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Com se sol dir en totes les tesis, una tesi no es un treball individual sinó que 

prové de la col·laboració entre moltes persones que et permeten tirar endavant 
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port intel·lectual, emocional o lúdic m’han ajudat a tirar endavant aquests anys 
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Como se ha comentado anteriormente, todas las células eucariotas tienen la 
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Los cuerpos lipídicos en diferentes organismos
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 Figura 2. Estructura y composición de los CLs.
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Composición de los cuerpos lipídicos

2.1 Componentes lipídicos de los CLs
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Síntesis de novo de triglicéridos

La síntesis de novo de triglicéridos consiste en la reacción seriada de las en-

zimas GPAT (acil-CoA:glicerol-3-fosfato aciltransferasas), AGPAT/LPAAT (acil-

CoA:acil-glicerol-3-fosfato aciltransferasas), lipina y  DGAT (diacilglicerol acil-

transferasa), a partir de glicerol-3-fosfato y ácidos grasos (Figura 3 y 4C). En 

todas estas reacciones, los AGs deben ser activados a acil-CoA por acil-CoA 

sintetasas, explicadas más adelante.

El primer paso, y paso limitante de la síntesis de glicerolípidos (fosfolípidos y 

TAG), consiste en la síntesis del ácido lisofosfatídico (liso-PA) por las GPAT que 

unen un acil-CoA al glicerol-3-fosfato. Hay 4 isoformas de GPAT, dos ubicadas en 

la membrana externa mitocondrial (GPAT1 y 2) y dos en el RE (GPAT3 y 4), aunque 

recientemente se ha descrito el reclutamiento de GPAT4 en CLs en respuesta a 

ácido oleico, donde estaría implicada en la síntesis de TAG. Aunque la expresión 

de GPAT2, GPAT3 y GPAT4 modula la cantidad de TAG, GPAT1 parece la isoforma 

más relevante en la síntesis de este lípido. La competición por el acil-CoA entre 

GPAT1 y la carnitina palmitoil-transferasa-1 (CPT1) en la membrana externa mito-
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�����������	�
�����	�����	��(0���
�
��
���������
�����	��
�
�

la �-oxidación mitocondrial [44-47].

Seguidamente, las AGPAT/LPAAT conjugan el ácido lisofosfatídico a otro 

grupo acil produciendo ácido fosfatídico (PA). Existen diferentes isoformas de 

AGPAT; a pesar de que la expresión de AGPAT-1 afecta la cantidad de TAG en 

adipocitos, AGPAT-2 parece ser la isoforma más relevante en este modelo, pues-

�	�����������
�������	�	�
���
������
����	�����	�
��G\��Gw���?
�%���
���	�	��
�

detectada en CLs es la AGPAT-3, y se postula que este reclutamiento promueve 

la síntesis de TAG in situ en los CLs y concecuentemente el incremento de tamaño 

de los CLs [46]. Además, el PA también sirve como precursor de la síntesis de 

diferentes especies de fosfolípidos.

Una vez producido por las AGPAT/LPAAT, las lipinas defosforilan este fosfolí-

pido produciendo diacilglicerol (DAG). Existen dos isoformas, lipina-1 y lipina-2, 

Figura 3. Vía de síntesis de novo de TAG.
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Figura 4. Vías de síntesis de glicerolípidos y localización de éstas.
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 Síntesis de ésteres de colesterol
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2.2.1 Proteoma de los CLs
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casos podría ser indirecto.

Nombre Miembros Substrato preferente

ACSS ACSS1, ACSS2 y ACSS3 AGs de cadena corta

ACSM
ACSM1, ACSM2A, ACSM2B, ACSM3, 
ACSM4 y ACSM5

AGs de cadena media

ACSL ACSL1, ACSL3, ACSL4, ACSL5 y ACSL6 AGs de cadena larga (12-22C)

ACSVL/FATP
ACSVL1/FATP2, ACSVL2/FATP6, 
ACSVL3/FATP3, ACSVL4/FATP1, 
ACSVL5/FATP4      y     ACSVL6/FATP5

AGs de cadena larga (12-22C)

AGs de cadena muy larga (>22 C)

ACS de la familia 
Bubblegum

ACSBG1 y ACSBG2 AGs de cadena muy larga (>22 C)

Otras ACS ACSF1, ACSF2, ACSF3 y ACSF4

Tabla 1. Proteínas con actividad ACS.
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2.2.3 Direccionamiento de proteínas a los CLs
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Hélices anfipáticas
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Interacción con proteínas ancladas en los CLs
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2.2.4 Acumulación y degradación de proteínas en los CLs
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2.3 ARN en los CLs
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3.1 Modelos de biogénesis de CLs
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Figura 6. Modelo de síntesis de CLs por gemación de la monocapa externa del RE.



62

Formación de los cuerpos lipídicos

����H:�
������	������	��4(0��	��6
���	�	�����
��	��
���������K?��
��������

(���P����
��	��
�������
�	�
���
�&':/����
�����
�6
�����
��
�������K?��
����-

��������
�O	�
�����	��
��	��	�����H:�+�������������
�����	��
�����	�	���������6
�

�
��	��
����������
���
���
��������
��������
��	�	�
�
�������
�����
������
�
�

����H:�+��	����������������
��	��
���������K?��
����������
�
�	�"
��
�������	-

�	���@B���_�
���O��	��
�	��+����
�������
��
���
���������	��K?���	����
��	�
�6
�

�	���
��	������������':�
�'K��@B���(����
����	��6�
����
�������
�
�������
�
��

�������	��
��	�������K?�+�H:���	�	�������
���	��6
������
�� �
�������������4(0�

"
��
����H:����������K?��
��������k��

9��
�����
��	��
���������K?���
����������
������
�������
�����
�6
�9(0���-

��
�����
�
����������
������
*k��:��9(0��	��
�	��	�����
��������
��
���	��������

���K?�������������������������
��	��
��������4(0��g@\���������	�
����
��
��
�


����
���������
��'?(g��\B��	�������	�
�����	��
������
������������
������������-

�
������
��	��
���������
���
���
���������
��	�	�
�
�������
��
������
�':��_�
���O�

�	��
�	�����9(0������6
��	���������	����4(0�����
�����
�90(4����������������K?�

	�������H:��������
�����\\���;��
�����������K?��
�������������
����O
�6
�����
����

���������
�����	������	��6�
��'(4��	�	�'���@T4#'Gw��'���GT!@*kg�	�'���\T8�'(4�

�������	�	���6
���	��
�%���	�������
�������9(0��fw��+��	�����	��������	��	��
��

�	�	�'���gT(9H'������
��
�6
�K?���P���
���	���k��g@x���:�������������	�� �
�

�������������'���@T4#'Gw���	���
��
��
���
���������	��K?��+���������
����	��	-

�
���������6���	��������	���ff��

3.1.2 Modelo del “huevo y la copa”
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3.2 Maduración de los CLs
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Figura 7. Mecanismos de maduración de los CLs.
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Estrés de retículo
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INTRODUCCIÓN

Estrés oxidativo y alteración mitocondrial

:��('������
�������������	���������������
����
�����	�6���	�&H8!/�����%���-

��������	�������
�����gwf��g{g��g{G��gfg��+�������	�	����
������%����	��gf@���:��


����	��������	���
�	�����"
����	���
�	������
�
�	��	��������
�
��	��('����

�
���
����������������������H8!��gwf��

:�������
��������
�������"
��������	��������"
�
�����
��������H8!���������

de la síntesis de ceramidas��g{g��&;����
�{��;/��?
�
�����
������������
�������	��

�6���	����	�������
���	�����������H8!�����
����	�	����
�+��
������
����O
�����

����
������
�
����	�	����
�������
�
��
�
�	��	�����#�"����	��������
��6����������

