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Los cuerpos lipidicos (CLs) son los principales organulos encargados del al-
macén de lipidos, siendo el mayor reservorio energético de las células. Estan
formados por un nucleo de lipidos neutros hidréfobos separados del citoplasma
por una monocapa de fosfolipidos en la que se anclan determinadas proteinas.
Fueron descritos a finales del siglo XIX por Hanstein, Altmann y Wilson en dife-
rentes publicaciones y originalmente fueron llamados liposomas o microsomas.
Desde entonces estos organulos han sido denominados de multiples maneras:
cuerpos lipidicos, gotas lipidicas, adiposomas, granulos, inclusiones lipidicas, tri-
glicéridos intramiocelulares, particulas lipidicas, oleosomas o cuerpos de aceite
[1]. Inicialmente fueron considerados como simples organulos estaticos Unica-
mente implicados en el almacén lipidico y basicamente importantes en tejidos
especializados como el tejido adiposo. No obstante, la presencia de CLs no es
exclusiva de tejidos especializados como el adiposo, sino que sucede en todas
las células eucariotas y en muchos procariotas. En la ultima década el numero de
estudios sobre estos organulos ha incrementado exponencialmente (Figura 1 de
la Introduccion), especialmente desde el descubrimiento de la perilipina, la prime-
ra proteina residente en CLs descrita, en del laboratorio de C. Londos en 1991[2].
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* 010 1960 1980 2000 2020 en la base de datos Pubmed.
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Poniendo de manifiesto que se trata de organulos complejos, recientemente
se ha descrito la implicacién de los CLs en multiples procesos como el metabo-
lismo energético, la sintesis de lipidos y hormonas, la sefializacion celular, el al-
macén y la degradacién de proteinas, la secrecion de lipoproteinas, la respuesta
inflamatoria, el ciclo vital de algunos patégenos, el cancer o la longevidad. Ade-
mas, la acumulacion excesiva de CLs es una caracteristica comun en multiples
patologias relacionadas con la obesidad como el sindrome metabdlico, la estea-
tosis hepatica y la ateroesclerosis [3], subrayando la relevancia del estudio de la
biologia de estos organulos.
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OS CUERPOS LIPIDICOS EN DIFERENTES ORGANISMOS

Como se ha comentado anteriormente, todas las células eucariotas tienen la
capacidad de sintetizar CLs, asi como muchas bacterias y algunas arqueas. Tan
elevada conservacion indicaria que la capacidad de almacenar lipidos neutros
debié aparecer en momentos muy iniciales de la evolucién de la vida.

La mayoria de bacterias y algunas arqueas pueden sintetizar CLs en la mem-
brana plasmatica, usandolos mayoritariamente para el acimulo de polihidroxilal-
canoatos (PHA), aunque algunas acumulan triglicéridos (TAG). Las bacterias utili-
zan estos lipidos para el aporte energético en situacion de escasez de nutrientes.
Ademas, la capacidad de acumular PHA en procariotas es de interés comercial
para su potencial uso en la sintesis de polimeros como componentes de implan-
tes médicos y algunos plasticos [1, 4].

En los organismos eucariotas, los CLs ejercen multiples funciones. Protistas
ciliados del género Tetrahymena acumulan CLs para sintetizar fosfolipidos [1].
Estos organulos ademas son esenciales en el ciclo vital de protistas parasitos
causantes de enfermedades como la tripanosomiasis o la malaria [1, 5].

Todas las plantas, incluso las algas unicelulares, pueden acumular CLs en el
citoplasma, estando éstos implicados en la polinizacién, en la germinacion de
las semillas y también en el desarrollo de los meristemas y su latencia durante el
invierno. Los cloroplastos, ademas de realizar la fotosintesis, también participan
en la sintesis de novo de acidos grasos (AGs). Curiosamente estos organulos
acumulan unas estructuras similares a CLs llamadas plastoglobulos que suelen
contener TAG, ésteres de colesterol y pigmentos lipofilicos como carotenos, ac-
tuando como reservorio de estos pigmentos para la adaptacién rapida a entornos
cambiantes [1]. La modificacion genética de la acumulacion de CLs en plantas
o algas marinas es de gran interés para la producciéon de alimentos [6] o de bio-
combustibles [1, 7, 8].

En hongos parasitos de plantas, los CLs sirven para almacenar nutrientes
captados desde éstas y transportarlos a lo largo del micelio, aunque también
participarian en la deteccion de la gravedad [1, 9]. En algunas levaduras como
Saccharomyces cerevisae, frecuentemente usadas como organismo modelo para
el estudio de los CLs, estos organulos son usados para la sintesis de fosfolipidos
necesaria para la proliferaciéon en fase exponencial y, ademas, se acumulan en
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fase estacionaria evitando la toxicidad de los AGs [8]. Otras especies de levadura
como Yarrowia lipolytica pueden acumular lipidos hasta llegar al 70% de su bio-
masa siendo de uso potencial para la produccién de biocombustibles.

Los CLs tienen un papel relevante en el desarrollo en insectos como Droso-
phila melanogaster, donde se acumulan durante el desarrollo de la larva para
luego metabolizarse durante la metamorfosis. En este proceso los CLs también
sirven como almacén transitorio de histonas necesarias para el rapido ciclo de
mitosis que se suceden en la embriogénesis. En general el proteoma de los CLs
de D. melanogaster es bastante similar al de los mamiferos, indicando una con-
servacion a lo largo de la evolucién que permite su uso como organismo modelo
en determinadas enfermedades metabdlicas [1, 10].

En otro organismo modelo, como el nematodo Caenorhabditis elegans, de-
bido a la ausencia de tejido adiposo, el almacén de lipidos se lleva a cabo en el
intestino, que también ejerce las funciones del higado. En las células intestinales,
el metabolismo de lipidos se da en los CLs y también en organulos relacionados
con los lisosomas (LRO, de sus siglas en inglés), en algunos casos confundidos
con los CLs debido al protocolo de tincion con Nile red usado [11-13].

En mamiferos, ademas de las funciones comunes de los CLs en todas las
células eucariotas, estos organulos realizan funciones adicionales y especificas
en los diferentes tejidos. Este hecho se refleja en una mayor complejidad y re-
dundancia funcional en los mecanismos de regulacion de los CLs. Los principales
6rganos de almacén de lipidos en mamiferos son los tejidos adiposos blanco y
marrén, aunque también se acumulan CLs de forma importante en las células es-
teroidogénicas para la sintesis de hormonas, en el epitelio mamario, para la pro-
duccion de leche, en el higado y los enterocitos, para la produccién de lipoprotei-
nas y el metabolismo de lipidos, y en leucocitos, para la sintesis de eicosanoides.

En conclusion, los CLs son organulos muy conservados evolutivamente, con
una funcién comun como almacén de lipidos en las diferentes especies, aunque
con diferentes implicaciones de esta funcién segun el organismo y el tipo celular.
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CoMPOSICION DE LOS CUERPOS LIPIDICOS

Los CLs son los unicos organulos intracelulares descritos hasta el momento
delimitados por una sola monocapa de fosfolipidos polares y anfipaticos, he-
cho que les permite tener un interior hidrofébico donde poder almacenar lipidos
neutros, en una estructura analoga a la de las lipoproteinas. En la monocapa de
fosfolipidos se anclan las proteinas encargadas de regular su funcién (Figura 2).

Estos organulos son esféricos y su numero y tamano difiere mucho entre las
diferentes células e incluso dentro del mismo tipo celular. En células no adipoci-
tarias suelen tener un diametro de entre 0,1-5um, aunque en higados esteatéticos
pueden alcanzar los 10pm. Por otro lado, los adipocitos blancos cuentan con un
gran CL de 100-150pm de diametro, ocupando la practica totalidad de su cito-
plasma [3, 8, 14, 15].

@ Proteinas

Fosfolipidos

:85 Colesterol

[ ] Esteres de colesterol

Triglicéridos y Diglicéridos

Figura 2. Estructuray composicion de los CLs.

Los CLs de mamiferos son mayoritariamente citosélicos, aunque reciente-
mente se ha descrito la presencia de cierta clase de CLs en el nicleo de hepato-
citos [16-18] de relevancia funcional desconocida.

La composicién de lipidos y proteinas de los CLs en un determinado contexto
celular es clave para explicar el comportamiento y la funcion de estos organulos.
Por ello, a continuacién, se detallan los diferentes componentes, esencialmente
lipidicos y proteicos, que forman los CLs.
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2.1 Componentes lipidicos de los CLs

La polaridad de los lipidos constituyentes de los CLs determina su localizacion
dentro de estos organulos. Los lipidos polares, anfipaticos, forman la monocapa
externa, mientras que el nlcleo interno esta compuesto por lipidos apolares, de
carga neutra.

2.1.1 Monocapa externa de lipidos polares

La composicién de la monocapa de fosfolipidos de los CLs difiere de la de
membranas celulares como el reticulo endoplasmatico (RE), la membrana plas-
matica o el aparato de Golgi [19]. A pesar de su aparente simplicidad, esta mono-
capa esta formada por mas de 160 fosfolipidos diferentes [20].

La composiciéon de fosfolipidos de monocapa externa de los CLs varia segun
el organismo. Tanto en células de mamifero como de levadura el fosfolipido ma-
yoritario es la fosfatidilcolina (PC) llegando hasta el 60% del total de fosfolipidos,
seguido de la fosfatidiletanolamina (PE) (hasta un 24%), fosfatidilinositol (PI) y
de forma mas minoritaria por otros fosfolipidos como el &cido fosfatidico (PA),
la fosfatidilserina (PS), lisofosfolipidos como la lisofosfatidilcolina y la lisofosfa-
tidiletanolamina, y éter-fosfolipidos como la éter-PC o la éter-PE. También se ha
descrito la presencia de esfingomielina en fibroblastos y adipocitos, aunque de
forma menos abundante que en otros compartimentos. Ademas de fosfolipidos
la monocapa podria contener otras especies lipidicas como diacilglicerol (DAG)
y colesterol libre, aunque la localizacién de éstos es controvertida, pudiendo en-
contrarse en el ndcleo interno [8, 14, 20-22].

La principal funcién de la monocapa de fosfolipidos parece ser la regulacion
del tamaiio de los CLs y evitar la posible fusidn entre éstos, que frecuentemente
se encuentran muy proximos entre si formando racimos. En este sentido, fosfo-
lipidos con forma cilindrica como la fosfatidilcolina (PC) parecen evitar la fusién
entre CLs. Dado que se ha descrito que la PC evita la fusion entre CLs in vitro 'y
ademas células deficientes en este fosfolipido tienen CLs mas grandes [23-25],
aunque el diferente tamafo también podria deberse a una menor lipdlisis. Por
el contrario, ligeros incrementos en PA o PE, fosfolipidos con forma de cono,
facilitan la fusién de CLs [26]. Ademas, el PA promueve la fusién de membranas
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mediada por proteinas SNARE, que también se han implicado en procesos de
fusién entre CLs [27, 28].

Otro posible papel de los fosfolipidos en la superficie de los CLs seria la re-
gulacién de la lipdlisis. Por un lado, se ha descrito que la exposicién al exterior
de los TAG en CLs recubiertos por fosfatidiletanolamina es mucho mayor que en
aquellos envueltos por fosfatidilcolina, quedando mas disponibles a la accién
de las lipasas [29]. Por otro lado, la reduccién de la sintesis de fosfatidilcolina
disminuye el reclutamiento en los CLs del regulador de la lipdlisis Plin1/perilipina
(explicado més adelante), incrementando la lipdlisis basal [30].

En los CLs, para cada clase de fosfolipido (PC, PE, PS...) existen multitud de
variantes segun los AGs que forman parte de ellas [20]. Ademas del efecto de las
diferentes especies de fosfolipidos, la actividad lipolitica también vendria regula-
da por el grado de saturacién de los AGs que componen estos fosfolipidos. Se ha
propuesto que una mayor proporcién de cadenas de AGs saturadas aumenta la
rigidez de la monocapa de fosfolipidos, hecho que correlaciona con un mayor re-
clutamiento de lipasas y actividad lipolitica y [31]. La composicién de AGs de los
fosfolipidos de los CLs viene regulada por la expresion de estearoil-desaturasas
y de elongasas [32]. El grado de saturacién de los AGs de estos fosfolipidos esta
muy regulado; por ejemplo, se ha descrito que cambia durante el proceso de di-
ferenciacién de los adipocitos y ademas, en el mismo adipocito es diferente entre
los diferentes CLs, correlacionando con el tamafo de éstos [32].

Como hemos comentado, el principal fosfolipido presente en los CLs es la
fosfatidilcolina. Las células de mamifero tienen 3 vias principales de sintesis o
modificacion de este fosfolipido:

Via de Kennedy o sintesis de novo

La via de Kennedy es la via mayoritaria y mas extendida de sintesis de fosfati-
dilcolina (PC) en la mayoria de células de mamifero. Esta via consiste en la reac-
cién seriada de la colina quinasa, la CTP:fosfocolina citidil-transferasa (CCT) y la
CDP-colina:DAG fosfocolina transferasa, que sintetizan PC a partir de colina, ATP,
CTP y DAG (Figura 4, E). Esta via de sintesis de fosfolipidos compite por el DAG
con la sintesis de TAG, de manera que la deplecién de alguna de sus enzimas
provoca una acumulacién de TAG [33, 34].
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El paso limitante de esta via es la CCT, que se transloca a CLs en respuesta
a acido oleico [23, 24] desde su localizacion principal en el nucleo, y su actividad
depende de la cantidad de fosfatidilcolina (PC) en los CLs [24]. Se ha propuesto
un papel de la CCT durante la biogénesis de los CLs. En este proceso, los CLs
van incrementando de tamafo, reduciéndose la ratio PC/TAG. Los autores de
este trabajo sugieren que cuando esta ratio se reduce hasta un determinado ni-
vel, la CCT se recluta en estos organulos, activandose e incrementando la sintesis
de PC, con el objetivo de estabilizar el CL naciente. Aun asi, la sintesis de PC in
situ en los CLs por esta via parece poco probable dado que la siguiente enzima
de la via es exclusiva de RE por lo que la PC deberia llegar desde el RE a los CLs
[22].

Ciclo de Lands

El ciclo de Lands es la Unica via que promueve la sintesis de fosfatidilcolina
(PC) in situ en los CLs [25]. En este ciclo, la PLA2 (fosfolipasa A2) genera liso-PC
a partir de PC y las LPCAT (lisofosfatidilcolina-aciltransferasas) catalizan la unién
de un acil-CoA a liso-PC obteniendo PC de nuevo (Figura 4, F) [22]. Las dos
isoformas de LPCAT (LPCAT1 y LPCAT?2) se localizan en el RE y en los CLs en
respuesta a acido oleico [25].

Dado que no generaria una ganancia neta de PC en la superficie del CL, este
mecanismo permitiria el recambio de los AGs que forman parte de la PC produci-
da por las otras vias. Este recambio seria parcialmente responsable de la diferen-
te composicién de fosfolipidos entre la monocapa del CL y la membrana del RE,
y permitiria la modulacion del grado de saturacion de los AGs de los fosfolipidos
modificando las propiedades de la monocapa externa de los CLs[8, 22].

Metilacion de PE

Por ultimo, la PC puede sintetizarse mediante la metilacion de la fosfatidile-
tanolamina catalizada por la enzima PEMT (fosfatidiletanolamina N-metiltransfe-
rasa) (Figura 4, G). Esta via de sintesis de PC es importante mayoritariamente en
hepatocitos (donde representa el 30% de produccion de PC) y en adipocitos di-
ferenciados, y requiere la captacion de metionina de la dieta. La PEMT se localiza
en MAM (mitochondrial asociated membranes, regiones del RE en contacto con las
mitocondrias) y preferentemente usa fosfolipidos sintetizados en la mitocondria
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como substrato [30, 35]. Se ha propuesto que PEMT se encuentra en CLs en
hepatocitos [36], mientras que en adipocitos, donde podria participar en la bio-
génesis de CLs, parece localizarse en regiones del RE en contacto con CLs [30].

2.1.2 Nucleo de lipidos neutros

El nicleo de los CLs esta formado por ésteres de lipidos, mayoritariamente tri-
glicéridos (TAG) y ésteres de colesterol (CE). La ratio entre estas dos especies
lipidicas varia segun el tipo celular. Asi, mientras que en la mayoria de células se
encuentran las dos especies en cantidades abundantes, en adipocitos los CLs
estan formados mayoritariamente por TAG y en macréfagos o células esteroi-
dogénicas contienen principalmente CE. También se ha descrito que el nucleo
de CLs puede contener monoalquil(en)il-diacilgliceroles, unos lipidos neutros
cuya sintesis depende de peroxisomas. En algunos tipos celulares especializa-
dos, los CLs pueden contener otras especies lipidicas como los ésteres de acido
retinoico en CLs de células de retina y células estrelladas del higado [8, 14, 20,
37].

En el interior del CL, las diferentes especies lipidicas podrian estar separadas
entre si segun su hidrofobicidad pudiendo dar lugar a determinadas estructuras
concéntricas observadas mediante microscopia electrénica [19, 38]. En CLs de
levadura se ha sugerido que los ésteres de esteroles (analogos a los CE de ma-
miferos) formarian una capa cortical alrededor de los TAG y por debajo de la capa
de fosfolipidos [39], por lo que la lipdlisis de CE deberia estar coordinada con la
de TAG para permitir esta ultima [3].

En algunos casos se han observado estructuras internas de tipo membranoso
en el nucleo de CLs, que podrian derivar del RE o que podrian ser restos de fosfo-
lipidos sobrantes después de un proceso de fusion. También se han detectado al-
gunas proteinas como la ciclooxigenasa [40], caveolina-1 o proteinas de la familia
PAT [41]. Aunque estas observaciones contradicen el paradigma de estructura
de los CLs, cabe destacar que solo han sido realizadas en CLs de leucocitos y
macréfagos, por lo que podrian representar alguna estructura especifica de estos
tipos celulares [3, 42, 43].

