado.   
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Figura 44. Análisis de la inhibición por pirrofenona del efecto del zimosán opsonizado sobre el total de 
glicerofosfolípidos con AA. 

Suma de las diferentes clases de glicerofosfolípidos con contenido en AA presentes en los 
macrófagos peritoneales de ratón en condiciones basales (blanco), estimulados con zimosán 

opsonizado (rayado) y macrófagos a los que se le añadió pirrofenona (1 M) 30 minutos 
antes de ser estímulados con zimosán opsonizado  (punteado). Se muestra la suma de 
especies de PC (rojo), PE (verde), PI (azul) y PS (morado) y la suma total de todas ellas 
(negro). 
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Respecto a las especies con contenido en AA que aumentan sus niveles bajo la estimulación 

con zimosán opsonizado de macrófagos peritoneales de ratón, la inhibición por pirrofenona de la 

cPLA2  impide observar dicho efecto tanto en la especie PI(20:4/20:4) como la especie 

PC(20:4/20:4). 
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Figura 45. Análisis de la inhibición por pirrofenona del efecto de la estimulación con zimosán opsonizado 
sobre PI(20:4/20:4) y PC(20:4/20:4). 

Extracto de la figura 43. Análisis mediante HPLC-MS de los niveles de PI(20:4/20:4) y 
PC(20:4/20:4) en macrófagos peritoneales de ratón en estado basal (blanco), estimulados 
con zimosán opsonizado (rayado) y estimulados con zimosán opsonizado previa incubación 

durante 30 minutos con pirrofenona (Pir) a una concentración de 1 M (punteado). Tras la 
extracción lipídica, mediante HPLC-MS se pudo identificar y cuantificar con ionización 
negativa la especie PI(20:4/20:4) con m/z=905 (azul), y mediante ionización positiva la 
especie PC(20:4/20:4) con m/z=830 (rojo). 
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D.4 1,2-Diaraquidonoil-glicero-sn-3-fosfatidilinositol 

Como se ha descrito, PI(20:4/20:4) y su homólogo PC(20:4/20:4) aumentan sus niveles 

cuando los macrófagos son estimulados con zimosán, respuesta que se ve incrementada si el 

zimosán se presenta cubierto por opsoninas. Sin embargo, mientras el incremento de 

PC(20:4/20:4) debido a la activación celular se describió hace veinticinco años [225] y 

posteriormente se relacionó con la síntesis de anandamidas [226], el incremento en PI(20:4/20:4) 

después de la activación celular es un hallazgo nuevo y llamativo, lo cual llevó a caracterizarlo con 

detalle. El estudio de la producción de PI(20:4/20:4) a diferentes tiempos mostró que PI(20:4/20:4) 

aumentó linealmente sus niveles hasta una hora de estimulación con zimosán, decreciendo 

posteriormente pero manteniendo niveles más altos que el basal incluso dos horas después de la 

estimulación. 
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Figura 46. Niveles de PI(20:4/20:4) a diferentes tiempos de exposición a zimosán. 

Análisis mediante HPLC-MS de los niveles de la especie PI(20:4/20:4) en macrófagos 
peritoneales de ratón en condiciones basales (blanco) o bajo el estímulo de zimosán a una 
conectración de 1 mg/10

6
 células (azul). Dicha especie fue identificada en modo negativo 

con un m/z de 905. 
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D.4.1 Factores que regulan la producción de PI(20:4/20:4) 

La fig X muestra que además del zimosán y el zimosán opsonizado, otro número amplio de 

estímulos usados en macrófagos producen también aumentos significativos de los niveles de 

PI(20:4/20:4). El ionóforo A23187 fue tan potente como el zimosán y el zimosán opsonizado 

induciendo la formación de PI(20:4/20:4) tras una hora de estimulación. Mientras, LPS, PAF y PMA 

se comportaron como inductores débiles de la síntesis de PI(20:4/20:4) y ATP no mostró ningún 

efecto.  La exposición a LPS previa a la estimulación de las células con los agonistas antes 

mencionados no tuvo mayor efecto en la formación de PI(20:4/20:4) del que la presencia de LPS 

provoca por sí mismo.  
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Figura 47. Niveles de PI(20:4/20:4) ante diferentes estímulos 
Efecto de diferentes estímulos en la regulación de la síntesis de PI(20:4/20:4). Tras la 
extracción lipídica, se analizó mediante HPLC/MS los niveles de esta especie fosfolipídica en 
células etratadas con los diferentes estímulos (blanco) y expuestas con LPS durante una 
hora previamente a la estimulación (punteado), considerando control a las células sin 
estímulo. 
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D.4.2 Formación de PI(20:4/20:4) durante la peritonitis en ratón 