���
���
�����������
�
�	��	�����������
��	��('�+������	��
��������
����������
-

�
�����	��	��(0�����
���
�	���������������
�
�	��	���������
�
�('�+����
���
��

�gfG��

4
���������"
�
�	��
�	�������������	����H8!�
��
��-oxidación de AGs en 

�
����	�	����
��gf@����	���	��������
����	���
�	���
��������H8!�
�	��
�	�
����
-

�
�����	��	��('���������6
�
����	���
�����&;����
�{��0/��9��"	�H8!��	��������6
�

�
������
��
���������������������6���	��gwf��&;����
�{��2/�+��	������������
������

�g{g��
��
���������������	�	����
��	�����
�
������������
�
�('����������������	-

���	�������
�����gw@��g{g��g{G��gf\��&;����
�{��#/���

!��"
��������	��������(8��
��������	�	�
�������������	����H8!��g{{��gfx*

gf{��+��	�"
�6
��	���	���6
�F�����
�����
��*	���
��������	�	����
���gf{��&;����
�{��

[/�+�����
�����
�
����
���������
��(9&'/2�	���
�
��g{f��gfx*gf{��&;����
�{��}/�����

��	�������
���	������������	�����������	�����
������
�
���
��P���
��

Resistencia a la Insulina

K�
��	����P���	��
�	���	���
���
�����(0��
���
�	����	��9(0�+�
����	���	�-

�	�6���	��
����
������
+	�������
��
�����
�
�PKC�������������	�����
���=
��O
�����

����������
��5���
������������
����	��	��(0���
���
�	�������
�6
������������
�


��
��������
��g{w���4
���������"
��������
�	��
�����
���
������������	���	��gfG��

&;����
�{�������
�	��	
	/��?
�
�����
��������K?������
�������
�����������������

se ha relacionado con la resistencia a insulina. Aun así, el incremento de la acu-

���
��������K?�������
�����
��	����������������90(4g�	�'���gT(9H'�����
�	-

������	������
�����������
�
��������
�&���"6�
�	�+��%����	����������
�����/��@w��

gff����	���	�����
��	����	���	���	����
�6
��������
���������
��	�
�	��



74

Acumulación de cuerpos lipídicos y funciones asociadas

4.1.2 Efecto protector del AO sobre la lipotoxicidad
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Figura 8. Mecanismos por los que los AGs generan lipotoxicidad.
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4.2.1 Estrés de retículo endoplasmático
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4.2.3 Ayuno de nutrientes
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4.3 Disfunción mitocondrial
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4.4 Hipoxia
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4.5 Apoptosis
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4.6 Patógenos
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4.6.2 Infecciones bacterianas

?
��������������K?����������
���	���
����������"
���
�����
�������
��O
����

��������
�
��	��	�����������
��
�����
�����
�
��	�	�������	�	���
�P���	�&?'!/��

:��
��	�����
���	�������
�
�����
��������K?�������������	���@@f������	��
��	��

�@GB��+�����	��6
��@Gk���:��?'!���	��������
��
��
�
������=
��O
���������
����
�

�
��������������'���gT(9H'�+��
�
�����
��������K?���@Gk���

?
����
�
�����
���	�
��	��
�
���	���
����
�	���	����
���
���
����
�����

������������	������	��&foam cells) contienen restos de bacterias, por lo que se ha 

�������
�	�����
���������
��������
���������	��������
��	��
���������
����
�
�����

ateroma. 

(���P����
�����	������
�����
�������������	����	�
�����
���
��
����������-

������
�����	�	��
���������	����	��
�����
�������������������������	������
��
��	�
�

����	���
����
�	��+���	��������
�
�����
����������
������
����
�������K?���


��
���������
��
��
�����������	��	��6�
�������	���
����
�	��������
�	���@Gg��@G@���

?
���
��	�
��������
�
��
��	�����K?����	����������������	��
��
�
��	�������
��

���	�
�����
������
������
�"����
���@G@�F����	���
�����	������	��
��(0����-

���
�	������	��K?������"�������+��	�����	��	�
�����������	��	��K?���@gG���

'	��	��	��
�	���	��K?���
�������
�����6
�������	����
����
�����
�
���?
��(9&'/

2�	���
�
����
����
�
��	���6���	��+�����
�6
��
���	�����������H8!�����
���
��	-

�
��������
�
������
����
�	������������
��	��
��
�
���
������
�
���	���
����-

�	���@@B���'	��	��	��
�	����������������������	�����9���!������'��0�	��������	�
-

�	�
������	��������	�����	��"
��������	������
��"���	�
������	�
��O
�����K?��+����

liberan de éstos en respuesta componentes de las paredes bacterianas matando 

las bacterias. Este mecanismo se ha estudiado en los embriones de Drosophila y 

�
������	�����
�����
����������
�	������	�����
����	�����������	��
���
����
�

?'!����������
�6
��
��������������2���	�
�2k����K?���(���P������K?�����"6�
�	�

����
������
����	�����������	��K?��
�?'!�in vitro promueve la liberación de dicha 

"���	�
��@GG��



81

INTRODUCCIÓN

4.6.3 Parásitos

'
�P���	������
�����
�����
��
����������������
������+���������
���	�	��
�

�
�
��
����������
�����K"
�
�������"�
��
����	��	�	��
��	�����
��
���
������

�
�
�����
��������K?������
�������
��������
�
���@@B���:�����
����	��	���������

���	��	��
����	����	�	�
���
��������������K?��
%���	���������	�	��	�	���	�+�

���
����	���
�	����������6
�����
��6�������de novo����(0���@@B��@G\��������
��

�������	��	������
��
��
��������(0���@Gx��





83

:�����	���������
���	�	��	��
���	���	���
���	����	����
�����K?��
�
�����-

���������P���	����	��K?���	��	��P���	����+����P���	��+������������������
���	-

�
���	��	��	��	��P���	������
�����
�����f@��

5.1 Movimiento de los CLs
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de tubulina, aunque no se puede descartar la participación del citoesqueleto de 
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Figura 9. Interacción entre los CLs y otros orgánulos, y funciones propuestas de 
cada interacción.

5.2.1 Retículo endoplasmático
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5.2.2 Endosomas
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En este sentido, en ensayos in vitro, se ha observado que la interacción entre 
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5.2.5 Lisosomas, fagosomas y autofagosomas

4
���������"
�	�����
�	� �
� �����
������������K?��+�
��	�
�	�	�
��	� ���	-

�	�
��������	��6
���>�

���
����
�	��O
���������	��K?��������	��	��P���	���	��


��	�
��
��������
����������������GkB��+��������P�������
�
��P��
���
����

?
������
��������
����	��
�������K?��+��
�	�	�
�����"
��������	��������	���	���

donde se postula que podría tener un papel en el aporte de ácido araquidónico 

"
��
��	���
�	�	�
���Gkk��



91

(��	��
��	����������	����
�	�������������
�	�����������	��>���%
�����������	-

�	�����
����
���
�+����
��O���	���	������
�"
�����
�����
��
���
�������6
����

����
��������
����
���
�+��	����O
��
��������
�����������
��O�"
�
�	��
�	���
�

����


��	��������
�
� �	� �
��	���� �
���	��������:���������
��
��
������������6
�

����
�������
���	�������������
����
��
�����	��
����4(0�����	��K?���@w��gBB���

8��
���	��
����������
�������
��
��
���
�������6
��	���	���	���
�P���	���	�	����

��������	�	����
��������?	��P�	�	������
��	�	�����	��(0�����P���P���������	��

��������	����%���	���	���	������
�	���
���������	��4(0���	�	���	�
��P�������	-

������������6
����
�	��	����
�	�������	����%���	���9����	�
����"���	�	�����
���

�	��4(0��	����
��	��
����
��
���
�������6
��P���	��
��
�+���������������	��

�	���
�P���	����������"���
�
���	������	�������������	����
��
��Gkg���'	���
��-

��	����
�����	�
�������	�����	�&�	�	���
/�
��
���
�
������	�����g�\BB�}[����

�	��
������������	�������
�����������
��	�
���	�	��	��������P�����\BB�BBB�}[�

����	��
����4(0�������������
�
��	�����@B��
�
�	�����{���(���P����������������

���������
���	��K?���
��������	�	���	�
���6���	���
�
��
��6���������������
�
��

+�	��	���	��	������������
������	���	���������	���	������
����
�	��O
���������	��

K?�������
����
�
��
�
���O
�����
�	�������(0���
�
��	�
�����
�������	����

9
�
��
���
�����	��
���
�����
����
�	��O
���������	��K?����
�������
��"
����-

�
��	��
�	���������������
����	���
�
��	��������	��K?��+�	�������(0��
��
�����

de éstos: la lipólisis citosólica, especialmente relevante en el tejido adiposo, la 