A continuacion detallaremos las vias de sintesis de las especies lipidicas ma-
yoritarias en los CLs.
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Sintesis de novo de triglicéridos

La sintesis de novo de triglicéridos consiste en la reaccién 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 acidos grasos (Figura 3 y 4C). En
todas estas reacciones, los AGs deben ser activados a acil-CoA por acil-CoA
sintetasas, explicadas mas adelante.

GPAT AGPAT Lipina DGAT
Glicerol-3P = » Acido i A Acido M Diacilglicerol M Triacilglicerol
lisofosfatidico fosfatidico (DAG) (TAG)
(liso-PA) (PA)
Acil-CoA Acil-CoA Acil-CoA

Figura 3. Via de sintesis de novo de TAG.

El primer paso, y paso limitante de la sintesis de glicerolipidos (fosfolipidos y
TAG), consiste en la sintesis del acido lisofosfatidico (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 (GPAT1y 2) y dos en el RE (GPAT3 y 4), aunque
recientemente se ha descrito el reclutamiento de GPAT4 en CLs en respuesta a
acido oleico, donde estaria implicada en la sintesis de TAG. Aunque la expresién
de GPAT2, GPAT3 y GPAT4 modula la cantidad de TAG, GPAT1 parece la isoforma
mas relevante en la sintesis de este lipido. La competicién por el acil-CoA entre
GPAT1 y la carnitina palmitoil-transferasa-1 (CPT1) en la membrana externa mito-
condrial determinaria el direccionamiento de los AGs para la esterificacién o para
la B-oxidacion mitocondrial [44-47].

Seguidamente, las AGPAT/LPAAT conjugan el acido lisofosfatidico a otro
grupo acil produciendo acido fosfatidico (PA). Existen diferentes isoformas de
AGPAT; a pesar de que la expresion de AGPAT-1 afecta la cantidad de TAG en
adipocitos, AGPAT-2 parece ser la isoforma mas relevante en este modelo, pues-
to que su mutacién provoca una severa lipodistrofia [45, 47]. La Unica isoforma
detectada en CLs es la AGPAT-3, y se postula que este reclutamiento promueve
la sintesis de TAG in situ en los CLs y concecuentemente el incremento de tamarfio
de los CLs [46]. Ademas, el PA también sirve como precursor de la sintesis de
diferentes especies de fosfolipidos.

Una vez producido por las AGPAT/LPAAT, las lipinas defosforilan este fosfoli-
pido produciendo diacilglicerol (DAG). Existen dos isoformas, lipina-1 y lipina-2,
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de las que la mas relacionada con la produccién de TAG es la lipina-1, mientras
que la lipina-2 estaria implicada en la sintesis de DAG en membrana para la trans-
duccién de sefal [45]. La lipina-1 es una enzima citosélica que se localiza en el
RE en respuesta a AGs, posiblemente mediante la union a la seipina (proteina
implicada en la interaccion entre CLs y RE) [48]. Ademas, recientemente se ha
descrito también en CLs [46, 49, 50]. Su deficiencia provoca una severa lipodis-
trofia, y su sobreexpresién en ratones obesidad [1, 51].

Los DAG estan implicados en procesos de sefalizacion, activando por ejem-
plo la quinasa PKC. El equilibrio entre el DAG y otras especies lipidicas, también
implicadas en sefalizacién, regula diferentes respuestas celulares implicadas en
la lipotoxicidad de los AGs. Por ello, los niveles de DAG estan finamente regula-
dos por las DGK (quinasas de DAG) que fosforilan DAG produciendo PA, en lo
que supone la reaccion inversa a la realizada por las lipinas [52] (Figura 4).

El DAG también puede producirse a partir de monoacilglicéridos (MAG) me-
diante la reaccion de las MGAT (MAG aciltransferasas), especialmente importan-
te en células intestinales para la sintesis de quilomicrones a partir de los lipidos
captados de la dieta [37, 45]. Las MGAT, como la MGAT2 o la DGAT1, se localizan
en el RE [53, 54].

Finalmente, las enzimas DGAT catalizan la sintesis de triglicéridos (TAG) a
partir de DAG. En mamiferos hay basicamente dos isoformas de DGAT, mientras
que DGAT1 se encuentra en el RE, la localizacion de DGAT2 es controvertida. Se
ha descrito en MAM y CLs, aunque no se puede descartar que se localice en el
RE proximo a los CLs, dado que no se ha detectado en los diferentes analisis
de protedmica de CLs [46, 53, 55, 56]. La sobreexpresiéon de DGAT2 provoca la
formacién de grandes CLs, de forma independiente de su anclaje en el RE [56].
Ademas, se ha propuesto que la DGAT2 localizada en los CLs seria mas activa
que aquella localizada en el RE [55]. Cada isoforma de DGAT estaria especializa-
da en AGs procedentes de distintos origenes. DGAT1 seria mas relevante para la
incorporacion de AGs externos y para la re-esterificacion de DAG procedente de
la lipdlisis, mientras que DGAT2 seria mas activa para DAG sintetizados de novo a
partir de glicerol-3-fosfato [54, 57]. DGAT1 también estaria implicada en la sinte-
sis de TAG en el intestino para su secrecion en quilomicrones [58, 59].

En adipocitos, la deplecién combinada de DGAT1 y DGAT2 inhibe comple-
tamente la formaciéon de TAG vy la posterior acumulacién de CLs, formandose
unas estructuras membranosas posiblemente derivadas de un direccionamiento

39




Composicion de los cuerpos lipidicos

de los AGs hacia la sintesis de fosfolipidos. Por lo contrario, en macréfagos dicha
deplecion no es capaz de inhibir la acumulacién de CLs formados por CE ni la
formacién de TAG, indicando una posible formacion de TAG mediante otras vias
como la transacilacion [60], en que dos moléculas de DAG reaccionan dando
una molécula de MAG y otra de TAG. A pesar de que se ha detectado actividad
DAG-transacetilasa en el RE de intestino de ratas [61], esta reaccion parece mas

relevante en plantas.

AG
Acetil-CoA » AG
ACSL
5 B Acil-CoA
AG 4
P-oxidacion
el B A
» Acil-CoA Acil-CoA CAT |
Glicerol-3P
GPAT3/4 GPAT1/2 E
E < -
LPA < Lpa 4 (AGPATS
AGPAT1/2 h g
PLAZ A Cardiolipina
» PA
>PA v PG
Lipina-1 Pl
DGK TAG
PLD ~ paG I
DGAT2 CE
E 4 Acil-CoA
Colesterol | ACAT DGAT2
" Am: » PLIC
e E I ) o
1 4 Colina Lipina-1
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CDP-Colina <t ,,;:5-1__ v :
Y »pCc_ A/ AGPAT3 i
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E Sintesis de novo de TAG

m Esterificacion del colesterol

E Via de Kennedy de sintesis de PC

E Ciclo de Lands

E Sintesis de PC por metilacién de PE

Figura 4. Vias de sintesis de glicerolipidos y localizacién de éstas.
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Sintesis de ésteres de colesterol

En mamiferos, la sintesis de ésteres de colesterol (CE) se lleva a cabo por
dos ACAT (acil-CoA:colesterol aciltransferasas) llamadas ACAT1 y ACAT2 [37].
Ambas isoformas son proteinas integrales de membrana localizadas en el RE.
ACAT1 parece ser la isoforma mas abundante, por lo que se ha propuesto que
ACAT1 podria ser la isoforma constitutiva y ACAT2 la isoforma inducible. Mientras
que ambas isoformas parecen participar en la sintesis de CE presente en las lipo-
proteinas de muy baja densidad (VLDL) secretadas por el higado, ACAT2 sinteti-
zaria la mayoria de CE de los quilomicrones, estando implicada en la absorcién
intestinal de colesterol [37, 62]. Del mismo modo que los TAG, los CE también
pueden incorporarse en CLs ya formados o promover la formacion de éstos. En el
caso de su incorporacion a CLs maduros no esta claro como se transportan des-
de su lugar de sintesis en el RE hacia los CLs, pudiendo ser mediante contactos
que impliquen hemifusién de membranas o mediante proteinas transportadoras
[63] (Figura 4, D).

Esterificacion de acido retinoico

La esterificacion del acido retinoico en el higado es llevada a cabo mayori-
tariamente por la LRAT (lecitina:retinol aciltransferasa), usando la PC como do-
nador de AGs. Por otro lado, la DGAT1 esterifica acido retinoico libre con un AG
obtenido a partir de acil-CoA y parece ser relevante en la piel, glandula mamaria
y epitelio de retina [64].

2.2 Proteinas residentes en CLs

Como se ha comentado anteriormente, en la monocapa de fosfolipidos se
encuentran ancladas proteinas, que seran las encargadas de regular las diferen-
tes funciones de los CLs, y que, como éstas, varian segun el tipo celular o tejido.
Debido a la relativa facilidad con la que se pueden aislar los CLs gracias a su flo-
tabilidad, se han realizado multiples estudios de protedmica de estos organulos
en diferentes tipos celulares y tejidos. En estos estudios se han identificado cen-
tenares de proteinas. No obstante, muchas de ellas ejercen funciones conocidas
en otros organulos y probablemente reflejen su interaccion con los CLs.
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2.2.1 Proteoma de los CLs

Se ha estudiado el proteoma de los CLs en adipocitos, enterocitos, hepato-
citos, células pancreaticas, musculo esquelético y fibroblastos [65-74]. En estos
estudios se han detectado alrededor de 300 proteinas diferentes, ademas el pro-
teoma de los CLs parece ser muy dinamico y diferente segun el tipo celular o la
condicioén. Aun asi, hay algunos grupos de proteinas encontrados con elevada
frecuencia en estos andlisis, dando una idea de las funciones comunes de los
CLs en los diferentes tejidos.

Destaca la presencia de la familia PAT de proteinas residentes en los CLs
formada por las proteinas: Plin1/Perilipina, Plin2/ADRP, Plin3/TIP47; Plin4/S3-12
y Plin5/OXPAT. De todas ellas, Plin2/ADRP es la proteina mas representada en to-
dos los tipos celulares, por lo que es usada cominmente como marcador de CLs.

Asimismo, se han detectado en CLs hasta 24 proteinas diferentes de la fami-
lia Rab, implicada en la interaccién entre organulos y el trafico de membranas,
entre las que Rab5, Rab7 y Rab18 son las proteinas mas representadas, pudien-
do indicar la interaccion de los CLs con los endosomas o RE [75]. También se
han encontrado proteinas de la familia Arf y COP, implicadas en el transporte de
membranas, ademas de proteinas relacionadas con todos los tipos de citoes-
queleto, tubulina, actina y vimentina. En todos los proteomas de CLs también se
detectan diferentes proteinas en principio pertenecientes a otros compartimentos
como RE, mitocondrias o lisosomas, y que normalmente se han considerado
posibles contaminantes debidos a la interaccidn de los CLs con éstos. La pre-
sencia de este conjunto de proteinas en los CLs revela que son muy dinamicos y
con una gran capacidad de interaccidn con otros organulos posiblemente para el
trasvase de lipidos entre ellos.

Otro grupo muy importante de proteinas son aquellas implicadas en el me-
tabolismo lipidico. Entre éstas, las mas frecuentemente detectadas en los CLs
son las acil-CoA sintetasas, encargadas de activar los AGs a acil-CoA, siendo
ACSL3 la mas representada. También se encuentran proteinas implicadas en la
lipdlisis como ATGL, HSL, MGL, CGI-58 y CGI-49. En los CLs también se detecta
una gran cantidad de proteinas implicadas en la via de sintesis del colesterol
como la lanosterol sintetasa o la esqualeno epoxidasa y proteinas implicadas en
la sintesis de hormonas esteroideas como proteinas de la familia de la 17-f-
hidroxiesterol deshidrogenasa y las citocromo b5 reductasas.
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También se han detectado una gran cantidad de chaperonas como BIP/
GRP78, calnexina, GRP94 y diferentes heat-shock proteins en los diferentes es-
tudios, hecho que podria indicar o bien una gran proximidad del RE a los CLs,
o bien también un papel especifico de éstos como reservorio de proteinas antes
de ser degradadas por el proteasoma y como almacén de proteinas para un uso
posterior [76].

Finalmente proteinas implicadas en la homeostasis de lipidos como la ca-
veolina-1, cavina-1/PTRF y las anexinas A2 y A6 también se han encontrado fre-
cuentemente en CLs.

Asi, del proteoma de los CLs se desprende que son organulos muy dinami-
cos, con un posible papel en el metabolismo lipidico, sintesis de hormonas es-
teroideas, almacén de proteinas mal plegadas y transporte de lipidos. Los CLs
también podrian tener un papel en la sefalizacion celular, puesto que proteinas
relacionadas con este proceso se suelen encontrar en estos estudios, aunque
ninguna de éstas en particular aparece representada de forma mayoritaria en los
diferentes estudios.

2.2.2 Proteinas abundantes en los CLs

En este apartado se profundizara en las funciones de aquellos grupos de pro-
teinas mas estudiados y relevantes para este trabajo: la familia de proteinas PAT,
las caveolinas y las acil-CoA sintetasas. Muchas de las otras proteinas mencio-
nadas en el apartado anterior seran explicadas en otros apartados de esta tesis.

Familia de proteinas PAT

Las proteinas PAT son proteinas residentes en los CLs que comparten un do-
minio N-terminal llamado dominio PAT, de funcién poco conocida, por el que
algunas de ellas interaccionan con la lipasa HSL [77]. Su nombre deriva de las
proteinas que inicialmente formaron parte de esta familia: Perilipina, Adipofilina 'y
TIP47. Posteriormente se les unieron S3-12 y OXPAT/MLDP/LSDP5.

Las proteinas PAT se han renombrado recientemente perilipinal o Plin1 (pe-
rilipina), perilipina2 o Plin2 (adipofilina/ADRP/ADFP), perilipina3 o Plin3 (TIP47),
perilipina4 o Plin4 (S3-12) y perilipinab o Plin5 (OXPAT/MLDP/LSDP5) [78].
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Plin1/perilipina se expresa en tejidos con gran acumulacion de CLs, como el
tejido adiposo blanco, el tejido adiposo marrdn y células esteroidogénicas como
la corteza adrenal y células de Leydig [14, 79]. Mas recientemente se ha descrito
su expresion en higados con esteatosis, en macrofagos, en mastocitos y en algu-
nas clases de tumores con gran cantidad de CLs [80-83]. Con respecto al resto
de proteinas de la familia, Plin2 y Plin3 se expresan de forma ubicua mientras
que Plin4 se restringe a adipocitos y Plin5 a tejidos oxidativos como el musculo
esquelético, tejido adiposo marrén e higado [3].

Plin1/perilipina se localiza mayoritariamente en los CLs a donde llegaria a
partir del RE. En ausencia de lipidos Plin1/perilipina se degradaria via proteasoma
[84, 85]. La funcién de esta proteina consiste en la regulacién de la lipdlisis en
respuesta a hormonas, inhibiendo la lipdlisis basal y activandola al ser fosforilada
por PKA (explicado mas adelante). Los ratones deficientes en Plin1 tienen un
tejido adiposo muy reducido, son resistentes a la obesidad inducida por la dieta
y acaban desarrollando resistencia a la insulina. Ademas, posiblemente por su
funcién en macrofagos, estos ratones son mas propensos a la ateroesclerosis
[79, 86].

Plin2/ADRP es una proteina residente en los CLs que une a acidos grasos,
fosfolipidos y colesterol, y se incorpora a éstos desde el citosol [87]. La cantidad
de Plin2 refleja la cantidad de CLs en células no-adipocitarias, dado que se ex-
presa en respuesta a AGs [88] y se degrada por el proteasoma al disminuir los
niveles de TAG [89, 90]. A su vez, la expresion de Plin2 regula la acumulacion de
TAG. La sobreexpresion o la disminucion de Plin2 incrementa o reduce respecti-
vamente la acumulacion de CLs [79, 91-94]. Plin2 desplaza la lipasa ATGL de los
CLs [91] por lo que promueve la acumulacién de TAG reduciendo la produccion
de lipoproteinas y la B-oxidacion de AGs [92]. Asi, Plin2 es especialmente impor-
tante en el higado, donde su supresion protege de la esteatosis tanto inducida
por la dieta [79] como por la hepatectomia parcial [95], traduciéndose en una
regeneracion hepatica defectuosa.

Plin3/TIP47 es una proteina estable en el citosol y se recluta en los CLs tanto
en condiciones de biogénesis como lipoliticas, en respuesta a un incremento de
DAG en éstos [96, 97]. La deplecidn de Plin3 reduce la incorporacion de TAG a los
CLs alterando su maduracién, hecho que se traduce en un mayor nimero de CLs
de menor tamano [98, 99]. Ademas, su supresién en el higado de ratones reduce
la esteatosis hepatica inducida por una dieta rica en grasas [100].
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Con respecto a Plin4/S3-12 y Plin5/OXPAT, Plin4 facilitaria el almacén de
lipidos neutros en adipocitos, mientras que Plin5 promoveria la acumulacién de
lipidos para su posterior uso en tejidos oxidativos. Plin4 y Plin5 se comportan de
forma similar a Plin3, siendo estables en el citosol e incorporandose a los CLs
pequenos durante la biogénesis o la lipdlisis, en respuesta a DAG [79, 97, 101].