Para estudiar la generación in vivo de PI(20:4/20:4), se usó un modelo bien caracterizado 

de inducción de peritonitis por zimosán []. El zimosán se administró peritonealmente, las células 

peritoneales se extrajeron a diferentes tiempos y la formación de PI(20:4/20:4) se midió por 

HPLC/MS. Los niveles de PI(20:4/20:4) se incrementaron durante la primera hora de exposición a 

zimosán y descendieron de forma rápida posteriormente (figura 48). La curva que los niveles de 

PI(20:4/20:4) hace respecto al tiempo de exposición a zimosán es notablemente similar a lo 

observado cuando se utilizan macrófagos peritoneales aislados (figura 46). La fig X muestra 

también los niveles de la mayor especie de PI con contenido en AA, PI(18:0/20:4), el cual decreció 

con el tiempo como consecuencia de la estimulación de la cPLA2 . 
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Figura 48. Niveles de PI(20:4/20:4) en peritinitis de ratón 
Análisis de los niveles de la especie PI(20:4/20:4) en ratones a los que se inyecto de forma 
intraperitoneal 1 mg de zimosán. Tras los tiempos de incubación con el zimosán, se 
extrajeron los macrófagos peritoneales y seguidamente se congelaron para su posterior 
análisis por HPLC-MS. Además de la especie PI(20:4/20:4) con m/z= 905, se identificó y 
cuantificó la especie PI(18:0/20:4) con m/z= 885, ambas en modo negativo. 
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D.4.3 PI([2H]AA/[2H]AA) como aceptor de AA exógeno en 

especies de PI 

Mediante el uso de HPLC-ESI-MS, Balgoma et al. [90] describió PI([2H]AA/[2H]AA) como el 

mayor aceptor de PI de AA exógeno en especies de PI en monocitos humanos cuando estos se 

exponen a concentraciones de 1 M  de AA marcado con ocho deuterios ([2H]AA).  A pesar de que 

la especie endógena es una especie AA minoritaria, al ser expuesto a concentraciones de de 

[2H]AA, durante una hora, este AA exógeno se incorpora preferentemente a esta especie la cual 

tiene un corto periodo de vida respecto a otras especies aceptores de AA exógeno. 

PI([2H]AA/[2H]AA) además de ser el mayor aceptor de AA exógeno en monocitos humanos, 

se comporta como el mayor aceptor en neutrófilos humanos extraídos de sangre periférica. La 

misma respuesta se ha observado en la línea celular HL-60 que corresponde a neutrófilos humanos. 

Sin embargo, en macrófagos peritoneales de ratón o en la línea celular RAW 264.7 de macrófagos 

de ratón la especies, PI([2H]AA/[2H]AA) no se comporta como el fosfolípido aceptor mayoritario de 

AA exógeno. En el caso de los macrófagos peritoneales de ratón, la especie mayoritaria de PI con 

[2H]AA es PI(18:0/[2H]AA) que corresponde con la especie mayoritaria endógena con contenido en 

AA. Sin embargo, en células RAW 264.7 , la especie de PI que muestra mayor aceptación de [2H]AA  

es la especie PI(18:1/[2H]AA) a pesar de que no se trata de la especie endógena mayoritaria, que 

como en el caso de los macrófagos peritoneales de ratón, es PI(18:0/20:4).  
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Figura 49. Especies de PI aceptores de [
2
H]AA. 

Niveles de especies de PI que incorporan [2H]AA cuando los macrófagos peritoneales de 

ratón son expuestos durante 30 minutos con [2H]AA a una concentración de 1 M. Tras la 
extracción de los lípidos, en el análisis por HPLC-MS se pudieron identificar cuatro especies 
de PI que eluían  con las especies endógenas y que presentaban 8 unidades de m/z más que 
las especies endógenas además de una forma acampanada en el espectro típica de los 
compuestos deuterados. 
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D.4.4 Introducción del PI(20:4/20:4) en las células y su 

seguimiento 

La cinética de la formación de PI(20:4/20:4), tanto in vitro como in vivo, mostrando un 

rápido incremento seguido por un pronunciado descenso, es consistente con la actuación de la 

molécula como un señalizador intracelular. Para estudiar esta posibilidad, se introdujo 

PI(20:4/20:4) en las células utilizando histona como carrier ya que es capaz de contrarrestar las 

cargas negativas que presenta el fosfolípidos y de hacer permeable la membrana celular [144, 227]. 

Mediante este procedimiento, encontramos que el 35 ± 6% SE del fosfolípido añadido se incorpora 

dentro de las células durante 30 minutos de incubación. Es reseñable que las células metabolizan 

rápidamente el PI(20:4/20:4) incorporado, degradando aproximadamente el 70 ± 10% SE del 

fosfolípidos dentro de la primera hora. Esto es una observación importante, ya que la especie 

PI(20:4/20:4) añadida de manera exógena se comporta de la misma manera que la formada 

intracelularmente, lo que sugiere que la adición del PI(20:4/20:4) exógeno representa un modelo 

comparable a las condiciones fisiológicas.  