lipólisis en el retículo endoplasmático, importante para la síntesis de lipoproteí-
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En este apartado abordamos estos mecanismos, así como el destino metabólico 
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A continuación se comenta el mecanismo de lipólisis basal en adipocitos y 
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Lipolisis basal
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Lipolisis estimulada por �-adrenérgicos
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Opa-1, (relacionada con la fusión  mitocondrial), se encuentra en los CLs de es-

tas células donde forma un complejo con PKA y Plin1/perilipina que permite la 

fosforilación de esta última [406]. Cabe destacar que Opa-1 no afecta al estado 

de fosforilación de HSL, apuntando a un papel de otras proteínas de unión a PKA 

(AKAP) como D-AKAP1 o caveolina-1 en esta función. 

Re-esterificación de AGs post-lipólisis

Inicialmente se describió que la estimulación de la lipólisis mediante �-adre-

nérgicos promueve la fragmentación de los CLs de adipocitos a través de la fos-

forilación de la Plin1/Perilipina en el residuo 492 [372]. El reclutamiento de Plin1/
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lipólisis se daría preferentemente en los CLs de menor tamaño [449, 450], así la 

fragmentación de los CLs de adipocitos promovería la lipólisis. Recientemente se 

ha visto que en lugar de fragmentación, los grandes CLs de los adipocitos son 
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Figura 10. Síntesis de novo de CLs en 3T3L1 adipocitos al estimular la lipólisis.
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Figura 11. Regulación de la lipólisis citosólica en diferentes tejidos.
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6.3 Autofagia de CLs o Lipofagia
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Figura 12. Posibles destinos metabólicos de los AGs de los CLs.
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Apartado 7. 

FUNCIONES DE LOS CUERPOS LIPÍDICOS EN DIFERENTES

TEJIDOS

Tipo celular Funciones fisiológicas de los CLs

Adipocitos blancos

(Tejido adiposo blanco)

Captación, almacén de AGs procedentes de quilomicrones y VLDLs y
secreción de AGs libres a la sangre en respuesta a hormonas durante el
ayuno y ejercicio [3, 51].

Almacén de colesterol y vitaminas liposolubles [8].

Adipocitos marrones

(Tejido adiposo marrón)

Almacén temporal de AGs procedentes de lipoproteínas o del tejido
adiposo blanco para su �-oxidación mitocondrial destinada a la
producción de calor o termogénesis [8, 493-495].

Hepatocitos

(Hígado)

Acumulación de lípidos procedentes del tejido adiposo durante el
ayuno para producir energía y cuerpos cetónicos mediante la �-
oxidación [496].

Producción de lipoproteínas a partir de AGs externos o sintetizados de
novo (previo paso por CLs) [14].

Acumulación de lípidos sintetizados de novo en respuesta a insulina
[481, 497].

Acumulación de lípidos necesarios para aportar la energía necesaria
para la proliferación durante la regeneración hepática [79, 95, 124-126,
498, 499].

Aporte energético durante la polarización hepática [500].

Células estrelladas

(Hígado)

Almacén de ácido retinoico (vitamina A) obtenido de la dieta [501-503].

Aporte energético para la activación de las células estrelladas [318].
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Tipo celular Funciones fisiológicas de los CLs

Enterocitos 

(Intestino)

Almacén temporal de los lípidos captados de la dieta [8, 504].

Producción de quilomicrones [8].

��������	�

(Páncreas)

Acúmulo de lípidos en CLs para evitar la lipotoxicidad de los AGs en
situaciones con elevados AGs circulantes [489, 505].

Miocitos 

(Músculo esquelético)

Almacén de lípidos procedentes del tejido adiposo, hígado o intestino
para la producción de energía para la contracción muscular durante el
ejercicio [8, 320, 506].

Protección frente a la lipotoxicidad de los AGs.

Cardiomiocitos

(Músculo cardíaco)

Almacén de lípidos procedentes del tejido adiposo, hígado o intestino
para la producción de energía para la contracción cardíaca [461].

Regulación de la función mitocondrial a través de ����� y PGC-1 [507].

Aporte energético para la recuperación post-isquemia [508].

Transporte reverso de TAG (secreción de LDL) para evitar lipotoxicidad
[461, 481].

Células pulmonares
Producción de líquido surfactante [509, 510].

Almacén de hidrocarburos aromáticos [511, 512].

Leucocitos

(Sistema inmune)

Producción de eicosanoides [8, 232, 513, 514].

Almacén de citoquinas como ����� bFGF o IL-16 [513].

Macrófagos

(Sistema inmune)

Transporte reverso de colesterol: almacén temporal de colesterol
(protegiendo de la lipotoxicidad a las células) captado de VLDL para
secretarlo e incorporarlo a las HDL [8, 469, 515, 516].

Aporte energético para la fagocitosis [490].

Células dendríticas

(Sistema inmune)

Presentación de antígenos a linfocitos T CD8+ [517].

Lucha contra infecciones víricas [14, 518].

Mastocitos

(Sistema inmune)

Maduración y síntesis de mediadores inflamatorios durante el proceso
de diferenciación [83, 519].
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Tipo celular Funciones fisiológicas de los CLs

Neuronas

(Cerebro)

Aporte energético en situación de ayuno [234].

Regulación de la sensación de hambre en las neuronas del hipotálamo
[478, 520].

Células del epitelio 
pigmentado

(Retina)

Almacén de ácido retinoico para la regeneración de los pigmentos
visuales durante el ciclo del ácido retinoico [521].

Células del epitelio 
mamario (Glándula 
mamaria)

Acumulación de lípidos en CLs para su exocitosis en la leche materna [8,
522-524].

Células esteroidogénicas

Aporte de lípidos para la producción mitocondrial de hormonas
esteroideas [8, 352, 525, 526].

Producción de eicosanoides en ovarios [513].

Células de Sertoli

(Testículos)

Acumulación de lípidos procedentes de la fagocitosis de células
germinales apoptóticas en situación de hipertermia testicular, para el
aporte de energía y substratos para la biosíntesis de nuevas células
germinales [527, 528].

Tabla 2. Principales funciones de los CLs en los diferentes tejidos.
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Tipo celular Patologías asociadas a los CLs

Adipocitos blancos

(Tejido adiposo 
blanco)

Obesidad: Acumulación excesiva de grasa en los adipocitos. Cuando la cantidad
de AGs excede la capacidad de almacenaje del tejido adiposo (definida por la
cantidad de adipocitos y la capacidad de expansión de éstos), se genera
resistencia a la insulina en el tejido adiposo e inflamación. Además de
hiperlipemia y acumulación de lípidos en otros tejidos, provocando
lipotoxicidad y resistencia a la insulina (Diabetes de tipo II) [1, 493, 538-540].