En los CLs, las proteinas de la familia PAT se desplazan unas a otras, lo que
les permite compensar parcialmente su funcién en caso de eliminacién de una
de ellas. Plin2 y Plin3 se pueden substituir entre si cuando la otra falta, ademas
la expresiéon de Plin2 desplaza Plin3 de los CLs [79, 91, 99, 102]. Plin2 sustituye
a Plin1 en los CLs de adipocitos en ratones deficientes en esta ultima, aunque
inhibe de forma menos eficiente la lipolisis basal y no facilita la lipolisis estimula-
da por B-adrenérgicos [79]. Ademas, durante la diferenciacién de los adipocitos
aumenta la expresion de Plin1 que desplaza a Plin2 de los grandes CLs [79].

Dentro de una misma célula los CLs son heterogéneos, existiendo poblacio-
nes con composiciones lipidicas y proteicas diferentes. Se ha descrito que las
diferentes proteinas PAT podrian regular dicha heterogeneidad intracelular puesto
que tienen afinidad por CLs de diferente composicion y que la sobreexpresion
de cada Plin, en células cultivadas con acido oleico y colesterol, promueve la
acumulacion de la clase de CL con que interacciona (formado por TAG o CE) en
detrimento de la otra [103]. La isoforma A de Plin-1 se localiza mayoritariamente
en CLs formados por TAG; Plin2 y Plin3 pueden encontrarse en CLs formados por
TAG y por CE, a pesar de que Plin2 muestra una preferencia por los formados por
TAG. Plind y Plin5 tienen preferencias opuestas, prefiriendo Plin5 aquellos CLs
formados por TAG y Plin4d los formados por CE. La presencia de aquellos CLs por
los que es afin modula la estabilidad de cada proteina[103].

El reclutamiento de proteinas PAT a los CLs evoluciona segun la maduracion
de los CLs en adipocitos. En estado basal los grandes CLs del adipocito se mar-
can casi exclusivamente por Plin1, pero al afiadir acido oleico, a los pocos minu-
tos se observa la formacion de pequefios CLs periféricos marcados por Plin2, 3
y 4. Durante las siguientes horas de maduracién, la localizacién de Plin3 y 4 se
restringe a los CLs de menor tamafio y mas periféricos mientras Plin2 se localiza
en los CLs de tamafo mediano situados en una zona intermedia. Finalmente al
cabo de unas horas Plin1 se va reclutando en los CLs que han ido madurando
y aumentando de tamafo, indicando que los CLs nacientes finalmente acaban
reclutando Plin1 al llegar a cierto estado de maduracion. Al finalizar la adicion de
AGs en el medio, los adipocitos acaban volviendo al estado basal con grandes
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CLs solamente marcados por Plin1[104]. Otro ejemplo de reclutamiento diferen-
cial se da en el intestino, donde Plin3 se une a los CLs formados después de una
ingesta aguda de lipidos mientras que Plin2 se encuentra en los CLs en intestinos
sometidos a una ingesta cronica de lipidos [105].

Caveolinas / Cavinas

Las caveolinas son proteinas mayoritariamente situadas en la cara interna de
la membrana plasmatica, donde mediante su oligomerizacion y unién a deter-
minados lipidos y proteinas, forman las caveolas. Estas estructuras son invagi-
naciones de la membrana plasmatica con forma de bulbo, ricas en colesterol,
que estan implicados en multiples procesos como la transduccién de sefal, la
deteccién de las fuerzas mecanicas, la endocitosis, la trasncitosis, la adhesién y
la migracion celular y el transporte de lipidos [106-108].

La familia de las caveolinas en mamiferos esta formada por caveolina-1, ca-
veolina-2 y caveolina-3. Caveolina-1 se expresa en la mayoria de tejidos, espe-
cialmente en endotelio y tejido adiposo, excepto en el musculo, mientras que
caveolina-3 es especifica de este tejido [107, 109]. Aunque se ha descrito la pre-
sencia de caveolina en multiples localizaciones intracelulares [110], las tres iso-
formas se localizan de forma mayoritaria en la membrana plasmatica, aunque
caveolina-2 requiere de la oligomerizacion con alguna de las otras dos para llegar
a este compartimento [106]. La expresién de caveolina-1 o 3 es necesaria para la
formacién de caveolas [109].

Como hemos comentado, las caveolinas estan relacionadas con multitud de
procesos, a continuacion detallaremos tan sélo aquellos procesos de mayor rele-
vancia para este trabajo: el transporte de colesterol y CLs.

Caveolinas, trafico intracelular y transporte de colesterol

Caveolina-1 une AGs mediante sus cargas positivas del extremo C-terminal
[109, 111] y, mediante su dominio scaffolding une colesterol [107, 112, 113]. La
caveolina sintetizada de novo en el RE forma oligomeros en este organulo de
forma dependiente de colesterol e inmediatamente es transportada hacia el apa-
rato de Golgi donde se acumula. En este organulo la caveolina sufre un nuevo
proceso de oligomerizacién, generando complejos de elevado peso molecular
que incorporan gran cantidad de colesterol. Estos complejos son transportados
a la membrana plasmatica donde daran lugar a la formacién de caveolas [110].
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La velocidad de esta ruta de transporte depende de la disponibilidad de coleste-
rol [114]; ademas, el colesterol también regula la expresiéon de caveolina a nivel
transcripcional.

La caveolina puede desplazarse desde la membrana plasmatica o desde el RE
a diferentes localizaciones intracelulares. Su alta afinidad por el colesterol, ade-
mas de la capacidad de la caveolina de translocarse rapidamente entre diferentes
organulos, ha llevado a postular un papel de esta proteina como transportador
intracelular de colesterol [110].

El tratamiento con AGs [73, 106, 114-117] o colesterol [113] provoca el re-
clutamiento tanto de caveolina-1 como de caveolina-2 a los CLs. El transporte
hacia los CLs se puede llevar a cabo desde el RE o desde la membrana plas-
matica. La localizacién de la caveolina-1 en los CLs es muy dinamica, volviendo
a la membrana plasmatica al eliminar el exceso de AGs del medio [115]. Dado
que la caveolina-1 esta implicada en el transporte de colesterol sintetizado de
novo a la membrana plasmatica [110] y que los CLs de adipocitos deficientes en
caveolina-1 tienen menos colesterol [113], la translocacion de caveolina-1 entre
la membrana plasmatica y los CLs podria ser un reflejo de su implicacién en el
transporte de AGs y colesterol hacia estos organulos [118].

Las caveolinas también se reclutan en los CLs durante la regeneracién hepa-
tica, la diferenciacién y la estimulacion de la lipdlisis en adipocitos [66, 115, 119,
120]. Ademas, la inhibicion de la salida de proteinas del RE mediante brefeldina
A o formas truncadas de caveolina que evitan su salida del RE, localizan a estas
proteinas en los CLs, demostrando el transporte directo entre RE y CLs [114,
121, 122]. Esta via de localizacién en los CLs como consecuencia de la acumula-
cién excesiva en el RE podria ser comun para diferentes proteinas de membrana
plasmatica, puesto que también se ha observado en el caso de estomatina, que
normalmente se ubica en lipid rafts en la membrana o en endosomas [72].

Caveolina y regulacién de los CLs

Los niveles de caveolina-1 correlacionan con la capacidad de acumular CLs.
En células de origen hepatico, se ha demostrado que la sobreexpresion de ca-
veolina-1 incrementa la acumulacion de CLs [123], mientras que su deficiencia la
reduce [124, 125]. Los ratones deficientes en caveolina-1 son incapaces de rege-
nerar el higado debido a su incapacidad de acumular CLs después de hepatec-
tomia parcial [124], hecho esencial para la correcta proliferacién de hepatocitos
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durante este proceso [126]. El efecto de la caveolina-1 sobre la acumulacion de
CLs podria deberse a que es necesaria para la localizacién del transportador de
AGs CD36 en la membrana plasmatica [127].

Se ha propuesto que en adipocitos, las caveolas tendrian la capacidad de
sintetizar TAG que se incorporaria posteriormente a los CLs [128]. Los adipocitos
deficientes en caveolina-1 tienen CLs de menor tamafio y con una composicion
de fosfolipidos alterada [129]. Los ratones deficientes en caveolina-1 desarrollan
lipodistrofia acompafada de hiperlipidemia y resistencia a la obesidad inducida
por una dieta rica en grasas [118]. Aun asi, la deficiencia de caveolina-1 no impide
la diferenciacién de adipocitos in vitro, aunque provoca una menor acumulacion
de lipidos y una mayor autofagia en éstos [130], hecho que ha llevado a sugerir
que el fenotipo lipodistréfico de los ratones deficientes en caveolina-1 se deberia
a la incapacidad del tejido adiposo de almacenar una gran cantidad de lipidos,
manteniendo éstos en circulacién [118].

La sobreexpresién de caveolina-1 protege de la lipotoxicidad. Se ha propues-
to que, debido a su unién a AGs, la caveolina tendria un efecto tampén frente a la
presencia de éstos en las membranas, estabilizandolos en la cara citoplasmatica
de la membrana celular [123]. En consonancia con un efecto protector sobre los
AGs, la falta de caveolina-1 provoca muerte celular y fibrosis en el tejido adiposo
[131].

Caveolina-1 podria tener un papel activador de la lipdlisis. Se ha descrito que
interacciona con PKA y con Plin1 [132, 133]. Ademas, su deficiencia disminuye
la activacion de la lipdlisis en respuesta a B-adrenérgicos, como consecuencia
de la reduccion de la sefalizacion de PKA en el tejido adiposo [131, 133, 134].
Estos trabajos proponen un posible papel de caveolina-1 como scaffold de PKA
en los CLs. No obstante, la ausencia de caveolina-1 en adipocitos diferenciados
en cultivo no provoca un defecto en la activacion de PKA ni la disminucién de la
lipdlisis en respuesta a hormonas, de hecho se observa un incremento de ésta,
por lo que los efectos anteriores podrian ser indirectos [120]. En consonancia con
un papel de caveolina en la lipdlisis, la expresion de la forma truncada de caveo-
lina Cav3DGV, que actuaria como dominante negativo, reduce su metabolizacion
ademas de inhibir la dinamica de los CLs [115].
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Cavinasy CLs

Las cavinas, junto a las caveolinas, son un componente estructural y esencial
para la formacioén de caveolas y regulan los niveles de caveolina [109, 135, 136].
Los ratones deficientes en cavina-1 tienen un fenotipo de lipodistrofia similar a
los deficientes en caveolina-1 [109]. Cavina-1 se asocia a los CLs en adipocitos
formando un complejo con caveolina-1 [129] y es fosforilada por PKA y promueve
la lipolisis inducida por pB-adrenérgicos [137]. Ademas, la deficiencia de cavina-1
reduce la captacion de AGs [136].

Acil-CoA sintetasas

Las acil-CoA sintetasas (ACS) catalizan la activacion de los AGs mediante su
esterificacion con coenzima A formando acil-CoA, en una reaccién que consume
una molécula de ATP y genera una de AMP. El acil-CoA sera substrato de las prin-
cipales reacciones tanto anabdlicas como catabdlicas que usan AGs, como la
B-oxidacion o la sintesis de TAG, CE y fosfolipidos, y también de la modificacion
post-traduccional de algunas proteinas [138].

La actividad ACS protege a las células de la lipotoxicidad permitiendo el me-
tabolismo de los AGs, y su inhibicion provoca un incremento en la cantidad de
AGs libres con la consecuente lipotoxicidad y activaciéon de la apoptosis [139].
Se ha propuesto que la activacion de AGs a acil-CoA promueve la captacion de
AGs quedando retenidos en el citoplasma, mecanismo que ha sido denominado
trampa metabdlica (metabolic trap) [141]. Aun asi, el efecto de cada una las dife-
rentes proteinas ACS sobre la captacion de AGs es controvertido y en muchos
casos podria ser indirecto.

Nombre Miembros Substrato preferente
ACSS ACSS1, ACSS2 y ACSS3 AGs de cadena corta
ACSM1, ACSM2A, ACSM2B, ACSM3, )
ACSM AGs de cadena media
ACSM4 y ACSM5
ACSL ACSL1, ACSL3, ACSL4, ACSL5 y ACSL6 AGs de cadena larga (12-22C)
ACSVL1/FATP2, ACSVL2/FATPG, AGs de cadena larga (12-22C)
ACSVL/FATP ACSVL3/FATP3, ACSVL4/FATP1,
ACSVLS/FATP4 y ACSVLE/FATPS AGs de cadena muy larga (>22 C)
ACS de la familia
ACSBG1y ACSBG2 AGs de cadena muy larga (>22 C)
Bubblegum
Otras ACS ACSF1, ACSF2, ACSF3 y ACSF4

Tabla 1. Proteinas con actividad ACS.
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Existen 26 proteinas humanas con actividad acil-CoA sintetasa, clasificadas
segun la longitud de la cadena de los AGs que utilizan como substrato principal
[140] (Tabla 1 de la Introduccién). Dado que las ACSL son las ACS mas frecuen-
temente detectadas en los CLs, nos centraremos en ésta subfamilia.

Las ACSL activan los AGs de cadena larga (entre 12 y 22 atomos de carbono),
que representan las formas mayoritarias encontradas en la dieta. Las variaciones
en la profundidad y anchura del dominio de unién a AGs, llamado dominio Gate,
e identificado por homologia con la ACS bacteriana, determinan la especificidad
de substrato [150]. La especificidad de substrato es diferente segun la isofor-
ma [142-147], hecho que determina su funcién. Por ejemplo, la especificidad de
ACSL4 para el acido araquidénico producido por la PLA2, la hace importante
para re-sintetizar fosfolipidos [148], la sintesis de prostaglandina E2 [146] o el
direccionamiento de acido araquidénico a la mitocondria para la produccion de
hormonas [149]. Se ha propuesto que la especificidad de substrato de algunas
ACSLs también se extenderia al origen de los AGs [151], asi, unas isoformas se-
rian mas activas para los AGs derivados de la lipdlisis de los CLs, mientras que
otras actuarian preferentemente sobre aquéllos AGs captados del exterior o sin-
tetizados de novo [152-156]. Ademas, la afinidad por el ATP también es diferente
segun la isoforma [142].

Mientras que ACSL1, 3 y 5 son proteinas de membrana, ACSL4 se asocia a
membranas probablemente por interaccidon con otras proteinas [157]. La union
a membrana también afectaria a la actividad ACSL, dado que la presencia del
dominio N-terminal, que ancla ACSL3 a las membranas, es necesaria para su
actividad [158].

Las diferentes isoformas tienen diversas localizaciones intracelulares, que
ademas, para algunas de ellas, cambian segun el tejido, pudiendo corresponder
a formas de splicing alternativas. Por ejemplo, ACSL1 tiene diferentes formas de
splicing, algunas mas relacionadas con la lipogénesis y otras con la B-oxidacion,
curiosamente se ha detectado en el RE (donde se lleva a cabo la lipogénesis),
en la membrana externa mitocondrial (desde donde participa en la -oxidacion),
en las MAM, en membrana plasmatica y en citosol [138, 152, 159-166]. Ademas,
mediante protedmica se ha detectado en CLs en diferentes tejidos [46, 65-67,
71, 74].

Las proteinas de la familia ACSL se han relacionado con la acumulacion de
CLs, aunque la responsabilidad de cada isoforma en este proceso esta poco es-
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tablecida y podria depender del modelo. La triacina C (TRC) es el inhibidor de AC-
SLs mas frecuentemente usado e inicialmente se describié como especifico para
ACSL1, ACSL3 y ACSL4 [142], aunque recientemente se ha descrito la sensibi-
lidad de la ACSL5 humana a TRC [169]. Mientras que no inhibe la incorporacién
de AGs exogenos a fosfolipidos, el tratamiento con TRC impide la incorporacién
de AGs, tanto exdgenos como procedentes de la lipdlisis, a TAG y la consecuente
acumulacion de CLs [168, 170-172].

La ACSL mas relacionada con los CLs parece ser la ACSL3. Esta proteina se
localiza en el RE [167] y se recluta en CLs al tratar las células con acido oleico [46,
158, 168], donde interaccionaria con GPAT4, implicada en la sintesis de glicero-
lipidos [46]. ACSL3 es la ACS mas veces detectada mediante protedmica en los
CLs, ademas de ser la segunda proteina mas expresada en CLs de células Huh7
[69]. A pesar de ello, ACSL4, ACSL5 y ACSL6 también han sido detectadas en
CLs en determinadas situaciones [66-69, 71, 73, 74].

La relacion de ACSL3 con la acumulacion de TAG es controvertida. La expre-
sién de ACSLS3 correlacionaria con una menor acumulaciéon en células HepG2 e
higado de hamster [181, 182]. Por otro lado, la expresiéon de ACSL3 incrementa
durante el estrés de reticulo en células de hepatoma y en higado, situacién en
que se acumulan CLs [183]. ACSL3 también se ha implicado en la captacion de
AGs [158, 184], en el uso de AGs de origen exdgeno para la B-oxidacion [181] y la
sintesis de fosfolipidos [156], y también en el recambio de AGs de los fosfolipidos
[185].

El efecto de las otras isoformas como ACSL1 en la acumulacién de CLs depen-
de del tipo celular, probablemente debido a su papel dual tanto en la lipogénesis
como en la B-oxidacion, el balance entre las cuales podria determinar la acumu-
lacion final de TAG [155, 173-177]. ACSL1 se ha implicado en la B-oxidacién en
hepatocitos, células musculares, tejido adiposo blanco y tejido adiposo marrén
[155, 175, 178], esta proteina forma un complejo con CPT-1 (Carnitina palmitoil-
transferasa-1, el transportador de AGs hacia el interior de la mitocondria) y VDAC
(canal situado en la membrana externa mitocondrial), que permitiria el direccio-
namiento de los AGs activados por ACSL1 a la B-oxidacién mitocondrial [179].
Ademas, la activacion de los AGs procedentes de la lipdlisis en adipocitos por
parte de ACSL1 produce AMP activando AMPK (quinasa activada por AMP), que
a su vez, activa CPT-1 [166, 180].
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2.2.3 Direccionamiento de proteinas a los CLs

En los apartados anteriores se han comentado las diferentes proteinas resi-
dentes en CLs. Tal diversidad de proteinas reclutadas en CLs desde diferentes
localizaciones implica la existencia de diferentes mecanismos de direccionamien-
to hacia los CLs.