Para estudiar el metabolismo de PI(20:4/20:4) en los macrófagos, se utilizaron lípidos con 

el AA marcado en posición sn-1, 1-[2H]AA-2-AA-glicero-sn-3-glicerofosfatidilinositol, como la 

especie con el AA marcado en posición sn-2, 1-AA-2[2H]AA-glicero-sn-3-glicerofosfatidilinositol. El 

análisis mediante HPLC/MS de ambos fosfolípidos a diferentes tiempos de exposición de las células, 

reveló que no se producía una incorporación de la marca a ninguna especie de gliecrofosfolípido, 

sugiriendo que PI(20:4/20:4) no es un intermediario en la formación o en el reemplazamiento de 

los fosfolípidos de membrana. Además, es de reseñar que ningún lisoPI con [2H]AA se detectó en 

estudios realizados bajo las mismas condiciones, indicando que la pérdida de las dos moléculas de 

AA desde PI(20:4/20:4) ocurre, bien simultáneamente o bien secuencialmente pero de manera tan 

rápida que el lisoPI con contenido en [2H]AA no tiene la capacidad de acumularse. En contraste a la 

falta de [2H]AA encontrado en especies de glicerofosfolípidos, al incubar con ambos fosfolípidos, 

una marca abundante se detectó en lípidos neutros (triacilglicerol). 

Por otra parte, resultados previos han mostrado que el fosfolípido de colina análogo a 

PI(20:4/20:4), PC (20:4/20:4), que es usado para la síntesis de anandamidas bajo ciertas 

condiciones [228]. Para investigar si PI(20:4/20:4) puede tener un papel similar, se usaron los dos 

fosfolípidos marcados. Después de la introducción del fosfolípido en las células, estas se 

estimularon con zimosán durante diferentes tiempos, y la síntesis de anandamida se determinó por 

HPLC/MS bajo las condiciones descritas por Dennis et al. [229].  No se pudo detectar anandamida 

marcada con deuterios en ninguna de las condiciones utilizadas, todas ellas superiores a las dos 

horas de incubación. De la misma manera, ningún eicosanoide con marcaje deuterado se pudo 

identificar por HPLC/MS. En conjunto, estos resultados indican que, a diferencia del PC(20:4/20:4), 

PI(20:4/20:4) no es una fuente de AA para la síntesis de anandamida u otros compuestos lipídicos 

bioactivos. 
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D.4.4.1 Relación de PI(20:4/20:4) con la expresión de diferentes genes 

implicados en inflamación 

Recientes estudios han sugerido que ciertas especies fosfolípidicas como PC(16:0/18:1) o 

PC(12:0/12:0) presentan la capacidad de regular la inducción de genes mediante la modulación de 

la actividad de factores de transcripción [230-232]. Para evaluar como PI(20:4/20:4) tiene una 

función similar en macrófagos, se estudió por qPCR los posibles efectos de este fosfolípidos en la 

inducción de un número importante de genes conocidos por su implicación en la inflamación que 

se muestran el la tabla 12. 

 

Arg1 Ccl2 COX-2 Fizz1 

IL-1  IL-6 IL-10 IL-12  

IL-12  IL-23 Mrc-1 Mrc2 

Nos2 Tgf-  Tnf-  Ym1 

Tabla 12 Genes estudiados por la posible implicación de la especie PI(20:4/20:4) 

Genes estudiados por la posible implicación de la especie PI(20:4/20:4) en la regulación de 
sus niveles de expresión dentro de procesos inflamatorios producidos por la estimulación 
con zimosán de macrófagos peritoneales de ratón. 

 

De todos ellos, se detectó claramente un importante aumento de la regulación de IL-10, 

COX-2, IL-23 y Tnf  bajo condiciones de estimulación con zimosán, lo cual está de acuerdo con lo 

estimado previamente [233-235]. La adición de PI(20:4/20:4) a las células no provocó ningún efecto 

y ni estimuló ni impidió la inducción de ninguno de los genes estudiados. La combinación del 

fosfolípidos con el zimosán tampoco produjo ningún efecto diferente a lo observado con el 

tratamiento con zimosán solo.  