Lipodistrofias: Pérdida de tejido adiposo, generalizada o parcial, provocando la
acumulación de lípidos en otros tejidos asociada a lipotoxicidad y resistencia a
insulina. También se da una reducción de leptina y adiponectina en sangre. Las
lipodistrofias están causadas por la mutación en proteínas implicadas en la
síntesis (AGPAT2 y Lipina-1) y almacén de TAG en CLs (Seipina), en la formación
y regulación de éstos (CiceC/Fsp27, Plin1/Perilipina, Akt, Caveolina-1 y cavina-1)
o en la diferenciación de adipocitos ������� LáminaA/C y ZMP-STE24) [51, 118,
541-550].

Hepatocitos

(Hígado)

El hígado acumula gran cantidad de CLs en diferentes patologías, daño hepático,
obesidad (esteatosis no-alcohólica), alcoholismo (esteatosis alcohólica) o
infección por HCV. En cualquiera de estos casos, se genera lipotoxicidad y
resistencia a la insulina. Posteriormente derivan en esteatohepatitis
(inflamación) y finalmente en fibrosis y fallo hepático por cirrosis [8, 80, 370,
551-555].

Células 	

(Páncreas)

La exposición crónica a AGs en la obesidad disminuye la secreción de insulina
estimulada por glucosa y provoca la disfunción de estas células [489, 505].

Miocitos

(Músculo
esquelético)

El desequilibrio entre la captación de AGs, la capacidad de acumulación de CLs y
su consumo en la mitocondria causa lipotoxicidad y resistencia a la insulina,
debido a la acumulación de AGs libres; esta situación se da en obesidad [320].

Caquexia tumoral: Acumulación de CLs en el músculo debido a una excesiva
lipólisis en el tejido adiposo [1, 315] y a una �-oxidación insuficiente en los
miocitos [316].

Cardiomiocitos

(Músculo cardíaco)

La acumulación excesiva de CLs asociada a obesidad provoca fallo cardíaco,
causado por un desequilibrio similar al expuesto en los miocitos [556].
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Tipo celular Patologías asociadas a los CLs

Macrófagos

(Sistema inmune)

Ateroesclerosis: Los macrófagos fagocitan las lipoproteínas acumuladas en la
pared arterial con gran contenido en colesterol y lo acumulan en CLs. Cuando la
captación de colesterol excede la capacidad de lipólisis y secreción de colesterol
se forman las foam cells que forman las placas de ateroma en la pared arterial. El
exceso de lípidos puede conllevar la muerte de estas células atrayendo a más
macrófagos [51, 200, 557, 558].

Infecciones bacterianas, por ejemplo del genero mycobacteria, pueden causar la
acumulación de CLs en macrófagos [324, 559].

Neuronas

(Cerebro)

Mutaciones de �-sinucleína causantes del Parkinson alteran el metabolismo de
los CLs en neuronas [560].

Papaparésia espástica familiar: Mutaciones en la spartina/SPG20 que regula el
reclutamiento del proteasoma a los CLs, alteran el recambio de CLs en neuronas
motoras provocando su degeneración [1, 14].

Retina

(Ojos)

La formación deficiente o la metabolización defectuosa de CLs en estas células
provoca defectos en la visión [521].
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Tabla 3. Principales patologías asociadas a los CLs en los diferentes tejidos.
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1.1 La deficiencia de caveolina-1 genera células depen-
dientes de glucosa
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1.2 La activación del metabolismo mitocondrial causa 
apoptosis por estrés oxidativo en células CAV1-/-
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mitocondrial.

1.3 Las células CAV1-/- muestran una alteración mito-
condrial
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1.4 La disfunción mitocondrial en células CAV1-/- es de-
bida a un mayor contenido de colesterol mitocondrial
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Figura 4. La deficiencia mitocondrial en modelos deficientes en caveolina-1 es debi-
da a un incremento en el colesterol mitocondrial. &(/�#����	��������������
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Apartado 2. 

ESTUDIO DE LA BIOGÉNESIS DE CUERPOS LIPÍDICOS Y EL

PAPEL DE ACSL3 EN ESTE PROCESO
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RESULTADOS
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A BAyuno AO 15min

7,5μm

Nile red / HPos

HPos Nile redHPos Nile red

7,5μm

C DAO 15min AO + BODIPY-FLC16 10min

10 μm

Plin2-ADRP / HPos

HPos BODIPYPlin2/ADRP

HPos / BODIPY-FLC16

HPos

7,5 μm
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Nile red / HPos

2.2 El HPos permite la detección de una etapa muy tem-
prana de la formación de CLs
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2.3 Análisis de la incorporación de proteínas a los CLs 
emergentes
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2.4 La localización de ACSL3 en los CLs nacientes pre-
cede a la acumulación de lípidos
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2.5 ACSL3 es necesaria para la biogénesis de los CLs
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2.7 Contribución de la actividad de ACSL3 en la acumu-
lación de CLs
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Apartado 3. 

ANÁLISIS DE LOS FACTORES QUE REGULAN LA ACUMULA-
CIÓN DE CUERPOS LIPÍDICOS
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3.1 Factores que modulan la acumulación de CLs en dis-
tintos modelos celulares
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3.2 Heterogeneidad en la acumulación de CLs en el hí-
gado
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Histograma (distribución lineal)

Distribución de la acumulación de CLs en células AML12 analizada por citometría de flujo
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a 48.1±1.9%. 

A continuación, analizamos la participación de las diferentes vías metabóli-

cas, mediante los diferentes inhibidores (Esquema 1), sobre la heterogeneidad en 

la acumulación de CLs. La inhibición de la lipólisis (DEUP y E600), la autofagia 

(3MA) y la �-oxidación (etomoxir) disminuye el %rCV (Figura 20F). Por lo tanto, la 

diferente actividad de estas vías implicadas en el metabolismo lipídico también 

contribuye a la heterogeneidad en el contenido de CLs. Por otro lado, la síntesis 

de novo de AGs (PTM) diferencial no generaría diferencias intercelulares en el 

contenido de CLs.

Como conclusión, los factores más determinantes de la heterogeneidad entre 

células durante la carga de CLs en respuesta a AGs se resumen en el Esquema 2.

3.2.3 Factores que afectan a la heterogeneidad en el con-
tenido de CLs durante su metabolización.

Puesto que las vías que controlan la metabolización de los CLs son importan-

tes en la regulación de la heterogeneidad en el contenido de CLs, y que los CLs 

se metabolizan al eliminan los lípidos del medio durante 16h ([115], descarga de 

CLs) (Figura 6A), analizamos el comportamiento de la heterogeneidad en esta 

situación y los factores que la regulan.

Como era de esperar, en situación de descarga de CLs (sin suero ni AGs aña-

didos) las células consumen los CLs (Figura 21B barras blancas en comparación 
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Esquema 2. Factores que afectan la heterogeneidad en la acumulación de CLs en  
AML12.
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inhibición incrementa el contenido de CLs (Figura 21D). Sin embargo, entre éstas, 

tan solo la inhibición de la lipólisis y la �-oxidación afectan al %rCV (Figura 21F), 

indicando que a autofagia no contribuye a las diferencias en la cantidad de CLs 

entre células en estas condiciones.

De acuerdo con una estimulación del catabolismo de CLs, la depleción de glu-

cosa durante la descarga acelera el consumo de CLs (Figura 21E) e incrementa la 

heterogeneidad en el contenido de éstos (Figura 21G). 

Del mismo modo que en situación de carga de CLs, la inhibición del ciclo 
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terogeneidad en el contenido de éstos durante el proceso de descarga (datos no 

mostrados).