Las proteinas residentes en los CLs pueden reclutarse directamente desde el
citosol o llegar por difusion lateral a través de los puntos de contacto entre los
CLs y otros organulos, especialmente desde el RE durante el proceso de biogé-
nesis de los CLs. Ademas de por estas vias, se ha propuesto el reclutamiento de
determinadas proteinas a los CLs mediante transporte vesicular (Figura 5).

Proteinas como Arf1, GBF1 y PLD, implicadas en el sistema de transporte
vesicular Arf1/COPI que media el transporte desde el aparato de Golgi al RE, se
localizan en los CLs donde se reclutarian en respuesta a Arf1-GTP, permitiendo la
actividad de este sistema en la superficie de los CLs. Se ha propuesto que este
mecanismo seria necesario para formacion de CLs en respuesta a acido oleico
[23, 74, 186, 187], aunque el efecto de la perturbacién de esta via sobre la acu-
mulacion de CLs es controvertido [23, 188, 189]. La alteracién de este sistema
afecta al reclutamiento de proteinas que regulan los CLs como Plin2/ADRP [190]
y Plin3/TIP47 [191]. Como consecuencia de ello, o mediante interaccién directa
[192], el sistema Arf1/COP-I regula el reclutamiento de la lipasa ATGL [189, 191]
afectando a la lipdlisis [188, 191].

Recientemente se ha descrito que el sistema Arf1/COP-I es capaz de escindir
microCLs a partir de CLs artificiales in vitro reduciendo la ratio PL/TAG de los CLs
iniciales hecho que expone en mayor medida los TAG del nucleo hidrofébico ha-
ciéndo al CL més proclive a interaccionar con otras membranas celulares y facilita
el reclutamiento de determinadas proteinas como a-sinucleina (el reclutamiento
de la cual depende del empaquetamiento de los fosfolipidos en las membranas)
[193]. Hecho que podria explicar el efecto de este sistema en el reclutamiento de
otras proteinas a los CLs.

Independientemente de la via por la que accedan a los CLs, el reclutamiento
de proteinas a estos organulos puede seguir diferentes estrategias moleculares:
mediante hélices anfipaticas, dominios hidréfobos, modificaciones lipidicas o in-
teraccion con proteinas residentes en los CLs.
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Hélices anfipaticas

Muchas proteinas, como por ejemplo ACSLS3, requieren de hélices anfipaticas
para su reclutamiento en CLs [24, 158, 187, 194, 195]. Las hélices anfipaticas se
insertan en la monocapa de fosfolipidos que recubre los CLs. La composicion
lipidica de dicha monocapa regula la union de las hélices anfipaticas a ésta. Por
ejemplo, la region anfipatica de CCT detecta membranas deficientes en fosfati-
dilcolina [24]. Plin2/ADRP también interacciona con fosfolipidos en la superficie
de los CLs, teniendo alta afinidad por PC y en menor medida por esfingomielina
[196]. Por otro lado, Plin3/TIP47 se recluta en CLs de forma dependiente de DAG
[97].

Algunas proteinas, como por ejemplo las proteinas de la familia PAT [197, 198],
o la proteina core del virus de la Hepatitis C (HCV) [199] combinan diferentes tipos
de secuencias. Ademas de hélices anfipaticas en el extremo N-terminal, cada
proteina de la familia PAT cuenta con otros dominios. Plin1/Perilipina tiene tres
secuencias hidrofébicas en la regidn C-terminal necesarias para su localizacién
en CLs [197] y se movilizaria desde el RE [85]. Plin2/ADRP por su lado, carece
de secuencias hidrofdbicas y contiene otra hélice anfipatica en el extremo C-ter-
minal [198]. Por otro lado, Plin3/TIP47 combina la secuencia anfipatica con otra
secuencia muy flexible, similar a la de la apolipoproteina E para las lipoproteinas,
capaz de plegarse en si misma para permitir la estabilidad de la proteina también
en solucion acuosa en el citosol, donde se localiza en ausencia de CLs [97].

Secuencias hidrofobicas

Las secuencias hidrofébicas de direccionamiento a CLs son dominios forma-
dos por 30-40 aminoacidos que se embeben en la monocapa de fosfolipidos y
la parte externa del nlcleo hidrofébico. Estos dominios normalmente contienen
aminoacidos como las prolinas en la zona central de esta secuencia que permite
el plegamiento de su estructura en forma de horquilla dejando los dos extremos
de la proteina encarados hacia el citosol.

La estructura de los CLs excluye la posibilidad del reclutamiento de proteinas
con dominios transmembrana puesto que implicarian la localizacion de las regio-
nes hidréfilas que hacen de puente entre secuencias hidrofobas de la proteina en
el interior hidréfobo de los CLs. El hecho que mediante protedmica se hayan de-
tectado proteinas de este tipo en los CLs probablemente refleja la contaminacion
por contacto de los CLs con otros organulos [8, 15, 104, 200].
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Entre las proteinas que contienen secuencias hidrofébicas en forma de horqui-
lla en la zona central de su secuencia destacan las caveolinas [121], 17-hidroxis-
teroid deshidrogenasas [201], las oleosinas de las plantas y la proteina core del
HCV [202]. Otras proteinas como AUP-1, AAM-B, ALDI, UBXD8 o la citocromoB5
reductasa3 (CYTB5R3) poseen estas secuencias en el extremo N-terminal [203].
Aunque estructuralmente no seria necesario, estas Ultimas también mantienen la
estructura en forma de horquilla mencionada anteriormente [203], indicando la
posible necesidad de dicha conformacion para el reclutamiento de proteinas con
dominios hidréfobos a los CLs.

Analizando el transporte de caveolina y la proteina ALDI a CLs, nuestro gru-
po demostrd que las proteinas con estas secuencias hidrofébicas requieren adi-
cionalmente una secuencia de aminoacidos de carga positiva [204] que podrian
mediar la interaccién con determinados fosfolipidos [205], para su localizacién en
CLs. Secuencias similares se han encontrado en otras proteinas con dominios hi-
drofébicos de reclutamiento a CLs [201, 204]. Posteriormente, también se ha de-
mostrado la cooperacion entre una secuencia hidréfoba y secuencias cargadas
positivamente para direccionar a CLs tanto caveolina-2 [116], como la proteina de
la capside del virus del Dengue [206], AUP-1 y Rdh10 [207, 208].

Este tipo de secuencia sefal permitiria a estas proteinas reclutarse a los CLs
por difusion lateral a través de los lugares de contacto entre CL y RE desde la
membrana del RE, donde se localizan estas proteinas en ausencia de acidos
grasos. Dicho transporte ha sido demostrado para proteinas como ALDI, caveo-
lina, AAM-B y UBXDS8 [43, 204, 209]. En estos casos, la secuencia hidrofébica en
forma de horquilla se encargaria del anclaje a la membrana del RE mientras que la
secuencia positiva direccionaria a la proteina hasta los CLs interaccionando con
el RE (frecuentemente durante la biogénesis de CLs) [204].

Modificaciones lipidicas

Aunque no se ha demostrado hasta el momento de forma experimental, se ha
propuesto que la modificacién lipidica de proteinas podria permitir el anclaje de
proteinas en los CLs, como asi lo hace en las diferentes membranas celulares.
Proteinas de la familia Rab, como Rab5, Rab7 y Rab18, ampliamente detectadas
en los CLs, pertenecerian a esta clase de proteinas [8]. Se desconoce el mecanis-
mo por el cual se reclutan estas proteinas a los CLs, pudiendo llegar por difusion
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lateral desde el RE o por transporte vesicular.

Interaccion con proteinas ancladas en los CLs

Las proteinas sin estructuras hidréfobas pueden localizarse en los CLs por
interaccidn con otras proteinas como sucede en el caso de la lipasa sensible a
hormonas (HSL), cuyo reclutamiento a CLs depende de la unién a Plin1/Perilipina
fosforilada por PKA en respuesta a hormonas [8].
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Figura 5. Vias de reclutamiento de proteinas a CLs. Adaptado de [8].
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2.2.4 Acumulacién y degradacion de proteinas en los CLs

El proteoma de los CLs contiene muchas proteinas con localizacién teérica
en otros organulos y cuya presencia en CLs ha sido corroborada por otros méto-
dos. Algunos ejemplos son las histonas y Prp19p (nucleo), IMPDH, a-sinucleina y
Hsp70 (citosol), estomatina (membrana), escualeno epoxidasa y apolipoproteina
B (RE) o Nir2 (aparato de Golgi). En algunos casos estas proteinas participan en
una funcién especifica en los CLs, pero en otros casos, los CLs serian un refugio
temporal para éstas, previo a su degradacion [76].

Se ha propuesto que los CLs podrian ser un almacén de proteinas mal ple-
gadas [210] que expongan dominios hidréfobos internos al exterior haciéndola
proclive a formar agregados citosélicos potencialmente téxicos. Su localizacion
en los CLs permitiria evitar dicha toxicidad. En consonancia con esta hipdtesis,
la sobreexpresién de a-sinucleina, que forma agregados en la enfermedad de
Parkinson, promueve la acumulacién de CLs [76]. Ademas, la retencion de apoli-
poproteina B en los CLs evita la formacion de agregados citosolicos [14]. Como
se ha comentado anteriormente, mediante protedmica se han detectado frecuen-
temente chaperonas en los CLs. De esta manera, los CLs podrian tener un papel
en el plegamiento de las proteinas. Por ejemplo, la chaperona Hsp70, localizada
en CLs en respuesta a calor, podria encargarse de plegar proteinas mal plegadas
acumuladas en CLs en esta situacion [211].

La localizaciéon en los CLs también podria estabilizar proteinas que en el ci-
tosol serian degradadas rapidamente, como es el caso de las histonas durante
el desarrollo de Drosophila [76]. Otra posible funcion de los CLs en relacion a las
proteinas acumuladas en éstos podria ser el transporte de proteinas entre dife-
rentes localizaciones intracelulares mediante su interaccién con los diferentes
organulos, en una funcién analoga a la de las lipoproteinas que transportan pro-
teinas entre diferentes tejidos [76].

Por otro lado, los CLs participarian en la degradacién de proteinas. Se ha
descrito que estos organulos contienen subunidades del complejo del proteaso-
ma [23] y tienen la capacidad de poliubiquitinizar proteinas in vitro [212]. En este
sentido, recientemente se ha postulado que los lugares de contacto entre CL y
RE podrian funcionar como plataforma de degradacion de proteinas por el pro-
teasoma y la proteina AUP1 participaria en este proceso reclutando una E2-ubi-
quitin ligasa [213, 214]. Se ha descrito la degradacion de determinadas proteinas
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localizadas en CLs via proteasoma como por ejemplo CideC/Fsp27 [215], Plin1/
Perilipina y Plin2/ADRP [89, 90], la estabilidad de las cuales viene determinada
por la cantidad de TAG.

La actividad del proteasoma asociada a CLs puede regular la acumulacion de
estos organulos a través de la degradacion especifica de algunos de sus regula-
dores. Se ha descrito que la proteina espartina/SPG20, que recluta la E3 ubiquitin
ligasa AlP4 a CLs, modula el tamafio y nimero de éstos mediante la degradacion
de Plin2/ADRP [216, 217]. Plin3/TIP47 participaria en este proceso reclutando a
espartina/SPG20 en los CLs y promoviendo la degradacion de Plin2/ADRP [216,
218, 219]. Los CLs también tendrian un papel en la regulacion de la secrecion de
VLDL en el higado a través de la degradacion de apolipoproteina B. Esta proteina
se encuentra poliubiquitinizada en los CLs y la inhibicién del proteasoma incre-
menta su acumulacién en éstos [220].

2.3 ARN en los CLs

En células del sistema inmune, mediante microscopia electrénica, se ha rela-
cionado a los CLs con el ARN. En estas células frecuentemente se han observado
ribosomas en contacto con los CLs. Ademas se ha detectado la incorporacion
de uridina, componente del ARN, al interior de los CLs, y la presencia de ARN
mensajero mediante la deteccion de su cola de poli-adenina [221]. Cabe destacar
que en los leucocitos se han observado estructuras membranosas procedentes
del RE en el nucleo hidréfobo de los CLs [222]. También se han detectado en CLs
de mastocitos ARN nucleares pequefios con funcién en la regulacion del splicing
[221]. Ademas, proteinas implicadas con el splicing como Prp19p se localizan en
CLs [223].

Se desconoce si la localizacion de ARN en CLs de leucocitos se puede ex-
tender a otros tipos celulares y la especificidad de los ARN localizados en estos.
Algunos ARN se transportan hacia distintas localizaciones subcelulares donde
seran traducidos a proteina. Asi, la localizacion de ARN en los CLs podria estar
relacionada con la sintesis de proteinas en los CLs o en el transporte de estos
ARN hacia otras partes de la célula [76]. De forma analoga, se ha demostrado que
las lipoproteinas, con estructura muy similar a los CLs, transportan microRNAs
entre diferentes tejidos [224].
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Apartado 3.

FORMACION DE LOS CUERPOS LIPIDICOS

La formacion de los CLs consta de dos pasos, la biogénesis inicial y la poste-
rior maduracion hasta llegar a su volumen final.

3.1 Modelos de biogénesis de CLs

Al contrario de otros organulos como las mitocondrias, los CLs no se autore-
plican y se sintetizan de novo. En bacterias los CLs se generan en la membrana
plasmatica, mientras que en eucariotas, mayoritariamente derivan del RE, donde
se localizan la mayoria de enzimas de sintesis de los lipidos que los forman. No
obstante, en adipocitos se ha postulado su biogénesis también en la membrana
plasmatica [118].

El mecanismo de formacion de los CLs no se ha demostrado experimental-
mente, posiblemente debido a que el tamano inicial de los CLs, que se ha postula-
do podria ser de alrededor de 20nm [225], estaria muy por debajo de la resolucion
de la microscopia 6ptica. El modelo mas aceptado consiste en la acumulacion
de TAG en la bicapa del RE dando lugar a la formacién del CL naciente, aunque
también se ha postulado que los CLs podrian sintetizarse en regiones adyacentes
al RE (modelo de “huevo y copa”), a partir de vesiculas, o en la membrana plas-
matica. Asi, multiples modelos han sido postulados, aunque ninguno de ellos ha
sido suficientemente probado experimentalmente [1, 8]. A continuacion se expli-
can algunos de ellos, haciéndo especial émfasis en el modelo de biosintesis en el
RE, el mas aceptado por los diferentes autores.

3.1.1 Acumulacién de lipidos en la membrana del RE

La hipotesis mas aceptada para la formacion de los CLs consiste en la acu-
mulacién de lipidos neutros dentro de la bicapa del RE. Al tratar células en cultivo
con AGs, se observa la aparicién de pequeinos depdsitos de lipidos neutros a lo
largo de los tubulos del RE [8, 226]. Segun este modelo, la acumulacién progresi-
va de lipidos neutros promoveria la formacion de una estructura en forma de lente
que al llegar a un tamafo critico se separaria del RE [1, 3].
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Se ha demostrado la presencia de TAG en el interior de membranas donde
su acumulacion formaria agregados desordenados y moviles. Las simulaciones
muestran que las bicapas lipidicas pueden acomodar acumulos de TAG de 17nm
de diametro, que serian los precursores de los CLs [225]. La funcién de deter-
minadas proteinas podria finalmente estabilizar estos acumulos de lipidos per-
mitiendo su crecimiento y la formacion del CL naciente. En este sentido, se ha
demostrado que la deplecién de Plin2/ADRP o cPLA2 (fosfolipasa A2 citosdlica)
provoca la acumulacion de lipidos neutros en el RE, reduciéndose la acumulacion
de TAG en los CLs [14, 227, 228].

Se ha propuesto que el CL naciente podria escindirse del RE por fusion de
sus monocapas externa e interna alrededor del acumulo de TAG, generando un
agujero transitorio en la membrana del RE (modelo de escisidon de la bicapa
del RE) [229]. Aun asi, el modelo mas aceptado por los diferentes autores es el
modelo de gemacion de la monocapa externa del RE [226]. Este modelo con-
siste en que la acumulacién progresiva de lipidos provocaria un engrosamiento
de la monocapa externa del RE conteniendo los lipidos neutros hasta separarse
de este organulo, quedando formada tan solo por fosfolipidos procedentes de la
monocapa externa [1, 8, 37]. Aunque no se ha demostrado que los CLs maduros
mantengan la continuidad de membrana con el RE, cabe la posibilidad que los
CLs maduros permanezcan en contacto con este organulo [8, 14, 226].

Una bicapa lipidica puede albergar hasta un 3% de TAG en forma soluble,
como sucede en la membrana plasmatica de células proliferantes. En estos ca-
sos, se ha propuesto que los TAG formarian una estructura discoidal de aproxi-
madamente 20nm muy movil. Esta estructura permitiria transportar, por la bicapa,
lipidos sintetizados en regiones distantes, y tendria la capacidad de curvar la
membrana aunque tan solo seria estable durante periodos de tiempo muy cortos
[225]. La estabilizacion de esta estructura requeriria del reclutamiento de diferen-
tes especies de fosfolipidos con estructuras determinadas en localizaciones con-
cretas de la membrana del RE, generando la curvatura de la membrana necesaria
para estabilizar la acumulaciéon de TAG y permitir su crecimiento [230]. En este
proceso se acumularian fosfolipidos con forma de cono invertido (lisofosfolipidos,
Pl, PS) en la monocapa del CL naciente mientras que los lipidos con forma cilin-
drica (PC) o conica (PE, PA, DAG) quedarian fuera de esta estructura. La cPLA2
genera lisofosfolipidos (liso-PAy liso-PC), con forma de cono invertido, a partir de
fosfolipidos (PA y PC) y juega un papel esencial en la biogénesis de los CLs [228,
231-234]. Asi, la acumulacion local de lisofosfolipidos en la monocapa externa
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Figura 6. Modelo de sintesis de CLs por gemacién de la monocapa externa del RE.
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del RE alrededor de los TAG podria promover la formaciéon del CL naciente.