 

 

 



RESULTADOS 

Estudio lipidómico de la movilización de ácido 
araquidónico asociada a la respuesta inmune innata 

Universidad de Valladolid Página 107 de 134 

 

R
e
la

ti
v
e

 m
R

N
A

 L
e

v
e

l

0

5

10

15

20

25

IL-10

C
o
n

tr
o

l

Z
y
m

o
s
a

n

P
I(

2
0
:4

/2
0
:4

) 

P
I 

+
 Z

y
m

 

R
e
la

ti
v
e
 m

R
N

A
 L

e
v
e
l

0

2

4

6

8

10

Cox-2

C
o
n
tr

o
l

Z
y
m

o
s
a
n

P
I(

2
0
:4

/2
0
:4

) 

P
I 
+

 Z
y
m

 

R
e
la

ti
v
e
 m

R
N

A
 L

e
v
e
l

0

2

4

6

8

10

12

14

IL-23

C
o
n
tr

o
l

Z
y
m

o
s
a
n

P
I(

2
0
:4

/2
0
:4

) 

P
I 
+

 Z
y
m

R
e
la

ti
v
e

 m
R

N
A

 L
e

v
e

l

0

10

20

30

40

50

60

Tnfa
C

o
n

tr
o

l

Z
y
m

o
s
a

n

P
I(

2
0
:4

/2
0
:4

) 

P
I 

+
 Z

y
m

 

Figura 50. Expresión de genes implicados en inflamación en presencia de PI(20:4/20:4). 

Análisis mediante qPCR de la expresión de genes implicados en inflamación como IL-10, 
COX-1, IL-23, Tnfa, en macrófagos peritoneales de ratón en condiciones basales (control), 
con la presencia del carrier Histona H1, estimulados con zimosán y estimulados con zimosán 
en presencia de la especie PI(20:4/20:4) previamente introducida mediante la utilización de 
Histona H1 como carrier. 
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D.4.4.2 Relación del PI(20:4/20:4) con el aumento de los niveles de O2
- 

celular 

Tras la observada nula habilidad de PI(20:4/20:4) de regular respuestas largas en el tiempo 

como la transcripción de genes en macrófagos peritoneales de ratón, se propuso investigar los 

posibles efectos del fosfolípido en respuestas inmediatas. En este aspecto, la generación de 

especies de oxígeno reactivo como el anión superóxido o el peróxido de hidrógeno es una 

respuesta de los macrófagos para provocar la muerte de patógenos y el mantenimiento de una 

defensa eficiente por parte del hospedador [47]. El efecto del PI(20:4/20:4) en la producción de 

anión superóxido en macrófagos peritoneales de ratón se muestra en la figura 51. Como se 

observa, existe una tendencia para inducir el anión superóxido cuando se añade PI(20:4/20:4) sólo 

a las células, pero no muestra una significancia estadística. Sin embargo, PI(20:4/20:4) aumentó 

significativamente la respuesta tanto a PMA como a zimosán. Como control de este experimento, 

se utilizó un PI procedente de extracto de hígado vacuno que, tras se analizado por MS, se puede 

afirmar que contiene principalmente PI(18:0/20:4), PI(18:0/20:3), PI(18:1/18:1) y PI(18:0/18:1) y no 

presenta PI(20:4/20:4). Bajo las mismas condiciones que se utilizaron para PI(20:4/20:4), el PI de 

extracto de hígado, no presentó efectos en la generación de anión superóxido bajo ninguna 

condición estudiada, subrayando de este modo, la especificidad de la acción de PI(20:4/20:4).  
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Control PI(20:4/20:4) PI de hígado vacuno  

Figura 51. Media de anión superóxido y su relación con la presencia de PI(20:4/20:4) 
Análisis de la generación de anión superóxido mediante cuantificación de los nmol de 
citocromo C reducidos en macrófagos peritoneales de ratón en estado basal o en 
condiciones de estimulación con PMA (100 nM) o zimosán (1 mg/106 células). Mediante el 
uso de Histona  se introdujo la especie PI(20:4/20:4) (azul), PI procedente de hígado vacuno 
(arlequinado) y se comparó con los macrófagos sin presencia de PI(20:4/20:4) pero 
incubados con la mismas cantidades de Histona (blanco). 
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E.1 Efecto sinérgico de la estimulación por LPS y zimosán 

en la liberación de AA 

Diferentes estudios previos realizados mediante el uso de [3H]AA han indicado que PE 

actúa como la principal fuente de AA libre durante la activación celular [94]. Sin embargo, otros 

estudios han descrito la falta de cambios en los niveles de las especies de glicerofosfolípidos de PE 

con contenido en AA ante la estimulación con zimosán de monocitos humanos [Balgoma], lo cual 

es similar a los datos obtenidos en este trabajo en macrófagos peritoneales de ratón. Debido a que 

la movilización de AA esta regulada por dos reacciones contrapuestas de hidrólisis, mediada por la 

cPLA2 , y la reacilación, el equilibrio observado en las especies de PE con AA en condiciones de 

activación de la cPLA2  por la estimulación con zimosán podría deberse a una alta reacilación de 

AA usando las especies de PC como donadoras a través de reacciones llevadas a cabo por la 

transacilasa independiente de CoA. De este modo, se entendería la nula liberación neta de AA 

desde especies de PE y la gran liberación de AA desde especies de PC observado. 