Para concluir, durante el proceso de descarga de CLs las células metabolizan 

estos orgánulos de forma muy heterogénea, y los factores que determinan esta 

heterogeneidad se resumen en el Esquema 3.
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Esquema 3. Factores que afectan la heterogeneidad durante la descarga de cuerpos 
lipídicos.
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RESULTADOS

3.2.4 La heterogeneidad en la acumulación de CLs es un 
proceso estocástico
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RESULTADOS

3.2.5 La subpoblación de células con alto contenido en 
CLs es una ventaja para la población
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3.2.6 Las células con mayor contenido en CLs captan 
más AGs y reducen la acumulación de CLs en el resto de 
células
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Cell Trace (DDAO-SE)BODIPY-FL C16 (BP)
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Figura 25. Las células con más CLs pueden aportar AGs a las células con menos CLs. 
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Apartado 4. 

EFECTO DE LA LOCALIZACIÓN DE LOS CUERPOS LIPÍDICOS

SOBRE SU METABOLIZACIÓN
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RESULTADOS

CARGA DE CUERPOS LIPÍDICOS

Duración: 24h 

Medio: DMEM 10%FCS
+Gluc/AO:
Glucosa 4,5g/l +Piruvato
+Glutamina
+Ácido Oleico 175μg/ml 
conjugado con BSA

DESCARGA DE CUERPOS LIPÍDICOS

Duración: Indicada , mayoritariamente 16h

Medio: DMEM10%FCS
+Gluc:
Glucosa 4,5g/l +Piruvato
+Glutamina

-Gluc:
sin Glucosa ni Piruvato
+Glutamina 

+Gluc/AO:
(igual que en carga, para mantener la 
condición inicial y analizar el efecto 
de determinadas drogas)

Esquema 4. Esquema de los tratamientos realizados en este bloque. 

Droga Dosis Efecto Medio de 
tratamiento

Duración
tratamiento

AICAR 2,5mM Activa la AMPK +Gluc / AO 16h

Antimicina A
(AntA) 2,5μM Inhibe el CIII de la cad. 

resp.
+Gluc o
- Gluc 16h

Compound C
(Comp. C) 10-20μM Inhibe la AMPK +Gluc o

- Gluc 16h

2-deoxiglucosa
(2-DG) 20mM Inhibe la glucolisis +Gluc / AO 16h

DEUP 500μM Inhibe las lipasas +Gluc o
- Gluc 16h

Etomoxir
(ETO) 100μM Inhibe la 

�-oxidación
+Gluc o
- Gluc 16h

H89 10-20μM Inhibe la PKA +Gluc o
- Gluc 16h

Nocodazol
(NOC) 15μM Despolimeriza

microtúbulos - Gluc 16h o tiempos 
cortos (2-4h)

Oligomicina
(Omy) 0,4ng/ml Inhibe la ATP sintasa +Gluc o

- Gluc 16h

Parthenolide
(PTN) 50μM Inhibe las tubulina 

carboxipeptidasas - Gluc 1h

Taxol 30μM Estabiliza los 
microtúbulos +Gluc / AO 1,5 h

TrichostatinA
(TSA) 33nM Inhibe las deacetilasas +Gluc / AO 16h

Tabla 1. Tabla con las drogas usadas en este apartado, la dosis y tiempo de trata-
miento habitual.

A B C

A B C

Control Carga de CLs Descarga de CLs
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4.1 Los CLs retrasan la parada en el ciclo celular y la 
apoptosis inducidas por la falta de glucosa
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 4.2 La falta de glucosa promueve la dispersión de los 
CLs en fibroblastos
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4.3 Caracterización del movimiento de los CLs en condi-
ciones de descarga
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4.4 El movimiento y la dispersión de los CLs dependen 
de microtúbulos
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4.5 La presencia de glucosa promueve el uso de los CLs 
para la síntesis de fosfolípidos

El análisis por microscopía reveló que tanto en presencia como en ausencia 
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4.6 El ayuno de glucosa promueve el uso mitocondrial 
de los AGs de los CLs
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Figura 34. El ayuno de glucosa promueve la interacción entre CLs y mitocondrias. 
&(/�#�P�������������	��	��
��	��	�
�� in vivo���������
��R��	��
��
�
�����K?��+��	���-
��	�������kx"��P���	���	����
�
�����	�������
�	���?
�������
������	����=��
���	�����������
&K?����
�
�������/F�2	��"��� &�%���	����
�
��
O��/�+�5��	��
�M��*9�������� &5��	�	����
���
�
�
���	
	/��&7���O������
/�K�
�����
���������
���	�	���������K?�������
���	�
��	��	����-
�	�	����
����������
����
�
�
���	�	����(��
��
����������P�������������	��	��
��	��	�
���
�ªk�� &7�������"
/�K�
�����
�������� �
� �����
������K?*5��	�	����
� ��� ��P�����������-
��	��	��
�����������
���������
��R��	���
�
�
���	�	����(���ªk��&K/�:
����	���������
������
K?*5��	�	����
�����
��O
�
��	������	�	��
�����������
�� &9*2/�9������������
������� ����-
�
������������K?��+����	�	����
��	�����
�	���	������	����	��	�6
��	��	�
����������
��
K8!*k�&9*0/�	�R��	�&2/��
��
�
�����K?�����
�
�
��kx"���������	�
�+���=��
���	�	����(���
!��������
��
����
����P�������	�
�
��
��	�������	�������
�	����	������	���	�����	��
�����������
��������K9�
�
���	��!��	�����
�������
���	�������������	�������K?�
��
���
��
�
���	�	����
�&9�+�:/�������
���	����
��	�	����M����
�������&;���
��>��"
��
�
����
�������
��
����	����	���������
�
�K?�����
���	�
��	���
����	�	����
/�	������
���	�������P���
��&;�+�
0/��	�����P��	���K?���	�����
�������������	���	�����	�	����
��&;/�	��
��������	����
�	��
����
������
������
�����������
���	�����
��&0/�

?
����P���
�����
������
������K?*���	�	����
����"
�������
�	���������
����-

���	��	�����
���@\g���	�����������	����
�����
����������
�	��������6���	���
�
��
�

�6����������"	��	�
������
�����	�	����
������	��	�������	��
��	���5���
�������


�P�������	������	����	��	�6
��	��	�
��� �
��	���������
��R��	��	�	���������
��

K8!*k��������
�	����������������	����������
���������������	��	��P���	��

En muchos casos se observan interacciones muy dinámicas, debido al mo-

�������	�������	��	��P���	���;������������������	�����
���	��
��	���	��	��+�

puntuales a modo de kiss and run�&;����
�@G;�+�R���	�kk����K9�
���	/���
������

���	�����
�������
���	������+������������������	��������
������	����K?�����

�	�������	��'	���
����	�����"
��������
�	�K?������
���	������
��
���
��&;����
�

@G9�+�R���	�kg����K9�
���	/�	�����

��&;����
�@G:�+�R���	�k@����K9�
���	/�
�

���	�	����
���:��	��	���
�	�����	�����
��K?�������OP��	���
��	��
��	�������	-

�	����
��&R���	�kG����K9�
���	/�

?	��K?��+� �
�����	�	����
�� �
������������
�� �����
���	�����P�����P���
���

��������
�����������
����������6	�	���������	��P���
��	��:�������������	����

	�����
��K?���	������	�	��	��
��	������
���	����
����	�	����
�&;����
�@G2�+�

R���	�k\����K9�
���	/�+����
����	���
�	�����	�	����
�����	������	��	�����
-

������
����K?�&;����
�@G0�+�R���	�kx����K9�
���	/�



190

Efecto de la localización de los cuerpos lipídicos sobre su metabolización

4.8 La interacción entre CLs y mitocondrias depende de 
microtúbulos
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4.9 La dispersión y consumo de los CLs en ausencia de 
glucosa requiere de la actividad mitocondrial
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4.10 AMPK y PKA regulan la dispersión y el movimiento 
de CLs
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4.11 El ayuno de glucosa modifica la dinámica de los 
microtúbulos y la estabilización de éstos provoca dis-
persión de CLs
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Figura 40. El ayuno de glucosa modifica la dinámica de los microtúbulos. La estabili-
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4.12 Efecto de la acetilación de la tubulina sobre la dis-
persión de los CLs
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4.13 La dispersión de los CLs depende de la detirosina-
ción de los microtúbulos
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1.1 La deficiencia de caveolina-1 incrementa el coleste-
rol mitocondrial reduciendo la eficiencia en la respira-
ción mitocondrial
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1.2 Mecanismo por el que la falta de caveolina-1 incre-
menta el colesterol mitocondrial
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Esquema 1. Esquema de los efectos de la caveolina-1 sobre el transporte de coles-
terol hacia la mitocondria. Basado en Bosch et al. 4�
����gBkk��
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1.3 Consecuencias fisiológicas de la deficiencia de ca-
veolina-1
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Apartado 2. 