Ademas, la fosfatidiletanolamina (PE) se acumularia en la base del CL nacien-
te, en la zona de contacto con el RE y su estructura en forma de cono permitiria
la formacion de una evaginacion estable de la monocapa externa de la membrana
del RE y consecuentemente la formacién del CL naciente encarado hacia el cito-
sol [30]. Una vez formados y estables, la maduracién de los CLs correlacionaria
con la conversion de PE a PC [30]. Algunas proteinas transmembrana implicadas
en el contacto entre CL y RE, como seipina, podrian evitar la difusion de TAG
hacia el RE desde el CL naciente [1].

Durante la formacion del CL, la estructura inicialmente acumularia DAG me-
diante la accién de la lipina-1. El DAG formado por ésta estimula la biogénesis
de CLs independientemente de la formacién de TAG [235] pudiendo afectar a la
activacion de la cPLA2 [50] o, debido a su forma conica, tener un papel estructu-
ral en la formacion de la evaginacién de la monocapa, similar al de la PE. Una vez
formado, el DAG se iria convirtiendo en TAG mediante la DGAT presente en el CL
o en el RE circundante [55]. Finalmente, el CL naciente se estabilizaria mediante
el reclutamiento de proteinas PAT como Plin3/TIP47, Plin4/S3-12 o Plin5/OXPAT
que reconocerian los acumulos iniciales de DAG [97] y posteriormente por otras
como Plin2/ADRP que marcaria CLs mas maduros [1, 236]. En este sentido, la
deplecion de Plin3/TIP47 bloquea la maduracién de los CLs y reduce la incorpo-
racion de lipidos en éstos [99].

3.1.2 Modelo del “huevo y la copa”

Este modelo alternativo propone que los CLs se formarian en una depresion
del RE pero separados de éste, quedando reposando en la depresion del RE con
gran acumulacién de Plin2/ADRP del mismo modo que un huevo en una copa,
en el que el RE envolveria el CL naciente por un lado. Los lipidos se irian trans-
portando desde el RE llenando el CL, aunque no esta definida la forma en que lo
harian [237, 238].

Hay que tener en cuenta de todos modos que los articulos que apoyan este
modelo no muestran CLs formados recientemente, simplemente muestran con-
tactos entre CLs y RE en los que se observa RE envolviendo CLs. Las imagenes
mostradas no permiten descartar que, aparte de ser envueltos por el RE, los CLs
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mantengan continuidad de membrana en determinados puntos con éste [1, 8].

3.1.3 Acumulacion de TAG en vesiculas

También se ha propuesto que la formacion de los CLs podria darse por la
acumulacion de lipidos en el interior de la bicapa que delimita una vesicula hasta
llegar a llenar todo su interior reduciendo el lumen de la vesicula a su minima
expresion. La vesicula inicial entraria en contacto con el RE y se iria llenando de
lipidos neutros. Este modelo podria explicar la alteracién de la formacion de CLs
al silenciar proteinas implicadas en el trafico vesicular [8, 37].

3.1.4 Biogénesis de CLs en la membrana plasmatica

La presencia de TAG en la membrana plasmatica se ha detectado en diferen-
tes modelos [239, 240]. Ademas, en un articulo publicado por Ost y colaborado-
res, se ha propuesto que los adipocitos podrian sintetizar TAG en la membrana
plasmatica, de un modo similar a lo que sucede en procariotas [8]. Dicha sintesis
se llevaria a cabo en una subclase de caveolas que contienen Plin1/Perilipina y
enzimas de sintesis de TAG en la membrana de los adipocitos [128]. Hay que
tener en cuenta que en este modelo celular alrededor de un tercio de la mem-
brana plasmatica esta recubierto por caveolas, proporcion mucho mayor que en
la mayoria de tejidos. Ademas, la mayor parte del citosol esta ocupado por un
gran CL de manera que la membrana queda cercana a éste. Los CLs generados
en estas caveolas, envueltos en caveolinas, podrian direccionarse al CL central
representando una via de transporte de caveolina hacia el CL directamente desde
la membrana [118]. Apoyando esta hipdtesis, se han detectado proteinas PAT en
la membrana plasmatica de adipocitos y se ha propuesto que los CLs incorpora-
rian estas proteinas desde dominios especializados de ésta [241, 242].
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3.2 Maduracion de los CLs

La induccion de CLs mediante la adicion de acido oleico en el medio genera
la formacion de CLs pequefios por toda la célula. Durante su maduracion, es-
tas estructuras incrementan progresivamente de tamafio y se agregan formando
clusteres a menudo perinucleares [23, 243]. Una vez formados, los CLs crecen
hasta llegar a su tamafno final, que es diferente segun la condicion y el tipo celular.

Los CLs nacientes tienen un tamano muy reducido que puede incrementar
mediante dos mecanismos: la incorporacién de lipidos a los CLs ya formados y
la fusiéon entre CLs.

3.2.1 Incorporacion de acidos grasos a los CLs

Los CLs pueden incorporar AGs por diferentes vias: mediante proteinas
transportadoras, por contacto directo con la membrana del RE o a través de
la sintesis de TAG in situ.

El primer mecanismo propuesto (Figura 7, 2) seria similar al que actua en la
sintesis de lipoproteinas, donde existen proteinas implicadas en la transferencia
de los TAG desde la bicapa del RE hacia el lumen de este organulo. Aun asi, me-
canismos similares no se han descrito por el momento para la transferencia de
lipidos del RE hacia los CLs.

La transferencia de TAG desde su sintesis en el RE también podria darse me-
diante contactos permanentes entre los CLs y este organulo (Figura 7, 1). En
este sentido, se ha propuesto que los CLs se mantienen en contacto con el RE,
pero dicha continuidad tan solo se ha observado sélo de forma esporadica me-
diante microscopia electronica [8, 14, 43].

Los CLs también pueden crecer por incorporacion de TAG sintetizados en
las proximidades de su superficie, a partir de DAG procedente de los CLs [55]
(Figura 7, 3). Se ha demostrado la capacidad de los CLs aislados de sintetizar lipi-
dos neutros [168]. Ademas, recientemente se ha descrito la presencia en los CLs
de al menos una isoforma de todas las enzimas implicadas en la sintesis de TAG.
En este trabajo, los autores demuestran que la sintesis local de TAG en los CLs
promoveria el incremento de tamanfo, especificamente en aquellos CLs de la cé-
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lula que albergan la maquinaria de sintesis de TAG [46, 55]. Asi, la incorporacion
de TAG sintetizados en los propios CLs podria ser un importante mecanismo para
el crecimiento de éstos. Este fendmeno se ha observado durante la biogénesis de
CLs en adipocitos post-lipoliticos [245], seguramente por incorporacion de AGs.

Los CLs de fibroblastos parecen incorporar TAG a una tasa uniforme mientras
que los CLs de adipocitos incorporan TAG a diferente velocidad entre los diferen-
tes CLs, sugiriendo un diferente grado de contacto entre el RE y los CLs y/o un re-
clutamiento diferencial de la maquinaria de sintesis, por ejemplo DGAT2 [38, 55].

Independientemente del origen de los TAG incorporados a los CLs, el proceso
de maduracién requiere de la incorporacion de fosfolipidos a medida que el CL va
incrementando de tamafio. Como se ha explicado anteriormente, el contenido de
fosfatidilcolina de los CLs regula la unién de la CCT (paso limitante en la sintesis
de este fosfolipido) a los CLs activando asi la sintesis de ésta.

3.2.2 Fusion entre CLs

La relevancia de la fusion entre CLs como mecanismo de crecimiento de éstos
es controvertida. Los estudios por videomicroscopia muestran que este proce-
so seria muy poco frecuente en situaciones fisiolégicas, incluso en situaciones
donde los CLs forman clusteres muy densos presionandose entre si [3, 43], ex-
ceptuando situaciones artefactuales causadas por concentraciones excesivas de
determinadas drogas [244]. Aun asi, se ha observado la fusién homotipica com-
pleta (entre CLs similares) durante la biogénesis de CLs que se da en situacion
post-lipolitica en adipocitos [245]. La fusién completa (Figura 7, 5), si se lleva a
cabo entre CLs de similar tamafo, generaria un exceso de fosfolipidos producto
de la fusion cuyo destino se desconoce, aunque podria explicar la presencia de
estructuras membranosas observadas en el nucleo de algunos CLs [3, 246]. Este
mecanismo también podria ser el empleado para transportar los lipidos neutros
sintetizados en las caveolas a los grandes CLs de adipocitos [28].

Recientemente se ha observado CLs creciendo a expensas de otro CL con el
que estan en contacto, con el trasvase de lipidos entre ellos a través del punto
de contacto, y por lo tanto de una “fusién parcial” de sus monocapas [245, 247,
248] (Figura 7, 4). Este mecanismo de fusion, al ser un mecanismo de fusién mas
lento permitiria el remodelamiento de los fosfolipidos de los CLs participantes,
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para mantener la estabilidad de la monocapa. Se ha descrito que dicho incre-
mento de tamafo reduce el reclutamiento de lipasas como ATGL a los CLs, redu-
ciendo la lipdlisis, tanto basal como estimulada por hormonas [249].

La fusion entre CLs podria ser el mecanismo por el que se forma el gran CL
unilocular de los adipocitos o los CLs de gran tamafio observados en hepatocitos
durante la esteatosis. Aun asi, la fusion probablemente no seria el mecanismo
preferencial de crecimiento de los CLs en células con acumulaciones de lipidos
mucho mas reducidas [226].

La fusién entre CLs esta regulada por proteinas de la familia Cide (cell death-
inducing DFF45 effector), la mas estudiada de las cuales es CideC/Fsp27. Ci-
deC/Fsp27 se expresa mayoritariamente en adipocitos y en higados esteatéticos
[250], y su expresiéon correlaciona con el tamafo de los CLs, implicandola en
los mecanismos de maduracion [251, 252]. Recientemente se ha descrito que
CideC/Fsp27 se localiza en los contactos entre CLs por donde se produciria tras-
vase de lipidos. Este trasvase seria unidireccional permitiendo el crecimiento de
uno de los CLs a expensas del otro [245, 247], por lo tanto, esta proteina estaria
implicada en la “fusién parcial” de CLs mencionada anteriormente (Figura 7, 4).
En adipocitos este tipo de fusion seria necesario para la formacion del gran CL
unilocular y esta regulado por la interaccién de CideC/Fsp27 con Plin1/Perilipina
[2583, 254]. Los ratones deficientes en CideC/Fsp27 tienen adipocitos con multi-
ples CLs en vez de uno solo, y consecuentemente una mayor lipdlisis [250].

La proteina CideA, de la misma familia que CideC/Fsp27, también se loca-
liza en CLs [255] y su sobreexpresion promueve la acumulacion de lipidos y la
formacién de menos CLs pero de mayor tamafo [256]. Esta proteina modula la
acumulacion de lipidos durante la esteatosis hepatica [257]. Los CLs nacientes
en hepatocitos interaccionan con los CLs maduros de forma transitoria. Estas
interacciones transitorias permitirian la transferencia de lipidos desde los CLs
nacientes al nucleo de los CLs maduros de forma gradual sin llegar a observarse
procesos de fusion completa [236]. Aunque se desconoce como, la lipasa TGH
participa en este mecanismo puesto que la deplecién de ésta en hepatocitos re-
duce el trasvase de lipidos entre CLs nacientes y maduros [236].

El otro miembro de la familia Cide, CideB, se localiza en el RE y CLs y también
estaria implicado en la transferencia de lipidos desde los CLs pero hacia el RE,
para la formacion de VLDL, interaccionando con la apolipoproteina ApoB [258].
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Otro elemento importante en la regulacioén de la fusién entre CLs parece ser la
composicién de la monocapa de fosfolipidos. Como se ha comentado anterior-
mente, la fosfatidilcolina evitaria la fusion entre CLs adyacentes [23-25], mientras
que incrementos en la cantidad de acido fosfatidico (PA) facilitan la fusion de
CLs en contacto generando CLs de gran tamano. Este incremento en PA se da
en levaduras deficientes en seipina, proteina situada en los contactos entre RE y
CLs, o en mutantes de lipina [26, 259]. Durante la maduracion de los CLs, el PA
se generaria a partir de fosfatidilcolina por la PLD (fosfolipasa D) [260], reclutada
en los CLs mediante el sistema Arf1/COPI [186], y promoveria la acumulacién de
CLs [261]. EL PA, ademas de promover la fusién por si mismo, también podria
activar las proteinas SNARE, implicadas en la fusion de vesiculas, que también se
han relacionado con la fusion entre CLs [27], aunque queda por clarificar el me-
canismo por el cual mediarian la fusién entre monocapas [1, 8]. El reclutamiento
de proteinas SNARE a los CLs en adipocitos podria estar regulado por la proteina
y-sinucleina, altamente expresada en estas células [262].

3.3 Otros reguladores de la acumulacion de CLs

Ademas de las proteinas implicadas en el proceso de biogénesis y madura-
cién comentadas anteriormente y las proteinas implicadas en la sintesis de TAG,
se han descubierto diferentes proteinas importantes para la acumulacion de CLs.

Las proteinas FIT (Fibrate Induced Transcript): FIT1/FITM1 y FIT2/FITM2 son
proteinas integrales de membrana del RE mayoritariamente expresadas en mus-
culo esquelético y tejido adiposo respectivamente. Su deplecion reduce la acumu-
lacion de TAG y su sobreexpresion la eleva, incrementando el tamafio de los CLs,
sin afectar a la sintesis de TAG, de modo que promoverian el direccionamiento de
TAG en los CLs [263]. De forma interesante, recientemente se ha descrito su ca-
pacidad de unir TAG y DAG, aunque de manera diferencial, teniendo FIT2/FITM2
mas afinidad por éstos, esta mayor afinidad correlacionaria con un mayor efecto
sobre la incorporacion de TAG y el tamafo de los CLs [264]. Sus diferencias de
expresion en tejidos y el hecho que la sobreexpresion de FT2/FITM2 genera CLs
de mayor tamafo han llevado a especular que FIT1/FITM1 promoveria la forma-
cién de CLs destinados a su consumo en el musculo mientras que FIT2/FITM2
promoveria el almacenamiento de lipidos en el tejido adiposo [3, 8, 28].
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Recientemente se ha descrito un papel de la proteina atlastina, implicada en
la regulacion de la estructura del RE, en el control del tamafio de los CLs [265].

Por otro lado, la iPLA2 (fosfolipasa A2 independiente de Ca2+ del grupo VIA)
también se ha implicado en la sintesis de CLs. Esta enzima cataliza la hidrdlisis
de fosfolipidos cémo fosfatidilcolina o acido fosfatidico hacia lisofosfolipidos per-
mitiendo el recambio de las cadenas de AGs en éstos, en el ciclo de Lands. La
iPLA2 promueve la acumulacién de CLs en respuesta a determinados tipos de
estrés [266] (explicada posteriormente).

La expresién de LC3 (Microtubule-associated protein 1A/1B-light chain 3), im-
plicada en la sintesis de la membrana inicial de los autofagosomas, promueve la
biogénesis de los CLs, dado que su deplecién reduce la formacion de CLs y la
sintesis de TAG en diversas lineas celulares [267]. Otras proteinas implicadas en
la autofagia como Atg5 serian importantes para la acumulacion de lipidos durante
la adipogénesis [268].

Aparte de las proteinas anteriormente especificadas, recientemente los mi-
croRNAs también se han implicado en la regulacion de la acumulaciéon de CLs.
En un estudio reciente se encontraron 11 microRNAs cuya expresion alteraba el
contenido de CLs [269]. Ademas, en otros estudios se ha demostrado el papel del
microRNA-27 en la modulacion de la acumulacion de CLs en células estrelladas
[270] y en la esteatosis inducida por el HCV [271].
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Apartado 4.

ACUMULACION DE CUERPOS LIPIDICOS Y FUNCIONES
ASOCIADAS

La acumulacion de CLs se ha descrito en respuesta a multiples situaciones
como el exceso de AGs, el estrés celular, la disfuncién mitocondrial, la hipdxia, la
apoptosis e incluso en respuesta a determinados patégenos. A continuacion se
detallan estas situaciones y la funcién de los CLs en cada caso

4.1 Exceso de acidos grasos y lipotoxicidad

El principal y mas conocido estimulo para la formacién de CLs es el aporte en
exceso de AGs externos. La capacidad de induccion de la formacién de CLs es
muy diferente segun la clase de AG. Los AGs insaturados, como el acido oleico
(AQ), promueven facilmente la formacion de CLs, mientras que los AGs saturados
como el acido palmitico (AP) o el acido estearico (AE) tienen una capacidad de
formar CLs muy baja, gran parte de la cual reside en la sintesis de AGs insatura-
dos a partir de éstos por parte de las estearoil-CoA desaturasas [272, 273].