Por otra parte, LPS también ha sido descrito como un estímulo de la liberación de AA. Sin 

embargo, se ha descrito que dicha liberación se debe a la activación directa de la cPLA2  sino por 

un incremento de los niveles de expresión de COX-2 que promueven la biosíntesis de PG [Rouzer 

2004] en macrófagos peritoneales de ratón. Así, el LPS mediante la estimulación de la biosíntesis de 

PG provoca un aumento de la liberación de AA que, en consecuencia, produce un descenso de los 

niveles de glicerofosfolípidos con contenido en AA de un 9% [236].  Dicha liberación de AA 

provocado por LPS se produce cuando los macrófagos peritoneales de ratón se incuban con este 

estímulo durante 5 horas [236]. Además, la preincubación de LPS durante 5 horas antes de la 

estimulación con zimosán, promueve un aumento de la movilización del AA desde las diferentes 

especies de glicerofosfolípidos [236]. En esta línea, se han publicado efectos de sinergismo por co-

activación de TLR2 (zimosán) y TLR4 (LPS) [237-239]. Estos estudios han mostrado que la 

coactivación de TLR2 y TLR4 provoca mayor producción  de TNF- , IL-6 y proteína inflamatoria de 

macrófago 1a (MIP-1a) tanto en macrófagos humanos como de ratón que cualquiera de los 

receptores por sí solo [23]. 

Ante estos datos, puede sugerirse que el efecto del LPS sobre la cPLA2  no se realiza sobre 

la actividad de esta enzima como lo hace el zimosán, sino que se lleva a cabo desplazando la 

reacción de biosínteis de eicosanoides hacía la producción de estos metabolitos mediante la mayor 

expresión de los genes que codifican para las proteínas implicadas en la síntesis de eicosanoides. 

Esto, además, requiere una mayor liberación de AA que sirva como sustrato para dicha síntesis de 

eicosanoides, implicando de esta forma la actividad de la cPLA2 . Ese efecto del LPS puede explicar 

el aumento significativo de la liberación de AA desde los glicerofosfolípidos observado cuando tras 

5 horas de incubación con LPS, los macrófagos peritoneales de ratón se estimulan con zimosán. 

Sin embargo, este efecto en el incremento de la liberación también se ha descrito cuando 

los macrófagos peritoneales de ratón son preincubados únicamente durante una hora, tiempo en 
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el cual el LPS no presenta por sí sólo liberación neta de AA respecto a las células basales [44]. La 

confirmación de este efecto sinérgico de la estimulación con LPS y zimosán en macrófagos 

peritoneales de ratón y  el nulo efecto del LPS en la incorporación de AA indican que el mayor nivel 

de AA libre es consecuencia de una mayor liberación de AA. Además, el efecto observado por la 

pirrofenona impidiendo el descenso de los niveles los glicerofosfolípidos con contenido en AA, 

indica que, como es esperable, la cPLA2  es la enzima encargada de esta movilización de AA. 

Para su actividad, la cPLA2  requiere de su traslocación a las membranas celulares donde 

se encuentran los glicerofosfolípidos que actúan como sustrato. El análsis mediante HPLC/MS de 

los glicerofosfolípidos implicados en la liberación de AA permite conocer con exactitud el acceso 

que presenta la cPLA2a para catalizar la hidrólisis de cada uno de ellos. En este sentido, el análisis 

de los glicerofosfolípidos implicados en la liberación de AA por el efecto sinérgico del LPS y el 

zimosán no muestra la implicación de ningún otro fosfolípidos que no se vea involucrado en la 

movilización de AA por exposición de las células a zimosán. Esto indica que el efecto previo que 

pueda tener el LPS, no implica una traslocación de la cPLA2  a otros sumideros de la membrana 

donde especies concretas de fosfolípidos a los cuales no tiene acceso la cPLA2  cuando se activa 

por efecto del zimosán, si se puedan hidrolizar en presencia de LPS. 

Estos datos están en consonancia con el nulo efecto del LPS sobre la regulación de los 

niveles de calcio intracelular [240], punto crítico en la traslocación de la cPLA2 .  Sin embargo, la 

implicación del LPS en la fosforilación de la cPLA2  [240] pueden definir al LPS como un estímulo de 

preactivación de la cPLA2a, lo cual esta en consonancia con el efecto observado al exponer 

posteriormente las células a zimosán.  