ESTUDIO DE LA BIOGÉNESIS DE CUERPOS LIPÍDICOS Y EL

PAPEL DE ACSL3 EN ESTE PROCESO
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2.1 El péptido HPos es un buen marcador de la biogéne-
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2.2 El péptido HPos revela la existencia de CLs pre-exis-
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2.3 La biogénesis de los CLs es un proceso secuencial 
y sincronizado
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2.4 ACSL3 es necesaria para la acumulación de CLs
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dado que estaría implicada en procesos tanto anabólicos como catabólicos de 



219

DISCUSIÓN

K?����
��������������(K!?@������6
����������������	����%���
��6
��P��
����
����

cada tipo celular y situación metabólica.

2.5 La actividad de ACSL3 depende del dominio Gate
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2.6 Posible función de ACSL3 independiente de su acti-
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2.7 Implicaciones de ACSL3 en el modelo de biogénesis 
de CLs
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Esquema 2. Posibles papeles de ACSL3 en el modelo de biogénesis de CLs en el RE. 
Basado en Pol et al.�[K7�gBkG��
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3.1 Factores que modulan la acumulación de CLs en dis-
tintos modelos celulares
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3.1.1 Las células AML12 acumulan más CLs
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se corresponde con una menor actividad de vías catabólicas como la lipólisis o la 
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Apartado 3. 

ANÁLISIS DE LOS FACTORES QUE REGULAN LA ACUMULA-
CIÓN DE CUERPOS LIPÍDICOS
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3.1.2 El balance entre vías metabólicas modula la acumu-
lación de CLs en diferentes tipos celulares
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En presencia de AGs la autofagia promovería la biogénesis de CLs y no su con-

sumo
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En presencia de AGs algunas líneas realizan un ciclo fútil de lipólisis basal, que 

reduce la acumulación de CLs
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y la síntesis de CLs compiten por el mismo pool de AGs, de forma similar a lo 

descrito en animales [319], hecho que no sucede en las otras líneas estudiadas 

en presencia de AO.

El ayuno de glucosa en presencia de AGs promueve la acumulación de AGs en 

todas las líneas

La reducción de la concentración de glucosa en presencia de AGs (situación 

equivalente al ayuno en mamíferos) incrementa la capacidad de síntesis de CLs 

sin afectar a la captación de AGs ni a las vías que regulan el metabolismo de los 

CLs. Una interesante posibilidad que queda por explorar es si la disponibilidad 

de glucosa afecta de alguna manera la metabolic trap comentada anteriormente, 
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Como conclusión la cantidad de CLs depende del equilibrio entre los factores 

que promueven la acumulación de lípidos, ya sean ambientales (concentración 

de AGs) o intracelulares (autofagia y actividad ACSL), y los factores que afectan 

al metabolismo basal de CLs (lipólisis y �-oxidación basales). En los tipos celu-
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������-oxidación ni lipólisis basa-

les, los mioblastos tan solo tienen lipólisis basal y los hepatocitos tienen activas 

ambas vías catabólicas (Esquema 3). El mayor metabolismo basal de lípidos en 

estas células podría explicar la reducción en el contenido de CLs observada en 

las células AML12 durante tratamientos más largos de 24h. Curiosamente, la lí-

nea celular con mayor acumulación de CLs también es aquélla con una mayor 

actividad de las vías metabólicas de CLs.

Esquema 3. Vías que afectan a la acumulación de CLs en las diferentes líneas. 
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3.2 Heterogeneidad en la acumulación de CLs en hígado
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En este apartado de la tesis describimos que las células hepáticas acumulan 
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las células, independiente de la arquitectura del tejido hepático, dado que tam-
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asimétrica.

3.2.1 La heterogeneidad en la acumulación de CLs prote-
ge las células de la lipotoxicidad
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en una subpoblación de células del cultivo es una ventaja poblacional, dado que 
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Esquema 4. Modelo de progresión de la esteatosis hepática en respuesta a concen-
traciónes moderadas de ácidos grasos.
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nes técnicas no hemos sido capaces de demostrar si aquéllas células que hacen 
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Apoyando la idea de que una subpoblación de células del cultivo se compor-

taría circunstancialmente como un tejido adiposo para el cultivo, también de-
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por Nieman y colaboradores. En su estudio estos autores demostraron que el co-

cultivo con células metastáticas promueve la lipólisis en adipocitos y la liberación 
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En conclusión, los resultados de este apartado nos permiten postular que 
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3.2.2 La heterogeneidad en la acumulación de CLs esta-
ría causada por la estocástica en la expresión génica

Al contrario de la compartimentación de lípidos en el cuerpo, la que se da en 
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3.2.3 Factores intracelulares que modulan la heteroge-
neidad
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3.2.4 Heterogeneidad en el contenido de CLs en diferen-
tes contextos fisiológicos
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Por otro lado, también hemos visto que en situaciones donde se promueve 
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3.2.5 Implicaciones de la heterogeneidad en la esteatosis 
hepática
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Apartado 4. 

EFECTO DE LA LOCALIZACIÓN DE LOS CUERPOS LIPÍDICOS

SOBRE SU METABOLIZACIÓN
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4.1 La disponibilidad de glucosa regula la localización y 
el movimiento de los CLs
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4.2 La ausencia de nutrientes promueve la interacción 
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4.3 La actividad mitocondrial modula la dispersión de 
los CLs
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4.4 Las quinasas de respuesta a estrés energético regu-
lan la dispersión de los CLs
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4.5 El ayuno de glucosa modifica la dinámica de los mi-
crotúbulos y como consecuencia la localización de los 
CLs

'����	�����
���P�������	�	�
���
����������������	��K?����
�
������
�������-

�	�
�
����
��
��	�
��O
��������	��	��	��P���	���	�	����	�	����
��	����	�	�
��

�
��6	�T���	�	�
��� �	����
�	�� ���� ��� 
+��	� ��� ����������� �	��6
� ���
�� ��	�	-

�
��	���
��	����
���������
������������	�%���	���������	�
���	���	�����������


���
��������
�
����
���������
������
�
��(5'}�+�'}(��+����������"��"	��	��6
�

����������
���	������	�
��O
������������
��������������������
�	��	��P���	���

H����������������"
� ���
��	�
�	� �
�(5'}��	�� �
����
�����
��+� �
��	������-

O
������������	�%���	�������
�����
��	��	���
����������	��6�
�����������
����	��

�	�	�K?#'*kwB��xGG��xG\���5('G��xx@��	��
���xff��wBB���(���P����
��	��
�
����
�

���(5'}����
�	��
�
��	������	�%���	�����
�����
����	�����xGx��xGw��wBk���'	��	��	�

�
�	���
�'}(��
������
�����
��		����
���������	���	�	�����	�����
���������������

�	����P���	��������
���
��wBg��+�����
��	��	���
��������K?#'*kwB��wB@���(�6���
��	�

�
�(5'}��	�	� �
�'}(����"
�� ������
�	���� �
����P���
�+� �
��	������O
��������

microtúbulos.