La principal funcién de la sintesis de CLs en respuesta a AGs es evitar la
lipotoxicidad. El tratamiento con AG saturados (AP o AE) provoca apoptosis en
células pancreaticas [274-278], cardiomioblastos [279], células de ovario [280],
preadipocitos [281], células musculares [282] y hepatocitos [273, 283-286]. Los
AGs insaturados promueven la esterificacion de los AGs saturados, protegiendo
a las células de sus efectos téxicos.

A continuacion detallamos los mecanismos descritos por los que los AGs pro-
mueven lipotoxicidad, asi como las vias por las que algunos AGs protegen frente
a ésta (Figura 8).

4.1.1 Lipotoxicidad de los AGs

Se han propuesto diversos mecanismos por los cuales los AGs provocarian
lipotoxicidad:
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Estrés de reticulo

El estrés de RE consiste en la acumulacién de proteinas mal plegadas en el
lumen del reticulo que posteriormente seran exportadas al citosol para su degra-
dacion mediante proteasoma durante la respuesta a proteinas mal plegadas. El
estrés de reticulo sostenido acaba provocando la muerte celular por apoptosis
[287].

El AP provoca estrés de reticulo en células pancreaticas [274, 275, 277], en
células hepaticas [286], en preadipocitos [281] y en células de ovario [279]. Este
AG se incorpora rapidamente en fosfolipidos, DAG y TAG, acumulandose di-
chas especies con AGs saturados en el RE. Esta acumulacion altera la estructura
e integridad de este organulo aumentando su permeabilidad [275, 280, 287]. Ade-
mas, los AGs saturados se intercalan en la membrana del RE pudiendo mediar
en parte esta alteracion (Figura 8, A). La mayor permeabilidad de la membrana
del RE facilitaria la salida de Ca?* de este organulo [280] y consecuentemente
defectos en el plegamiento de proteinas, generando estrés de reticulo [280, 287].
Ademas, la salida de Ca?* del RE es un evento clave para activar la apoptosis por
la via mitocondrial en respuesta a estrés de RE (Figura 8, B). Se ha postulado que
los CLs podrian tener un efecto protector sobre el estrés de reticulo a través del
secuestro de iones de calcio en su superficie [287]. También se ha descrito que
la inhibicion de la palmitoilacion de proteinas reduce el estrés de reticulo y la
apoptosis en respuesta a AP [277], por lo que parte del estrés de RE observado
podria deberse a una palmitoilacién aberrante de proteinas (Figura 8, C).

Aparte de los AGs saturados, los AGs insaturados, como el AO, también
muestran cierta lipotoxicidad, ademas de su efecto protector sobre la lipotoxici-
dad causada por el AP (explicado mas adelante). Se ha descrito que el tratamien-
to con AO provoca apoptosis en células pancreaticas [274, 276, 288], aunque
en menor grado que el AP. En estas células la sobreexpresion de la chaperona
GRP78 protegeria de la muerte inducida por AO [288] indicando un posible papel
del estrés de reticulo endoplasmatico en esta apoptosis. En este sentido, se ha
observado que el AO provoca estrés de reticulo en células pancreaticas [274]
(Figura 8, D). También se ha detectado apoptosis asociada al tratamiento con AO
en fibroblastos [289] y neuronas [290].

La menor lipotoxicidad del AO respecto al AP [276] depende de la capacidad
de esterificacion de las células (Figura 8, E). Cuando ésta se encuentra compro-
metida, la lipotoxicidad del AO es similar a la del AP [272, 276, 287, 291].
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Estrés oxidativo y alteracion mitocondrial

El AP genera un incremento de especies reactivas de oxigeno (ROS) en multi-
ples tipos celulares [279, 282, 284, 292] y en mitocondrias de musculo [293]. En
algunos de estos casos se ha demostrado que la apoptosis mediada por AP es
parcialmente dependiente de ROS [279].

En células musculares se ha descrito que dicha acumulacién de ROS depende
de la sintesis de ceramidas [282] (Figura 8, F). La acumulacién excesiva de estos
lipidos promueve la producciéon de ROS en la mitocondria y la permeabilizacion
de la membrana mitocondrial previa a la apoptosis. Inhibidores de la sintesis de
ceramidas reducen la apoptosis inducida por AP y, de forma interesante, el tra-
tamiento con AGs insaturados previene de la apoptosis debida a AP y ceramidas
[294].

También se ha asociado el incremento de ROS a la B-oxidacion de AGs en
la mitocondria [293], por lo que en algunos casos parte del ROS asociado al tra-
tamiento con AP se deberia a su oxidacion (Figura 8, G). Dicho ROS contribuiria
también a parte del estrés de reticulo [279] (Figura 8, H) y posiblemente también
[282] a la disfuncién mitocondrial observada en respuesta a AP en diferentes mo-
delos celulares [273, 282, 284, 295] (Figura 8, ).

Se ha descrito que el AO también provoca un incremento de ROS [288, 296-
298] y lo haria por dos vias; mediante la p-oxidacion mitocondrial [298] (Figura 8,
J) y mediante la activacién de la NAD(P)H oxidasa [289, 296-298] (Figura 8, K) que
promueve la produccion de ion superdxido en la membrana plasmatica.

Resistencia a Ia Insulina

Cuando estan formados por cadenas de AG saturados, los DAG y algunos fos-
folipidos activan en mayor medida la quinasa PKC, interfiriendo en la sefializacion
de insulina. Mediante este mecanismo los AGs saturados generarian resistencia
a lainsulina [287]. También se han implicado las ceramidas en este proceso [294]
(Figura 8, punteado rojo). La acumulacién de CLs en las células frecuentemente
se ha relacionado con la resistencia a insulina. Aun asi, el incremento de la acu-
mulacién de CLs, mediante la sobreexpresion de DGAT2 o Plin2/ADRP en rato-
nes, no genera resistencia a insulina (en higado y musculo respectivamente) [37,
299], por lo que ambos procesos no estarian directamente relacionados.
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Figura 8. Mecanismos por los que los AGs generan lipotoxicidad.

4.1.2 Efecto protector del AO sobre la lipotoxicidad

El tratamiento con AO inhibe la apoptosis inducida por AE [285] y AP [272,
276, 282, 292, 300]. Se han descrito dos mecanismos por los que mediaria este
efecto protector, promoviendo la esterificacién y la B-oxidaciéon de AGs satura-

dos.

Esterificacion del AP en CLs

El AO promueve la esterificacion de AGs de cadena saturada en TAG y su al-
maceén en CLs [272] (Figura 8, L). El direccionamiento del AP hacia la sintesis de
TAG mediado por el AO reduce la sintesis de ceramidas y también la produccion
de ROS [272]. En este sentido, el co-tratamiento con AO también reduce la dis-
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funcién mitocondrial provocada por el AP [282]. Otro ejemplo de proteccién de la
lipotoxicidad mediante la esterificacién se da en macréfagos, donde para evitar
que promueva estrés de reticulo y apoptosis el colesterol libre es acumulado en
CLs en forma de ésteres de colesterol [200]. Asi, la acumulacién de CLs seria el
principal mecanismo de lucha contra la lipotoxicidad [299].

B-oxidacion mitocondrial del AP

El AO también promueve la B-oxidacion del AP incrementando la sintesis de
su transportador hacia el interior de la mitocondria, la carnitina palmitoil transfe-
rasa-1 (CPT1) [276, 292, 300] (Figura 8, M). La B-oxidacién mitocondrial de AP, de
forma controlada, previene de la produccién de ROS, la disfuncion mitocondrial y
la lipotoxicidad asociada a éste [275, 277, 280, 284, 300] reduciendo la disponibi-
lidad de AP para la sintesis de otros lipidos como ceramidas y DAG.

4.2 Estrés celular

Los CLs se acumulan en condiciones de estrés celular muy diferentes, por lo
que su formacion se puede considerar una respuesta generalizada al estrés [287]
que, de forma importante, suele suceder sin aporte externo de AGs.

La acumulacién de CLs en respuesta a estrés se ha demostrado frente al es-
trés osmoético [301], estrés por pH acido, estrés de reticulo o ayuno de glucosa
[266]. En estos casos dicha acumulacion depende de la participacion de la iPLA2
(fosfolipasa A2 insensible a calcio). Esta fosfolipasa degrada fosfolipidos obte-
niéndose lisofosfolipidos, que facilitarian la curvatura de membrana necesaria
para la biogénesis de CLs, y AGs que serian usados para la sintesis de TAG. Asi,
en respuesta a estrés, las células sintetizarian CLs a partir de fosfolipidos, a falta
de aporte externo de AGs.

En la acumulacién de CLs en respuesta a estrés también podrian tener un pa-
pel las SAPK (quinasas de respuesta a estrés) p38 y JNK. La activacion de estas
quinasas por el acido araquidénico promueve la activacion de cPLA2 y la sintesis
de CLs en monocitos [232], por lo que no se puede descartar que otros tipos de
estrés que provoquen la activacion de las SAPK activen la sintesis de CLs por
este mecanismo.
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4.2.1 Estrés de reticulo endoplasmatico

En el apartado anterior hemos visto que determinados AGs provocan estrés
de reticulo y que los CLs protegerian a la célula frente a este estrés. Ademas, la
induccién de estrés de reticulo por distintas vias provoca la acumulacion de CLs
en cultivo [183, 259, 302] y en ratones in vivo [287, 303] y su resolucién mediante
chaperonas previene dicha acumulacién [287]. Los CLs tendrian un efecto pro-
tector frente a dicho estrés. Por ejemplo, la expresion de una forma mutada de
seipina provoca estrés de reticulo y el tratamiento con AO promueve la acumu-
lacion de CLs en estas células y la translocacioén de la proteina mutada a éstos,
reduciendo el estrés de reticulo [304].

El mecanismo mediador de dicha induccién no se conoce en profundidad,
pero se ha descrito que el estrés de reticulo incrementa la expresion de ACSLS3,
que es esencial para la acumulacién de CLs en esta situacion [183]. Ademas, tam-
bién incrementa la expresion de iPLA2 [305] y genes implicados en la lipogénesis
[303], y, en el higado de ratones, reduce la de genes implicados en la 3-oxidacion
[306], relacionando al estrés de reticulo con la esteatosis no alcohdlica [303, 307].

Como hemos comentado anteriormente, los CLs contienen chaperonas y ade-
mas se especula que podrian servir como almacén temporal de proteinas y parti-
cipar en su degradacion, por lo que una posible funcién de los CLs en respuesta
al estrés de RE podria ser la degradacion de proteinas mal plegadas [287].

Recientemente se ha observado que en situacion de estrés de reticulo, los
adipocitos activan la lipdlisis [308]. El estrés de RE sostenido en adipocitos, in-
crementaria la cantidad de AGs circulantes trasladando la lipotoxicidad a otros
tejidos. Como se vera mas adelante gran parte de los AGs procedentes de la
activacion de la lipdlisis en adipocitos son re-esterificados en CLs formados de
novo. Asi, podria ser que el efecto protector frente al estrés de reticulo no lo ejer-
cieran los CLs per se sino el proceso de biogénesis de éstos, dado que durante
este proceso los CLs estarian en contacto permanente con el RE facilitando la
re-localizacion de proteinas desde éste.

4.2.2 Estrés osmético
Recientemente se ha observado la acumulacién de CLs en respuesta a estrés
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osmoético. Se ha especulado que podria ser debido a la necesidad de metabo-
lizar el exceso de fosfolipidos intracelulares que causaria la internalizaciéon de
membrana necesaria para la reduccion del tamano de la célula en respuesta a un
ambiente hiperosmético [301].

4.2.3 Ayuno de nutrientes

El ayuno de nutrientes provoca la acumulacién de CLs en células de glioblas-
toma, astrocitos, células Hela, células de ovario y neuronas en cultivo, especial-
mente en neuronas procedentes de ratas hembra, de forma dependiente de la
cPLA2 [233, 234]. En estos casos, los AGs acumulados serian destinados a la
B-oxidaciéon mitocondrial que seria necesaria para la supervivencia frente a este
estrés [233].

4.3 Disfuncion mitocondrial

La acumulacién de CLs en situaciones de disfuncion mitocondrial se ha de-
mostrado en células apoptéticas [309], en higado de ratén [310] y en musculo.
También se ha observado una correlacién entre el dafio mitocondrial y la acumu-
lacion de CLs en células tumorales tratadas con determinados agentes quimio-
terapéuticos [311].

Ademas, en células con mitocondrias funcionales, la inhibicién de la cadena
respiratoria mediante inhibidores de sus complejos también provoca la acumu-
lacion de CLs [309, 312-314]. También se ha especulado que la induccién de la
acumulacion de CLs en el musculo durante la caquexia tumoral [315] seria debida
a una disfuncién de la cadena respiratoria observada en estos casos [316].

El impedimento de la B-oxidaciéon mitocondrial de AGs conlleva un incre-
mento en la acumulacién de CLs en células ES [317], en células estrelladas del hi-
gado [318], en higado y musculo de rata [319], en musculo y en células tumorales
[312], probablemente como consecuencia de un incremento de la concentracion
de AGs libres en el citoplasma.

Asi, probablemente, la causa de la acumulacién de CLs en situaciones de dis-
funcién mitocondrial seria una disminucién en la capacidad de p-oxidacion de las
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células. Finalmente la disfuncién mitocondrial observada en personas obesas las
predispondria a tener un elevado contenido de CLs en el musculo [320].

4.4 Hipoxia

Otra situacion en la que el metabolismo mitocondrial se ve comprometido es
la hipoxia, con una inhibicion de la cadena respiratoria y de la B-oxidacién [321].
Consecuentemente se ha observado la acumulacion de CLs en respuesta a este
tipo de estrés [321-323]. El factor de transcripcion mas importante en respuesta
a hipoxia es HIF-1 y se ha visto que en respuesta a hipoxia induce la expresiéon
de lipina-1 y de HIG2, ambas importantes en la acumulacion de CLs frente a este
estrés [322, 323].

Ademas, se ha observado la sobreexpresion de HIG2 en lesiones aterosclero-
ticas, donde los macréfagos se ven frecuentemente sometidos a hipoxia y acu-
mulan gran cantidad de CLs [322, 324]. En estas células, la hipoxia promueve la
sobreexpresion de Plin2/ADRP vy la reduccion de la expresion de enzimas impli-
cadas en la B-oxidacion [321]. Aunque se ha descrito que los lipidos acumulados
por estas células derivan del metabolismo de la glucosa [325].

La hipoxia también se suele dar en determinadas regiones de tumores sdlidos
y se ha observado que en estos casos también correlaciona con un incremento
en la acumulacion de CLs [326].

4.5 Apoptosis

Se ha observado una acumulacién de TAG durante la apoptosis en gliomas
[327], y la acumulacion de CLs en células Jurkat en etapas iniciales de la apopto-
sis, que correlaciona con una disminucion de los niveles de PC [328]. Asi, durante
la apoptosis se podria estar promoviendo la sintesis de TAG a partir de fosfati-
dilcolina via iPLA2 como en otros tipos de estrés. De hecho, la induccién de la
apoptosis via Fas activa PLA2.

La acumulacion de CLs en apoptosis también podria deberse a una inhibicion
del metabolismo mitocondrial de los AGs. En esta linea, recientemente se ha
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descrito que la acumulacién de CLs durante el inicio de la apoptosis se deberia
a la inhibicién de la B-oxidacion mediada por el estrés oxidativo que provocaria
el direccionamiento de AGs a TAG [309]. Se ha propuesto que en células dana-
das, con un incremento de ROS y la consecuente inhibicion de la -oxidacion, la
acumulacion de CLs prevendria de los efectos toxicos de la acumulacion de AGs
libres [309]. Ademas, la acumulacién de CLs en células apoptoéticas activaria, una
vez fagocitadas, su degradacion por parte de macréfagos evitando una mayor
inflamacién [329].

4.6 Patégenos

La acumulacién de CLs es un proceso frecuente en respuesta a diferentes in-
fecciones y condiciones inflamatorias como la aterosclerosis, sepsis bacteriana,
infecciones viricas e infecciones de micobacterias. La formaciéon de CLs en res-
puesta a patdbgenos se ha demostrado en infecciones de bacterias (de géneros
como Acinetobacter, Chlamydia, Escherichia, Kleibsella, Mycobacterium, Proteus,
Pseudomonas, Staphylococcus y Vibrio), en virus (virus del Dengue o de la hepa-
titis C) y en parasitos (de géneros cémo Leishmania, Plasmodium, Schistosoma,
Toxoplasma y Tripanosoma) [330].

4.6.1 Infecciones viricas

La acumulacién de CLs en respuesta a virus se ha estudiado principalmente
en el virus de la hepatitis C (HCV). Algunas proteinas de este virus como la pro-
teina core (de su capside) se localizan en los CLs [331] y reducen el metabolismo
de éstos, ademas de promover su localizacion perinuclear [332]. Se ha propuesto
que las particulas de este virus se ensamblarian en los contactos entre CL y RE
[333] y el silenciamiento de la expresion de Plin3/TIP47 bloquea este proceso
[334].

Poniendo de relevancia el papel crucial de los CLs en el ciclo vital de muchos
virus, la inhibicion de la sintesis de CLs inhibe la proliferacién del virus del Den-
gue, del HCV y de rotavirus [335-337].

Los CLs también tendrian una funcion antivirica, la proteina viperina se loca-
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liza en estos organulos en células dendriticas inhibiendo la replicacién del HCV
[14] interaccionando con proteinas del virus [338].

4.6.2 Infecciones bacterianas

La induccién de CLs en células por parte de muchas bacterias se realiza en
respuesta a componentes de la pared bacteriana como el lipopolisacarido (LPS).
Esta molécula promueve la acumulacién de CLs en neutréfilos [339], fibroblastos
[340] y microglia [341]. ElI LPS promueve una cascada de sefializacion que activa
la expresién de Plin2/ADRP y la acumulacién de CLs [341].