Los resultados aquí presentados confirman que, si bien el LPS no activa directamente a la 

cPLA2  ni es capaz de modificar su translocación, sí que modifica la actividad de alguna enzima 

implicada en la ruta metabólica que comprende la liberación de AA y la posterior síntesis de 

eicosanoides. Aunque no esté determinado en este estudio, parece plausible ante estos datos, que 

la estimulación durante una hora con LPS, si bien no sea tiempo suficiente para producir cambios 

transcipcionales del gen que codifica para COX-2 u otras enzimas implicadas en la síntesis de 

eicosanoides, si pueda tener efecto sobre la actividad de estas enzimas, desplazando de este modo, 

el equilibrio metabólico hacia la biosíntesis de eicosanoides lo cual requiere un mayor aporte de AA 

libre como sustrato y en consecuencia, la implicación de la cPLA2 .  

Aparte de describir un efecto sobre la cPLA2 , este modelo de sinergismo de diferentes 

agonistas de la liberación de AA pone de relieve que la saturación del efecto del zimosán en la 

movilización de AA no se debe a la completa actividad de la cPLA2  , sino que podría reflejar una 

simple saturación de los receptores que reconocen zimosán, lo cual está en consonancia con el 

efecto observado en este trabajo en otras condiciones de estimulación. 

En definitiva, el efecto observado por la exposición de los macrófagos a LPS y zimosán, sin 

ninguna diferencia lipídica distintiva respecto a la estimulación con zimosán,  parece denotar la 

ausencia de una regulación específica en la respuesta. Esto puede deberse a que una infección 
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doble con dos orígenes diferentes sea una situación puntual donde la maquinaria celular implicada 

en la regulación de la respuesta inflamatoria carezca de puntos de control específicos de tal 

manera que la respuesta sea, simplemente, consecuencia de una amplificación de la respuesta que 

presenta el zimosán por sí solo. 
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E.2 Liberación de AA desde las especies plasmalógenas 

de PE por la estimulación de zimosán opsonizado 

El hecho de que los macrófagos peritoneales de ratón sean capaces de reconocer el 

zimosán opsonizado por más receptores que los que reconocen el zimosán, entre ellos, 

principalmente CR3 y FcR, este último implicado en la liberación de AA ante partículas cubiertas 

por IgG [44] puede explicar los datos obtenidos en los que se demuestra una mayor liberación de 

AA cuando los macrófagos peritoneales de ratón son estimulados con zimosán opsonizado 

respecto a los estimulados con zimosán no cubierto por opsoninas. Estos resultados pueden 

explicarse por la ocupación de los receptores de no patógenos vía zimosán opsonizado, lo cual no 

se produce por la exposición a zimosán. Las partículas que cubren el zimosán opsonizado pueden 

ser reconocidos por estos receptores disponibles y promover la liberación de AA de los 

glicerofosfolípidos. El aumento de la liberación de AA por estimulación con zimosán opsonizado 

tras la exposición con zimosán y la ausencia de efecto al cambiar el orden de los estímulos parecen 

confirmar esta hipótesis. Además, aunque sin presentar una gran diferencia, la saturación a 

concentraciones más altas del zimosán respecto al zimosán opsonizado pueden también conducir a 

la implicar de los receptores de no patógenos en la liberación de AA.  

Cuando se analizan mediante HPLC/MS las especies de glicerofosfolípidos,  no se obtiene 

ninguna diferencia en los niveles de las especies de PC, PI y PS entre la estimulación con zimosán y 

zimosán cubierto con opsoninas. Sin embargo, especies de plasmenilos de PE muestran un 

descenso de sus niveles al opsonizar el zimosán antes de estimular a los macrófagos peritoneales 

de ratón. El hecho de que no exista diferencias en especies de PC, PI o PS ni en especies de acil-PE 

sugiere que la mayor liberación de AA debido a la opsonización del zimosán no es debido a un 

simple aumento de la  actividad de la cPLA2 .  

En macrófagos peritoneales de ratón las clase de fosfolípidos con mayor cantidad de AA 

son los PE . Dentro de esta clase, las especies plasmalógenas con contenido en AA representan la 

subclase mayoritaria [94] Además, debido a su alta capacidad de movilización y reincorporación de 

AA, se trata de la subclase de glicerofosfolípidos más implicada en el intercambio de AA [241]. 