En esta tesis demostramos que el ayuno de nutrientes provoca cambios en 

�
����P���
���� �	������	�%���	��� �
�� +��	�	����	�����
�
��������
��K?#'*kwB��

��	��6�
� ���� ���	�	��� �	�� ������	�� ����
���� �	�����	�� ��� �	�� ����	�%���	�� ���

����������	��?
������������������%���	�+��	�����������
�����������
������	��
����

z�	�
�����	���
S��
��
�
���	��K?#'*kwB����
�������
+��	���	�������
������	�

un incremento en la estabilidad de los microtúbulos.

En conclusión, los resultados apuntan a una menor dinámica o mayor estabili-

�
������
������������	�%���	���������
��������
+��	����������������9��"
����
��-

���
���	��6
���	�	�����
����������������	��K?������	�����
�	�������������
�
��


+��	�����������������
�	����������
�
�����	��	���
�	����������
����O
��	������	-

�%���	����
��������	�������
����������������	��K?��



239

DISCUSIÓN

4.6 Relación entre la modificación posttraduccional de 
los microtúbulos y la localización de los CLs
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Efecto de la localización de los cuerpos lipídicos sobre su metabolización
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Material y métodos.

1. Modelos celulares y proliferación

Línea celular Tipo celular Especie Medio de cultivo Observaciones
3T3L1 CAV1+ Fibroblastos

embrionarios,
pre-adipocitos

Mus musculus DMEM 10%FCS Generadas en el laboratorio de
la Dra. Marta Camps mediante
la infección de un lentivirus con
siRNA control a partir de 3T3L1
(ATCC CL173).

3T3L1 CAV1- Fibroblastos,
pre-adipocitos

Mus musculus DMEM 10%FCS Generadas en el laboratorio de
la Dra. Marta Camps mediante
la infección de un lentivirus con
siRNA anti-caveolina a partir de
3T3L1 (ATCC CL173).

AML12 (ATCC
CRL2254)

Hepatocitos Mus musculus DMEM:Hams (1:1)
10%FCS
+ITS (Insulina
5μg/ml/Transferrin
a 5μg/ml/Selenio
5ng/ml)
+Dexametasona
40ng/ml

Establecidas a partir de
hepatocitos de ratones
transgénicos por TGF-�.
Mantienen la expresión de
albumina, a1-antitripsina y
transferrina, proteínas de gap-
junctions y isoenzima 5 de LDH.

C2C12 (ATCC
CRL1772)

Mioblastos Mus musculus DMEM 10%FCS

COS-1 (ATCC
CRL-1650)

Fibroblastos de
riñón

Cercopithecus
aethiops

DMEM 5-10%FCS Transformadas con el virus
SV40

HeLa (ATCC
CCL2)

Adenocarcino
ma de cervix

Homo sapiens DMEM 10%FCS Obtenidas de un
adenocarcinoma de cervix de
una mujer de 31 años.

HepG2 (ATCC
HB8065)

Carcinoma
hepático

Homo sapiens DMEM 10%FCS Obtenidas de un carcinoma
hepático de un hombre de 15
años. Expresan HMGCoA
reductasa y TGH hepática.

Huh7
(JCRB0403)

Hepatoma Homo sapiens DMEM 10%FCS Obtenidas de un carcinoma
hepático de un hombre de 57
años.

MEF WT
(ATCC
CRL2752)

Fibroblastos
embrionarios

Mus musculus DMEM 5-10%FCS Establecidas por three times
crisis.

MEF CAV1-/-
(ATCC
CRL2753)

Fibroblastos
embrionarios

Mus musculus DMEM 5-10%FCS Establecidas por three times
crisis.

Vero (ATCC
CCL81)

Epiteliales de
riñón

Cercopithecus
aethiops

DMEM 10%FCS
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1.1 Líneas celulares usadas
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1.2 Aislamiento de hepatocitos
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1.3 Tinción con DDAO-SE para producir células indica-
doras
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1.4 Contaje celular en cámara de Neubauer
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1.5 Sincronización de las células en diferentes fases del 
ciclo
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(Fase S)
Ayuno de suero
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Perfil de ciclo de células AML12 sincronizadas

Figura 1. Perfil de ciclo celular de células AML2 en diferentes sincronizaciones.
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Droga Referencia Efecto Observaciones
AICAR Sigma

A9978
Activa la AMPK Stock 250mM en H2O a -20ºC.

Antimicina A Sigma
A8674

Inhibe el complejo III de la
cadena respiratoria.

Stock 5mM en etanol a -20ºC.

Butylated
hidroxianisole (BHA)

Sigma
B1253

Antioxidante.

Cicloheximida Sigma
C7698

Inhibe la síntesis proteica. Preparar stock 10mg/ml fresco
en Hepes 25mM.

Compound C Sigma
P5499

Inhibe la AMPK Stock 15mM en DMSO a -20ºC.

Dicloroacetato (DCA) Sigma
347795

Inhibe la PDHK que inhibe
la PDH. Promueve el uso
mitocondrial del piruvato.

2-deoxiglucosa (2-DG) Sigma
D8375

Inhibe la fosforilación de
la glucosa por la
hexoquinasa. Reduce la
captación de glucosa.

Preparar fresca en medio un
stock 1M.

Diethylumbelliferyl
phosphate (DEUP)

Sigma
D7692

Inhibe las lipasas. Stock 250mM en DMSO a -20ºC.

Paraoxon-ethyl (E600) Sigma
D9286

Inhibe las lipasas. Stock 181mM en etanol a -20ºC.

Etomoxir (ETO) Sigma
E1905

Inhibe la �-oxidación. Stock 50mM en H2O a -20ºC.

FCCP Sigma
C2920

Desacoplador
mitocondrial

Stock 10mM en etanol a -20ºC.

Glutatión reducido
permeable (GSH-EE)

Sigma
G1404

Antioxidante Stock 1M en H2O a -20ºC.

H89 Sigma
B1427

Inhibe la PKA. Stock 10mM en DMSO a -20ºC.

3-metiladenina (3MA) Sigma
M9281

Inhibe la autofagia. Stock 200mM en H2O a -20ºC.
Calentar a 60ºC para disolverlo,
tanto al preparar el stock como
al tratar.

Nocodazol Calbiochem
487928

Despolimeriza los
microtúbulos.

Stock 15mM en DMSO a -20ºC.

Oligomicina Sigma
O4876

Inhibe la ATPsintasa Stock 4mg/ml en etanol a -20ºC.

Parthenolide Sigma
P0667

Inhibe la Tubulina
carboxipeptidasa.

Platensimicina (PTM) Sigma
P0025

Inhibe la lipogénesis. Stock 2mM en DMSO a -20ºC.

Taxol Sigma
T7191

Provoca la estabilización
de los microtúbulos.

Stock 15mM en DMSO a -20ºC.

Timidina Sigma
T1895

Sincroniza las células en
fase S.

Stock 250mM en H2O a -20ºC.

���� PeproTech
Bionova
300-01A

Pro-apoptótico. Stock 9μM en H2O a
-20ºC.

Triacsina C (TRC) SantaCruz
sc-200574

Inhibe la actividad ACSL. Stock 5mM en DMSO a -20ºC.

TrichostatinA (TSA) Sigma
T8552

Inhibe las deacetilasas. Stock 100μg/ml en H2O a -20ºC.