Las placas de ateroma formadas por macréfagos con una gran cantidad de
ésteres de colesterol (foam cells) contienen restos de bacterias, por lo que se ha
especulado un papel inicial de estas infecciones en la formacién de las placas de
ateroma.

Ademas, patoégenos intracelulares del género micobacteria, causantes de en-
fermedades como la tuberculosis o la lepra, se dividen en el interior de la vacuola
de los macroéfagos y promueven la acumulacion de grandes cantidades de CLs,
a partir de la captacion de lipoproteinas, en los macréfagos infectados [342, 343].
Las vacuolas infectadas absorben CLs procedentes del citoplasma a los que las
micobacterias permanecen adheridas [343]; estos patégenos, importan AGs de-
rivados de los CLs del huésped y los incorporan en sus propios CLs [324].

Por otro lado, los CLs también ejercerian funciones antibacterianas. La NAD(P)
H oxidasa es activada por lipidos y mediaria la produccién de ROS en las vacuo-
las infectadas en macrofagos, incrementando la capacidad de matar los patdge-
nos [330]. Por otro lado recientemente el grupo del Dr. Steven P. Gross, en cola-
boracién con nuestro grupo, ha descrito que las histonas se localizan en CLs y se
liberan de éstos en respuesta componentes de las paredes bacterianas matando
las bacterias. Este mecanismo se ha estudiado en los embriones de Drosophila'y
parece conservarse también en ratones, donde la exposicién de los animales a
LPS incrementaria la expresion de Histona H1 en CLs. Ademas, en CLs de higado
de ratoén, la exposicion de los CLs a LPS in vitro promueve la liberacién de dicha
histona [344].
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4.6.3 Parasitos

Parasitos intracelulares causantes de enfermedades muy extendidas como la
malaria, enfermedad de Chagas, leishmaniasis o toxoplasmosis causan también
la acumulacién de CLs en las células infectadas [330]. El mecanismo por el que
estos organismos provocan la induccién de CLs aun no es del todo conocido y
en algunos casos dependeria de la sintesis de novo de AGs [330, 345] mientras
que en otros de la captaciéon de AGs [346].
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Apartado 5.

DINAMICA DE LOS CUERPOS LIPIDICOS

Excepto en células como los adipocitos maduros, con grandes CLs aparente-
mente estaticos, los CLs son organulos muy dinamicos y moéviles que interaccio-
nan con otros organulos intracelulares [93].

5.1 Movimiento de los CLs

El movimiento de los CLs se ha observado en modelos tan diferentes como
las hifas de hongos [9], los embriones de Drosophila, axones de Aplysia [347], o
células de mamifero.

Los CLs en células en cultivo exhiben dos clases de movimiento, rotatorio,
oscilando a corta distancia, y saltatorio, lineal de larga distancia con una veloci-
dad entre 1-2,5um/s en células de mamifero [70, 72, 115, 348-354].

La mayoria de CLs de la célula realizan un movimiento oscilatorio dentro de
un area muy pequefa y parecen encontrarse interaccionando con el RE. Aun asi,
algunos CLs realizan movimientos saltatorios y direccionados, y, frecuentemen-
te se ha observado al mismo CL realizar un movimiento rapido en un sentido y
posteriormente otro en sentido contrario siguiendo la misma direccion [348, 350].
En concordancia con este hecho se han observado CLs desplazandose por mi-
crotubulos [354, 355], que son necesarios para dicho movimiento [72, 350-352,
355-357]. Ademas, el tamafo de los CLs podria determinar su movimiento; asi los
CLs de mayor tamafio muestran una menor movilidad [351, 355].

Las proteinas motoras asociadas a los microtubulos, tanto las dineinas (pro-
teinas motoras que transportan organulos hacia el extremo negativo de los mi-
crotubulos) [358-360] como las quinesinas (proteinas motoras que transportan
organulos hacia el extremo positivo de los microtubulos) [360, 361] se han en-
contrado asociadas a CLs. Se ha descrito que la dineina interacciona con Plin2/
ADRP [359] al ser fosforilada por la quinasa ERK2 [260]; ademas, la inhibicion
de las dineinas mediante vanadato [352, 359], inyeccién de un anticuerpo para
neutralizarlas [260, 332] o mediante la expresiéon de dinamitina [353] inhibe el
movimiento de los CLs. La inhibiciéon de quinesinas también reduce la frecuencia
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de movimientos saltatorios hacia la periferia [352, 361]. La direccion del movi-
miento no depende de la mera competencia entre la actividad de las dineinas y la
de las quinesinas presentes en el CL, sino que seria un proceso coordinado por
otros factores [362], como la proteina Klar en Drosophila [356] o el complejo de
la dinactina [353], la disrupcion del cual inhibe tanto el movimiento mediado por
dineinas como el mediado por quinesinas [349].

Mediante estudios de protedbmica ademas de tubulina, también se ha detec-
tado actina en los CLs. La despolimerizacién de la actina reduce la esterificacion
del colesterol en macréfagos generando CLs de menor tamafo [363] y reduce la
velocidad de los CLs en el desarrollo embrionario [364]. Aun asi, la despolimeriza-
cién del citoesqueleto de actina en células MDCK no afecta al movimiento de CLs
[72]. Asi, el movimiento de los CLs dependeria basicamente del citoesqueleto
de tubulina, aunque no se puede descartar la participacion del citoesqueleto de
actina en determinadas situaciones.

El movimiento de los CLs ha sido estudiado durante el desarrollo de los em-
briones sincitiales de Drosophila, donde se encuentra finamente regulado [93,
106]. En estos embriones, los CLs se mueven de forma sincronizada desde la
periferia a la region central y luego en sentido contrario. La funcién de este mo-
vimiento es aun desconocida, pero es un buen modelo para estudiar los factores
que lo determinan [8, 332]. El movimiento de los CLs en este modelo depende
de las actividades relativas de los motores moleculares anclados en éstos y esta
coordinado por un complejo entre la proteina de CLs Halo [365], la quinesina, la
unidad reguladora Klar [356, 361, 366] y el homdlogo de la familia de proteinas
PAT en Drosophila, LSD2 (Lipid storage droplet 2), que determina el control del
movimiento de los CLs a lo largo del desarrollo embrionario [8, 367]. En este
complejo, la proteina Halo regula la fosforilacién de LSD2 promoviendo el trans-
porte mediado por quinesinas [349, 365]. La proteina BicaudalD también regula
la coordinacion de los motores moleculares en el movimiento de los CLs [368].
LSD2 (como sus homélogas de la familia PAT) también esta involucrada en la
regulacién del metabolismo de CLs, dado que su sobreexpresion genera moscas
obesas mientras que su deplecidn tiene el efecto contrario [369].

En mamiferos también se ha descrito que proteinas de la familia PAT regu-
larian la agregacion de los CLs. Tanto la deplecién de Plin2/ADRP [332], como la
sobreexpresiéon de Plin1 [360, 370] y CideC/Fsp27 [371] promueven la agrega-
cion de los CLs. Esta agregacion podria llevar a fusion entre CLs en células que
expresen CideC/Fsp27 [371]. Los CLs agregados en células que expresan Plin1
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se dispersan por la fosforilacién en respuesta a hormonas de la serina 492 de
Plin1/perilipina por PKA [360, 372]. Estos resultados sugieren una relacién entre
el movimiento de los CLs y su metabolismo, relacion anteriormente propuesta
en nuestro grupo que observé que la sobreexpresiéon del dominante negativo de
caveolina-3 CavDGV inhibia tanto el metabolismo como el movimiento de los CLs
[93, 115].

La dispersion de los CLs en respuesta a hormonas se realizaria de forma
progresiva, disgregandose en agregados cada vez mas pequefios que finalmen-
te dan CLs individuales [360, 372]. Dicha dispersion depende de microtubulos,
puesto que es sensible a nocodazol [360] y de proteinas motoras, dado que la
deplecion de dineina promueve la dispersion de los CLs [23]. Otro ejemplo de
regulacién del movimiento de CLs por hormonas es el que se da en células Y-1,
procedentes de la corteza adrenal, donde la estimulacion de la esteroidogénesis
mediante la hormona ACTH promueve un incremento en el movimiento de los
CLs, indicando una posible funcién de este proceso en la sintesis de hormonas
[352].

Se ha propuesto que el movimiento de los CL podria tener como funcién la
interaccion con otros organulos, aunque también podria estar relacionado con su
posible capacidad de almacén de lipidos y proteinas téxicas que podrian reclutar
desde diferentes zonas del citoplasma [349].

5.2 Interaccién con otros organulos

Los CLs suelen mostrarse interaccionando con otros organulos como el RE,
mitocondrias, endosomas o peroxisomas (Figura 9). Estos contactos pueden
ser transitorios o estables, y se ha propuesto que tendrian un papel en el trans-
porte de lipidos, aunque también podrian participar en el transporte de determi-
nadas proteinas. El movimiento de los CLs (comentado en el apartado anterior)
podria ser importante para estas interacciones [349].

Como ya hemos comentado, en los proteomas de los CLs frecuentemente se
observan proteinas de otros organulos, consideradas contaminantes, indicando
la frecuente interaccién de los CLs con otros organulos. Ademas, el proteoma de
CLs suele contener proteinas Rab, implicadas en el trafico intracelular.
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Figura 9. Interacciéon entre los CLs y otros organulos, y funciones propuestas de
cada interaccion.

5.2.1 Reticulo endoplasmatico

La interaccion entre CLs y RE se ha observado frecuentemente mediante mi-
croscopia electrénica y de fluorescencia [373] (Figura 9), ademas, mediante pro-
tedmica se suelen detectar proteinas residentes en el RE en los CLs.

Como se ha explicado anteriormente, el modelo mas aceptado de biogénesis
indica que estos se formarian en los tubulos del RE, estando en contacto con
este organulo en sus etapas iniciales. Ademas, parece que los CLs maduros man-
tendrian el contacto con el RE [351, 374-376]. Se ha demostrado el transporte bi-
direccional de proteinas entre los CLs y el RE de forma regulada segun el estatus
nutricional, reclutandose a los CLs durante su acumulacién y retornando al RE en
condiciones lipoliticas [209, 373, 374]. Este transporte, dado que se da de forma
independiente de temperatura y energia, pondria de manifiesto la existencia de
puentes membranosos entre ambos organulos o como minimo una gran cercania
entre ellos [373, 374].
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En la interaccion entre CLs y RE se han implicado diferentes proteinas, siendo
seipina y Rab18 las mas relevantes.

La proteina seipina tiene la capacidad de formar oligémeros en forma de anillo
[377] y se ha descrito en los lugares de contacto entre CL y RE, sugiriendo un pa-
pel de ésta en la comunicacién entre ambos organulos. Ademas, la deplecién de
seipina provoca CLs gigantes [376, 378] y alteraciones morfoloégicas del RE que
frecuentemente envuelve a los CLs [376]. Esta alteracion morfolégica provoca
defectos en el movimiento de los CLs y en la lipdlisis en levadura, indicando que
posiblemente los CLs permanecen adheridos al RE y dicha interacciéon podria
regular su metabolismo y el acceso de las lipasas a los CLs [375]. Ademas de
seipina, también se ha propuesto la localizacién de un complejo formado por
la DGAT2 y la acil-CoA sintetasa FATP1 en los lugares de contacto entre CLs y
RE que promoveria la acumulacién de lipidos neutros y la formacién de CLs de
mayor tamano [379].

En diferentes tipos celulares, la proteina Rab18, tipica del RE [348], se loca-
liza en los CLs [348, 380], especialmente en su forma unida a GTP (activa). En
estos organulos la localizacion de Rab18 desplaza a proteinas como Plin2/ADRP,
provocando una mayor interaccion de los CLs con el RE [380]. En adipocitos,
Rab18 se recluta a los CLs en respuesta a insulina y también a la estimulacion
B-adrenérgica [348, 381], condiciones en que los CLs y el RE parecen incrementar
su interaccién. En consonancia con la disminucion de la Plin2/ADRP asociada a
CLs, la sobreexpresién de Rab18 incrementa la lipdlisis basal y la deplecién de
Rab18 la disminuye [381]. Ademas, Rab18 se localiza en CLs que no contienen
Cav3DGV (que reduce el metabolismo y la movilizacion de los CLs), indicando
que Rab18 se localizaria en los CLs activos lipoliticamente, mediando su interac-
cién con el RE [93].

Se ha especulado que un posible papel de la interaccion entre el RE y los CLs
seria el transporte bidireccional de fosfolipidos, permitiendo eliminar los fosfolipi-
dos sobrantes de los CLs cuando estos disminuyen de tamafo debido a la acti-
vacion de la lipdlisis, o reclutar rapidamente nuevos fosfolipidos cuando los CLs
crecen de tamafo por la incorporacién de lipidos neutros sintetizados de novo.
Esta hipotesis seria coherente con las alteraciones tanto en la lipdlisis como en
la lipogénesis que provoca la modificacion de la expresion de Rab18, y ademas
con el tamafo aberrante de los CLs en ausencia de seipina, que podria deberse
a la fusiéon entre CLs producto de una incorporacion deficiente de fosfolipidos a
los CLs.

87




Dinamica de cuerpos lipidicos

5.2.2 Endosomas

Se ha descrito la interaccién de CLs tanto con endosomas tempranos (early
endosomes) como tardios (late endosomes) en células en cultivo [348]. Mas que
una interaccion estable, la interaccion entre CLs y endosomas tempranos pare-
ce seguir una dinamica de kiss-and-run, con contactos transitorios entre los dos
organulos. Rab5, proteina que media la interaccion entre endosomas tempranos,
también seria indispensable para la interaccidn de éstos con los CLs [382]. Rab7,
proteina residente en endosomas tardios, se ha detectado muy frecuentemente
en los proteomas de CLs, aunque su localizacién en CLs no ha sido comprobada,
pudiendo reflejar solamente la interaccion de los CLs con esta clase de endoso-
mas. La proteina Rab11, caracteristica de endosomas de reciclaje también se ha
detectado en CLs mediante inmunomicroscopia electrénica [382].

Se desconoce la funcion de esta interaccidén, aunque se ha especulado que
podria servir para agilizar el transporte del colesterol internalizado desde las lipo-
proteinas endocitadas hacia los CLs.

5.2.3 Mitocondrias

Se ha propuesto que esta interaccidn serviria para el transporte de AGs o
colesterol procedentes de la lipdlisis de los CLs hacia las mitocondrias, donde
se metabolizarian por B-oxidacion [3, 15] o servirian para la sintesis de hormonas
[389]. Dicho transporte ha sido analizado en adipocitos marrones [383] y células
musculares [390], donde los CLs son la principal fuente de AGs oxidados en la
mitocondria durante el ejercicio fisico.

Los CLs se han visto en contacto con mitocondrias en adipocitos [383], en
levadura [384], durante la maduracion del polen de plantas del género Magnolia
[385], en células esteroidogénicas [386], en dvulos (donde la B-oxidacion de AGs
es necesaria para el correcto desarrollo postfertilizacién) [387] o en fibroblastos
en cultivo [352]. También se ha observado la interaccion entre CLs y mitocondrias
en células pulmonares de pacientes de sarcoidosis [388]. Aun asi, el modelo don-
de mas se ha observado la interaccién entre estos organulos es el tejido muscu-
lar. Las mitocondrias y los CLs frecuentemente se encuentran interaccionando
formando cadenas de organulos en el musculo esquelético [67, 391-395] y en el
musculo cardiaco [396]. En el musculo esquelético dicha interaccion incremen-
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taria con el ejercicio fisico [397], mientras que en el cardiaco lo haria en situacion
de ayuno [396]. En el musculo se ha observado que las mitocondrias oxidan
preferentemente AGs procedentes de los CLs respecto a aquéllos que proceden
directamente del exterior [398]. Ademas, durante el envejecimiento, aunque se
acumulan mas CLs, la interaccion CL-mitocondria se reduce en este tejido [399].

En células hepaticas, el resveratrol, activador de la deacetilasa SIRT1, incre-
menta la interaccion entre CLs y mitocondrias [400], y se ha propuesto que in-
crementando el consumo de los AGs de los CLs via mitocondrial, esta droga
revertiria los efectos del envejecimiento en el metabolismo hepatico.

El mecanismo molecular que media la interaccion entre CLs y mitocondrias
es bastante desconocido, aunque recientemente se ha implicado a la proteina
Plin5/OXPAT en este proceso. Aunque también se encuentra en mitocondrias
[392, 396], Plin5/OXPAT se localiza mayoritariamente en los CLs [396, 401], don-
de regula las lipasas ATGL [402-404] y HSL [77] y consecuentemente la lipdlisis.
Plin5/OXPAT modularia la lipdlisis de forma similar a Plin1/Perilipina en adipo-
citos, inhibiendo la lipdlisis basal y promoviéndola en respuesta a estimulacién
B-adrenérgica [403, 404].

La expresiéon de Plin5/OXPAT en musculo incrementa durante el ayuno [396,
401] y en atletas entrenados respecto a individuos sedentarios [405], correlacio-
nando con la interaccion entre CLs y mitocondrias. La sobreexpresion de Plin5/
OXPAT, y no de Plin2/ADRP, incrementa la interaccion entre CLs y mitocondrias
[396], ademas de la oxidacion de AP exdgeno (no incorporado en los CLs) [401], y
que dicho incremento soélo se observa en presencia de CLs y no en mitocondrias
aisladas [392], por lo que los AGs deberian pasar por el CL para que Plin5/OXPAT
incremente su oxidacion.