Aunque la cPLA2a no presenta especificidad por ni por la clase ni por la subclase de fosfolípidos 

(enlace acil versus enlace éter en la posición sn-1) y se ha implicado a todas las subclases de PE en 

la liberación de AA, la tendencia del AA a estar asociado a las especies alquenil-PE [241] provoca 

una gran producción de especies de lisoPE de tipo alquenil. Esto concuerda con los datos 

obtenidos, que muestran, además del descenso de los niveles de alquenil-PE, un aumento 

consecuente de los niveles de alquenil-lisoPE. Además, en concordancia, la inhibición de la cPLA2  

por pirrofenona solo afecta al subgrupo de alquenil-lisoPE mientras que no afecta al aumento de 

los niveles de las especies de acil-lisoPE, sugiriendo de este modo que otras fosfolipasas pudieran 

estar implicadas movilizando otros ácidos grasos unidos a especies de acil-PE. 
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El subgrupo de alquenil-lisoPE puede jugar un papel importante en la generación de 

compuestos implicados en la inflamación como PAF. Así, se han descrito en neutrófilos que estas 

especies concretas de alquenil-lisoPE pueden acumularse por activación celular y provocar, bien a 

través de la desacilción de especies 1-alquil-2-araquidonoil-PC o  bien por competir con los alquil-

lisoPC como aceptores de AA, la producción de lisoPAF y PAF en el sistema de membrana. El 

modelo propuesto implica que aunque la actividad PLA2 juega un papel importante en el modelo, la 

transacilasa independiente de CoA es la enzima responsable directa de la formación de lisoPAF en 

neutrófilos [94] y puede, por lo tanto, estar implicada en el metabolismo de alquenil-lisoPE en 

macrófagos estimulados por zimosán opsonizado.  

Además de la formación de especies de alquenil-lisoPE, el descenso de los niveles de 

especies de alquenil-PE  también pueden conllevar un significado biológico. Se ha descrito en este 

trabajo las numerosas funciones con las que se ha implicado a las especies plasmalógenas, que 

comprenden funciones antioxidantes, funciones relacionadas con la dinámica de la membrana o 

incluso de señalización celular. La rotura del equilibrio en los niveles de las especies alquenil-PE con 

contenido en AA por efecto exclusivo del zimosán opsonizado puede suponer cambios en dichas 

funciones aparejando un nuevo equilibrio metabólico en las células.  

Una implicación específica de especies concretas de fosfolípidos y lisofosfolípidos, que 

debido al enlace vinil éter presentan unas características y funciones que las diferencia de otras 

sublclases, puede indicar una respuesta muy regulada y específica. Además, si bien las diferencias 

absolutas entre la respuesta de los macrófagos a zimosán y zimosán opsonizado no son radicales 

en referencia a la liberación de AA, esta pequeña divergencia puede significar la síntesis de 

eicosanoides que, como es sabido, no sólo tienen carácter proinflamatorio sino que también 

pueden presentan capacidad antiinflamatoria gracias a lo cual, ofrecen un servicio de regulación 

activa de la inflamación. En definitiva, la mayor presencia de alquenil-liso PE, el descenso de los 

niveles de alquenil-PE y la mayor abundancia de AA libre pueden representar un escenario más 

regulado de la inflamación, lo que puede evitar daños colaterales tanto celulares como tisulares a 

la vez que se mantiene la capacidad para afrontar y eliminar la invasión patogénica.  
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E.3 El PI(20:4/20:4) en la respuesta inmune innata 

Se han descrito en monocitos humanos que dos glicerofosfolípidos particulares con 

contenido en AA, PI(20:4/20:4) y PC(20:4/20:4), este último, formado por la ruta de biosíntesis de 

novo ante altas concentraciones de AA vía una secuencial acilación del glicerol fosfato y del 

araquidonoil glicerol fosfato con AA [225], muestran también un aumento de sus niveles bajo la 

estimulación por diferentes agonistas como el zimosán.  PI(20:4/20:4) no se produce por la ruta de 

novo sino que aumenta sus niveles vía reacilación directa de moléculas preexistentes de lisoPI 

cuando se exponen a las células a AA exógeno, llegando a suponer el mayor aceptor de AA exógeno 

en fosfolípidos de PI en monocitos humanos [90].  

De forma similar a lo observado en monocitos humanos, y  al igual que sucede con la 

especie PC(20:4/20:4), el incremento de los niveles de PI(20:4/20:4) está impedido por la inhibición 

de la cPLA2  a través de la acción de la pirrofenona en macrófagos peritoneales de ratón bajo 

condiciones de estimulación con zimosán. Este hecho sugiere que la especie PI(20:4/20:4), está 

formado vía reacciones de reacilación dependientes de CoA, en los cuales, el AA proveniente de la 

hidrólisis de glicerofosfolípidos mediada la cPLA2 , actúa como donador.  