2. Preparacion de productos  

2.1 Drogas usadas y su preparación



253

MATERIAL Y MÉTODOS

2.2 Conjugación de ácido oleico y ácido palmítico con 
BSA

Ácido Oleico - BSA
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Péptido Vector Orígen
ACSL3-GFP pEGFP-C1 Comprado en GenScript y subclonado en un vector pEGFP.
ACSL3�����-GFP pEGFP-C1 Obtenido delecionando los aminoácidos 314-339 (dominio Gate) de

ACSL3 (comprado en GenScript) y subclonado en un vector pEGFP.
ACSL3-myc pCDNA4/TO Proporcionado por N. Yamaguchi (Graduate school of

pharmaceutical sciences, Chiba, Japón).
ADRP-Cherry pCherry-C1 Construído a partir del plásmido pEGFPC1-ADRP proporcionado por

J. McLauchlan (Institute of Virology,
Glasgow, Scotland).

ALDI-GFP pEGFP-C1 Sintetizado en nuestro laboratorio [70].
CLIP-170-GFP pEGFP-C2 Proporcionado por Y.Komarova (Department of Pharmacology,

University of Illinois, USA).
DGAT2-GFP pEGFP-C3 Construído a partir del plásmido pCDNA3-Flag-DGAT2

proporcionado por RV Farese (Gladstone Institute for Cardiovascular
Disease, San Francisco, USA).

HNeu-GFP pEGFP-C1 Sintetizado en nuestro laboratorio mutando a glicina las dos lisinas y
la arginina de los últimos 20 aminoácidos de caveolina usados en la
construcción del HPos.

HPos-GFP pEGFP-C1 Sintetizado en nuestro laboratorio a partir del dominio hidrofóbico
de ALDI y los últimos 20 aminoácidos de caveolina-1.

HPos-OFP mOrange Obtenido subclonando el HPos-GFP en un vector mOrange
proporcionado por RY Tsien (Howard Hughes Medical Institute,
Chevy Chase, USA)

LC3-GFP pEGFP-C1 Addgene (Plasmid 21073).
PEMT-GFP PS100010 Origene RG200787
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3. Transfección

3.1 Transfección de ADN en células
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3.2 Transfección de ADN con lipofectamina
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Diana del siRNA Secuencia
Concentración 

final usada
Casa comercial Referencia

Non-targetting
siRNA #1

(no proporcionada) - Thermo scientific D-001810-01

ACSL3 (Hs) 5’-AACCACGCAGCGATTCATGAA-3’ 10nM Qiagen Hs_ACSL3_8
5’-CCGAAGTGTGGGACTACAATA-3’ 10nM Qiagen Hs_ACSL3_7
5’-ACCGCGTGAGTTAAGATTTAA-3’ 10nM Qiagen Hs_ACSL3_2
5’-TAGCTCGAAAGAAAGGACTTA-3’ 10nM Qiagen Hs_ACSL3_6

�����1 5’-GAGGAGAGCTATTTGATTA-3’ 60nM Ambion, Life
technologies

ADS0688

�����2 5’-GCTGTTTGGTGTAGGTAAA-3’ 60nM Ambion, Life
technologies

ADVI3LO

GFP duplex 5’-GGCTACGTCCAGGAGCGCACC-3’ - Dharmacon RNAi
Technologies

D-001300-01-20

����1 (Hs) 5’-GAGGCTCATAATGAGGTAGAA-3’ 10nM Qiagen s_C6orf134_7
5’-ACCGCACCAACTGGCAATTGA-3’ 10nM Qiagen Hs_C6orf134_9
5’-AACCGCCATGTTGTTTATATT-3’ 10nM Qiagen Hs_C6orf134_5
5’-CCCGCCGACCCGGAACCACAA-3’ 10nM Qiagen Hs_C6orf134_6

3.3 Transfección de siRNA con lipofectamina
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4. Microscopía
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4.2 Detección de CLs por microscopía mediante la tin-
ción de Nile red en células fijadas
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4.3 Microscopía confocal de células in vivo
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Figura 2. Ejemplos de los diferentes fenotipos de dispersión.
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4.4 Videomicroscopía de contraste de fases
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Tinción Diana
Concentración

final
Casa

comercial
Excitación Emisión

Nile red CLs 0,83 μg/ml Invitrogen 515 585
Hoechst-33258 Núcleos 3 μg/ml Invitrogen 350 461
Mitotracker-Deep red Mitocondrias 0,3μM Invitrogen 644 665
Mitotracker-Green FM Mitocondrias 0,1μM Invitrogen 490 516
TMRM Mitocondrias 100nM Invitrogen 550 575
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4.6 Inmunocitoquímica
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5.2 Fraccionamiento celular por gradientes de densidad
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6. Bioquímica

6.1 Cuantificación de proteína por el método de Bradford
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6.2 Análisis de la expresión de proteínas por western blot
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Especie Observaciones

Actina ab3280 Abcam 42kDa 1:1000 mo
P-ACC (Ser79) #3661 Cell signaling 280kDa 1:1000 Rb Transferencia
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ACSL3 H00002181-
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(Thr172)
(40H9)
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Biosciences

21 kDa 1:5000 rb 1h Temp. Amb.

Citocromo C 556433 BD Pharmigen 15 kDa 1:500 mo 2h Temp. Amb.
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GM-130 610822 BD

Transduction
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6.3 Cromatografía en capa fina
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6.4 Ensayo de actividad ACSL
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6.5 Análisis de la secreción de lactato al medio y del con-
tenido de TAG
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7. Ensayos de metabolismo

7.1 Respirometría de alta resolución
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7.2 Ensayo de oxidación de glucosa
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Finalmente se lee la radioactividad asociada a cada papel whatmann�������������	�	�����6����	����

centelleo, en un lector de radioactividad.
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7.3 Ensayo de �-oxidación de AGs del medio
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  7.4 Acumulación de AGs marcados en los CLs
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Figura 3. Comparativa de diferentes protocolos de acumulación de AGs marcados en CLs en 

células COS-1.
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7.5 Ensayo de �-oxidación de los AGs procedentes de 
CLs
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de ácido oleico.
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7.6 Ensayo de paso de AGs entre células
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8. Citometría de flujo
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estas células individuales.

8.1 Análisis del perfil de ciclo
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8.2 Análisis de la apoptosis
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detectar qué células han iniciado la apoptosis.
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8.3 Análisis del potencial de membrana
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8.4 Análisis del estrés oxidativo
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8.5 Análisis de la cantidad de CLs
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PROTOCOLO:

'
�
����	������������	�������
��
�	���
�������
������	�	���������6
���������������	�������
����w\*

{B������	�>�����
�

*�H��	�����
�������
���	����������O
�����+����������
��
��
�wBB0����
����G��
�������
���
�
��������

*�H������������
��������
�����'7!�+����������
��
��
�wBB0����
����G��
�������
���
�
��������

*�H������������
�
�������
����\BB������'7!*���������\��T�������
�
�	�������
�
������
�����&���

����
�	�����
����������	��789#' �Gf@T\B@�&#�����	����9*@fgg/��B�k��T������'7!/�

*�#����
�����
����k\��
�������
���
�
������������
��	��
����	�������
��
���O�

*�?������������������	���
��	�����P����G{{����?	������	���������������
�	���	���\{\TGg��
�
�
�
��O
��

�	�� �6���	�������	�� ��=��	���	������� ���� &K?�/F�xwBTgB��
�
�
�
��O
�� �	�� �6���	���	�
���� ��=��	���	��

���������&'?/�&�	��	���
�	��������
������/�+�\@BT@B��
�
�
�
��O
���	���6���	�������	������
����������	��

789#' �Gf@T\B@�

Análisis de la heterogeneidad:
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Como en la mayoría de tinciones in vivo, en caso de haber réplicas es recomendable primero leer una 
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8.6 Análisis de la captación de AGs
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8.7 Separación de células con diferente contenido de CLs 
(cell sorting)
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8.8 Análisis de la fluidez de la membrana mitocondrial
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