Por su parte, el comportamiento especial de PI(20:4/20:4) en presencia de zimosán, se 

repite por la exposición de las células a iónoforo A23187, pero es mucho menos significativa al 

utilizar otros estímulos de la liberación de AA como ATP, PMA o PAF. Este hecho, junto al efecto 

observado en presencia única de LPS, pueden indicar que la formación de PI(20:4/20:4) no es 

dependiente de un aumento considerable de los niveles de AA libre, lo cual está en consonancia 

con la biosíntesis de PI(20:4/20:4) vía ciclo de Lands a partir de reacilación de lisoPI observada en 

monocitos [191] y la formación de PI[2H]AA/[2H]AA, cuando las células se exponen a bajas 

concentraciones de AA exógeno [90].  

la formación de PI(20:4/20:4), que muestra un pico pronunciado tras una hora de 

exposición al agonista y un descenso  tras ese tiempo, se repite en la inducción de peritonitis en 

ratón, otorgando a esta especie un valor fisiológico en condiciones de una invasión patogénica. 

Además, esta silueta característica que dibuja el PI(20:4/20:4) en células activadas parece implicar 

al PI(20:4/20:4) en respuestas rápidas celulares relacionadas con los procesos inflamatorios. Como 

se ha descrito, la presencia de PI(20:4/20:4) está relacionado con un aumento en la generación 

celular de anión superóxido en condiciones de estimulación ante patógenos, donde el macrófago 

requiere de este proceso para ejecutar los procesos de eliminación estos huéspedes.  

En relación con esto, se ha descrito que la acción de la cPLA2  conlleva la activación de la 

NADPH oxidasa [242]. La NADPH oxidasa se considera una enzima central en la generación de anión 

superóxido a través de la reducción del citocromo C, creando de esta manera una atmósfera 

intracelular oxigenada que facilita la síntesis de eicosanoides y supone un ambiente hostil para los 

patógenos huéspedes.  Además, se ha descrito en ratones deficientes en cPLA2  que la presencia 

de AA y no la de otro ácido graso puede restaurar la actividad NADPH oxidasa[243]. De esta forma, 
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la cPLA2  se convierte en un punto de conexión de la generación de anión superóxido y la 

formación de PI(20:4/20:4) y puede indicar que el AA libre y/o en forma de PI(20:4/20:4) regula la 

actividad de la NADPH oxidasa. 

Hay que resaltar también, en concordancia con estos datos, como ha quedado demostrado 

en este trabajo, el incremento de los niveles de PI(20:4/20:4) se ven agudizados por zimosán 

opsonizado, el cual, se ha descrito que produce unos niveles de anión superóxido superiores a el 

efecto provocado por el zimosán. [47]. Estos datos, coincidentes con resultados previos propios, 

parecen definir de una manera concreta la relación del PI(20:4/20:4) con la generación de anión 

superóxido y, con ello, con la función de defensa antes posibles patógenos a través de trabajos de 

eliminación. 
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Las conclusiones de esta tesis son: 

 

1. El tratamiento durante una hora de LPS previa a la estimulación de macrófagos 

peritoneales de ratón con zimosán provoca una amplificación de la liberación de AA 

que resulta inespecífica respecto a las especies de glicerofosfolípidos implicadas. El 

nulo efecto del LPS en la incorporación y la demostrada relación de la cPLA2  en el 

proceso parece asociar la mayor liberación de AA bien a una activación parcial de la 

cPLA2  o bien a su activación indirecta asociada a un mayor metabolismo de AA. 

2. El recubrimiento de zimosán por opsoninas permite un aumento de la liberación de 

AA en macrófagos peritoneales de ratón. La capacidad del zimosán opsonizado de 

incrementar los niveles de AA libre en condiciones de saturación de zimosán 

permiten postular la relación de receptores de no patógenos en la movilización de 

AA.  

3. El análisis de las especies de glicerofosfolípidos con contenido en AA mediante 

HPLC/MS permite identificar la implicación exclusivia de las especies plasmalógenas 

de PE en el aumento de la liberación de AA. El aumento de especies alquenil-lisoPE 

confirma la hidrólisis de estas especies fosfolipídicas.  

4. El efecto del zimosán opsonizado sobre las especies plasmalógenas de PE con 

contenido en AA implica la actividad de la cPLA2 . Además, la nula implicación de 

la cPLA2  en el aumento de los niveles de acil-lisoPE demuestra la exclusiva 

implicación de las especies alquenil-PE en la movilización de AA. 

5. La especie PI(20:4/20:4), al igual que en monocitos humanos, aumenta sus niveles 

en macrófagos peritoneales de ratón estimulados con zimosán. Este efecto se ve 

agudizado en presencia de zimosán opsonizado. 

6. El similar comportamiento de PI(20:4/20:4) en modelos de peritonitis de ratón 

otorga a esta especie un carácter fisiopatológico.  

7. La presencia de PI(20:4/2=.4) es capaz de aumentar la generación de anión 

superóxido en células activadas, favoreciendo así las funciones de eliminación de 

patógenos de los macrófagos y otorgando a esta especie un significado biológico. 
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