Asi, esta proteina coordinaria la interaccién entre CLs y mitocondrias con la li-
polisis en tejidos altamente oxidativos, agilizando el paso de AGs de los CLs a las
mitocondrias en estos tejidos para evitar posibles efectos lipotdxicos de los AGs.
Cabe tener en cuenta que Plin5/OXPAT solamente se expresa en tejidos muy
oxidativos como musculo, higado y tejido adiposo marrén [401], mientras que
la interaccion entre CLs y mitocondrias se observa también en otras clases de
tejidos. Asi, deben existir mecanismos adicionales, conservados en los diferentes
tejidos para mediar la interaccion entre CLs y mitocondrias, a los que, en tejidos
con elevada funcién oxidativa, se afadiria la estabilizaciéon de dicha interaccién
mediada por Plin5/OXPAT.
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En este sentido, en ensayos in vitro, se ha observado que la interaccion entre
CLs y mitocondrias incrementa al afadir un GTP no hidrolizable, de manera que
dependeria de proteinas Rab [393]; ademas, la proteina SNARE SNAP23 también
podria estar implicada en ello [394]. Finalmente, también se ha propuesto que la
proteina mitocondrial Opa1 (implicada en la dinamica mitocondrial), que ejerce de
anclaje de la PKA cuando se localiza en CLs [406], podria estar implicada en la
coordinacion de la interacciéon entre CLs y mitocondrias para facilitar el paso de
AGs procedentes de la lipdlisis para la produccién de ATP en la mitocondria [406].

5.2.4 Peroxisomas

Los peroxisomas son organulos ubicuos implicados en multiples procesos
metabdlicos como la biosintesis de fosfolipidos y sales biliares, o el catabolismo
de AGs de cadena muy larga, prostaglandinas y leucotrienos. La interaccion entre
CLs y peroxisomas ha sido demostrada en levadura, donde permite acoplar la
lipolisis de los TAG de los CLs a la oxidacion de AGs en los peroxisomas. En este
trabajo se describen extensiones de los peroxisomas que entran en los CLs en
un proceso que requiere de la hemifusion de la membrana del peroxisoma con la
monocapa de fosfolipidos del CL [407]. La asociacion entre CLs y peroxisomas
también se ha observado en células COS-7 [408] y adipocitos [409].

Ademas, se ha propuesto que la interaccién entre peroxisomas y CLs estaria
implicada en la sintesis de los monoalquil(en)il-diacilgliceroles que forman parte
de los CLs en determinados tejidos [20].

5.2.5 Lisosomas, fagosomas y autofagosomas

También se ha observado la interacciéon entre CLs y autofagosomas o liso-
somas, que podria reflejar la metabolizacion de los CLs en estos organulos por
autofagia descrita recientemente [410] y que sera explicada mas adelante.

La interaccion transitoria entre CLs y fagosomas se ha descrito en leucocitos,
donde se postula que podria tener un papel en el aporte de acido araquidénico
hacia los fagosomas [411].
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Apartado 6.

METABOLISMO DE LOS CUERPOS LIPIDICOS

A lo largo del tiempo el aporte de substratos energéticos fluctia entre perio-
dos de abundancia y escasez, por lo que la habilidad de almacenar energia en
situaciéon de abundancia y movilizarla en situacién de escasez ha aportado una
ventaja competitiva a lo largo de la evolucién. El principal almacén de energia
de las células consiste en empaquetarla en forma de TAG en los CLs [37, 200].
Otras formas en que las células almacenan energia son los polisacaridos como el
glucogeno o el almidén. Los atomos de carbono en los AGs estan mas reducidos
que en los glucidos por lo que la oxidacion de los TAG proporciona mas del do-
ble de energia, gramo por gramo, que los glucidos. Debido a su hidrofobicidad,
los TAG son una forma de almacenar energia mas compacta y eficiente que los
polisacaridos, que se hidratan con el doble de su peso en agua [412]. Por ejem-
plo, una persona de peso medio (no obesa) almacena alrededor de 2.500 KJ en
forma de glucégeno mientras que su tejido adiposo contiene mas de 500.000 KJ
en forma de TAG, suficiente para correr 30 maratones [8]. Ademas de su funcion
energética, los CLs también proporcionan lipidos para la sintesis de membranas
y otros componentes celulares, por lo que el control de la metabolizacién de los
CLs es clave para garantizar el aporte de AGs para todas estas funciones.

Dada la gran importancia de la metabolizacién de los CLs, las células han de-
sarrollado diferentes mecanismos para consumir los CLs y obtener AGs a partir
de éstos: la lipdlisis citosolica, especialmente relevante en el tejido adiposo, la
lipdlisis en el reticulo endoplasmatico, importante para la sintesis de lipoprotei-
nas o la secrecién de colesterol, y el consumo de CLs por autofagia o lipofagia.
En este apartado abordamos estos mecanismos, asi como el destino metabdlico
de los AGs obtenidos del metabolismo de los CLs.

6.1 Lipdlisis citosodlica

La lipdlisis consiste en la hidrdlisis de los TAG hasta generar AGs libres y gli-
cerol. Se han descubierto 3 enzimas que promueven la lipdlisis citosolica, ATGL/
PNPLA2 (adipose triglyceride lipase), HSL (hormone-sensitive lipase) y MGL (mo-
noglyceride lipase). ATGL promueve el paso limitante de la via, catalizando la con-
version de TAG a DAG y liberando un AG [413, 414]. HSL es capaz de hidrolizar
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TAG, DAG o MAG, aunque tiene mucha mas afinidad por el DAG, degradandolo
para generar MAG y un AG libre [415]. Por su parte, MGL promueve la conversion
del MAG en glicerol y un AG [415].

6.1.1 Mecanismo general

La modulacion de la lipdlisis depende basicamente de la regulacion de la ac-
tividad de ATGL y HSL (ver Figura 11, panel superior).

ATGL se localiza en CLs [413, 416] y, ademas de su actividad lipasa de TAG,
tendria actividad transacilasa convirtiendo dos DAG en un TAG y un MAG [414].
La deplecion de ATGL en ratones provoca la acumulacion de CLs en practica-
mente todos los tejidos, especialmente en aquéllos mas oxidativos [415]. Ade-
mas, su deplecidn o su sobreexpresion, reducen o incrementan respectivamente,
el tamano de los CLs en células en cultivo [416].

El cofactor CGI-58/Abhd5, cuando esta unido a CLs, interacciona con ATGL
e incrementa su actividad [415, 417-419], en consonancia con este efecto, su
deplecion reduce la lipdlisis [420] y provoca acumulaciéon de TAG en diferentes
tejidos. Aun asi, la regulacion de ATGL es mucho mas compleja y requiere de la
intervencion de multiples proteinas. Recientemente se ha descrito que el comple-
jo formado por las proteinas UBXD8 y p97/VCP se une a ATGL e impide su union
a CGI-58/Abhd5, y por lo tanto su activacién [421]. Ademas, G0S2, interaccio-
na con ATGL, independientemente de su unién a CGI-58/Abhd5, inhibiendo su
actividad lipasa [422, 423] y la reduccién de su expresion en el higado provoca
esteatosis [424]. ATGL también podria regularse mediante fosforilacion por parte
de AMPK, aunque el efecto de dicha fosforilacién es controvertido [425, 426].

HSL también realiza su actividad localizandose en los CLs. Curiosamente los
ratones deficientes en HSL no muestran una acumulacion de CLs tan obvia como
los deficientes en ATGL, y tan solo se observa un moderado decrecimiento de la
lipolisis inducida por hormonas. Estos ratones acumulan DAG, indicando el im-
portante papel de HSL en la degradacion de esta molécula [427].

Aunque es fosforilada por diferentes quinasas, la modulacién de la actividad
lipolitica de HSL se realiza mayoritariamente mediante la regulacién de su locali-
zacion en los CLs, que depende de las proteinas PAT expresadas en cada tejido
[428]. Aun asi, también se ha descrito que la interacciéon con FABP4 incrementa
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la actividad de HSL in vitro [429].

MGL se encuentra en el citoplasma, en la membrana plasmatica y en los CLs
[430]. Al contrario de ATGL y HSL, no se han descrito mecanismos de regulacion
para ésta. Los ratones deficientes en MGL muestran una menor lipdlisis en el
tejido adiposo en respuesta a 3-adrenérgicos, y una acumulaciéon de MAG en el
higado [430].

Se han identificado otras lipasas diferentes aunque han sido hasta el mo-
mento menos estudiadas. Muchas de ellas como PNPLA1, PNPLA3/Adiponutri-
na, PNPLA4/GS2 o PNPLAS5 pertenecen a la familia PNPLA, homologas a ATGL.
Se ha postulado que PNPLAS3/Adiponutrina, con demostrada actividad lipasa de
TAG y transacilasa, podria tener un papel en la lipdlisis en el higado [431], aunque
el raton deficiente en esta proteina no muestra una alteracion del metabolismo
lipidico [432].

Las proteinas PAT regulan la lipdlisis inhibiéndola o activandola segun la cla-
se de proteina y la situacion metabdlica. Plin2/ADRP y Plin3/TIP47 se expresan
de forma ubicua y forman una barrera en los CLs que, por un lado, impide la
fusion entre CLs y, por otro lado, reduce la lipdlisis basal, disminuyendo la incor-
poracion de ATGL a los CLs [91, 98]. La capacidad de Plin2/ADRP de inhibir la
lipdlisis basal es menor a la de Plin1/Perilipina [3]. La estimulacion de PKA reduce
la interaccién de Plin2/ADRP con ATGL y HSL [77, 433].

A continuacion se comenta el mecanismo de lipdlisis basal en adipocitos y
tejidos oxidativos, regulado principalmente por Plin1/Perilipina y Plin5/OXPAT
respectivamente.

6.1.2 Lipdlisis en adipocitos

En tejidos con gran acumulacion de lipidos como el tejido adiposo la regula-
cién de estas lipasas viene determinada por la expresion de Plin1/Perilipina. En
tejido adiposo el 90% de actividad lipasa corresponde a ATGL y HSL [413, 434].
(ver Figura 11, panel central).
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Lipolisis basal

Plin1/Perilipina interacciona en condiciones basales con ATGL [249] y CGI-58/
Abhd5 [435, 436] inhibiendo la actividad lipasa y por lo tanto la lipolisis basal. Asi,
en ratones deficientes en Plin1/Perilipina, la lipdlisis basal se ve incrementada
[437]. Estos resultados apuntan a un papel mas relevante para ATGL respecto a
HSL en la lipdlisis basal en adipocitos [438]. La actividad basal de ATGL también
esta controlada por la expresion de GOS2 [423].

Lipolisis estimulada por 3-adrenérgicos

Plin1/perilipina tiene un papel clave en la lipdlisis estimulada por hormonas en
tejidos con gran acumulacion de lipidos, en consecuencia, los adipocitos proce-
dentes de animales deficientes en Plin1/Perilipina, no son capaces de estimular
la lipdlisis en respuesta a B-adrenérgicos [437].

La lipdlisis citosolica se activa en respuesta a adrenalina, liberada a la sangre
en situaciones como el ayuno o durante el ejercicio y afecta especialmente a los
adipocitos, dado que son el mayor reservorio de CLs del cuerpo. La estimulacién
B-adrenérgica activa la lipdlisis mediante diferentes vias como las MAPK y Src
[439-442]. Aun asi, la principal implicada en esta regulacién es la quinasa PKA.
PKA fosforila Plin1/Perilipina [66, 443] en la serina 517 promoviendo el reclu-
tamiento de HSL a los CLs [437, 443, 444], aunque también se ha postulado su
reclutamiento de forma independiente de la fosforilacion de Plin1/Perilipina por
PKA [445]. La fosforilacion de Plin1/Perilipina también promueve la asociacion
de ATGL a los CLs [249] e inhibe la interaccion de Plin1/Perilipina con CGI-58/
Abhd5 permitiendo a ésta activar ATGL [443, 446]. En la superficie de los CLs,
Plin1/Perilipina interacciona con RIP140 y esta interaccidén permite un mejor re-
clutamiento de HSL y la disociacién de CGI-58/Abhd5 de la Plin1/Perilipina [447]
activando ATGL.

Ademas, PKA también fosforila HSL activandola [66, 77]. Caveolina-1 seria
necesaria para la fosforilacion de Plin1/Perilipina y de HSL por PKA, formando
un complejo con Plin1/Perilipina y PKA en respuesta a 3-adrenérgicos [131, 133].

Aunque inicialmente se describié D-AKAP1 como la proteina de unién a PKA
mayoritaria en adipocitos [448], recientemente se ha descrito que la proteina
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Opa-1, (relacionada con la fusién mitocondrial), se encuentra en los CLs de es-
tas células donde forma un complejo con PKA y Plin1/perilipina que permite la
fosforilacion de esta ultima [406]. Cabe destacar que Opa-1 no afecta al estado
de fosforilacion de HSL, apuntando a un papel de otras proteinas de unién a PKA
(AKAP) como D-AKAP1 o caveolina-1 en esta funcién.

Re-esterificacion de AGs post-lipolisis

Inicialmente se describidé que la estimulacién de la lipdlisis mediante (-adre-
nérgicos promueve la fragmentacion de los CLs de adipocitos a través de la fos-
forilacion de la Plin1/Perilipina en el residuo 492 [372]. El reclutamiento de Plin1/
Perilipina y de las lipasas, tanto HSL como ATGL durante la estimulacion de la
lipdlisis se daria preferentemente en los CLs de menor tamafio [449, 450], asi la
fragmentacion de los CLs de adipocitos promoveria la lipdlisis. Recientemente se
ha visto que en lugar de fragmentacion, los grandes CLs de los adipocitos son
completamente metabolizados y en su lugar se observa la formacién de micro-
CLs mediante la re-esterificacion en el RE de los AGs obtenidos por la lipdlisis
[245, 248, 451] (ver flechas en Figura 10). Del mismo modo que los CLs conside-
rados inicialmente como fragmentados, también se ha sugerido un reclutamiento
de la maquinaria lipolitica en estos microCLs [451].

Adipocitos

Control 20min de estimulacién de la lipdlisis

Figura 10. Sintesis de novo de CLs en 3T3L1 adipocitos al estimular la lipdlisis.
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El mayor reclutamiento de ATGL a los CLs, mediante su sobreexpresién o la
deplecion de la proteina y-sinucleina, promueve la formacién de un mayor nume-
ro de CLs y de menor tamafo [262, 452], estos resultados concordarian con un
incremento en el ciclo de lipdlisis y re-esterificacion. La mayor actividad lipasa im-
pediria la acumulacién de grandes CLs estimulando la formacién de nuevos CLs.

Al terminar la estimulacién B-adrenérgica, los microCLs post-lipoliticos, acu-
mulan progresivamente lipidos hasta llegar a formar nuevamente grandes CLs;
este proceso de maduracién vendria mediado por insulina [245, 248]. La interac-
cién de Plin1/Perilipina con CideC/Fsp27 es importante para este proceso [249,
453] y la fosforilacion de la primera en el residuo 492 podria interferir en dicha
interaccién evitando la maduracién de los CLs y acumulandose CLs de menor
tamafo procedentes del ciclo de lipdlisis y re-esterificacion, incrementado por la
estimulacioén B-adrenérgica.

Efecto de la insulina en la lipolisis

La insulina promueve el efecto contrario al de la estimulacién mediante B-
adrenérgicos, desactiva la lipdlisis mediante la disminucién de la expresién de
ATGL y HSL e inhibe la activacién de PKA [432]. Para ese efecto se han descrito
diferentes vias. La via candnica postula que la insulina activa Akt/PKB y a su vez
la fosfodiesterasa PDE3b que degrada el AMP ciclico reduciendo la activacién de
PKA [454]. Aun asi, también se ha descrito que la insulina inhibe la fosforilacion
especificamente de Plin1/Perilipina y no de otros substratos de PKA como HSL
en una via independiente de Akt/PKB [455]. Dicha especificidad correlaciona con
la especificidad de la proteina de unién a PKA Opa-1 para la fosforilacién de
Plin1/perilipina y no de HSL por lo que esta via de respuesta a insulina podria
afectar a diferentes proteinas de anclaje de PKA a los CLs.

6.1.3 Lipdlisis en tejidos oxidativos

Ademas de Plin2/ADRP, los tejidos oxidativos expresan Plin5/OXPAT, que
incrementa aun mas durante el ayuno [456]. En estos tejidos, tanto HSL como
ATGL participan en la lipdlisis, siendo por ejemplo responsables del 98% de la
actividad lipasa en musculo esquelético [457] (ver Figura 11, panel inferior).

La sobreexpresion de Plin5/OXPAT reduce la lipdlisis basal [396, 458, 459] e
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incrementa la acumulaciéon de CLs [460]. Ademas, en consonancia con su funcion
como barrera lipolitica, los ratones deficientes en Plin5/OXPAT muestran una acu-
mulacién de CLs en el corazén muy reducida, fenotipo reversible con la inhibicion
de las lipasas [461].

Plin5/OXPAT en condiciones basales tiene la capacidad de reclutar HSL a los
CLs, y posteriormente, la actividad lipolitica de HSL es estimulada en respuesta
a hormonas por la fosforilacién de PKA [77]. La activacién de AMPK en células
musculares parece reducir la activacién de HSL por parte de la PKA [462].
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Figura 11. Regulacién de la lipdlisis citosélica en diferentes tejidos.
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Plin5/OXPAT también interacciona con ATGL [403, 459] y su coactivador CGl-
58/Abhd5 [463] en la superficie de los CLs, aunque nunca interacciona con am-
bas a la vez [403]. Durante la estimulacién de la lipdlisis mediante activacion de
PKA, Plin5/OXPAT se fosforila y se ha propuesto que dicha fosforilacion permitiria
la interaccidén entre ATGL y CGI-58/Abhd5 [404].

6.2 Lipdlisis en el reticulo endoplasmatico

Se ha descrito que los CLs pueden metabolizarse por lipasas residentes en el
RE. El mecanismo molecular de dicha lipdlisis es bastante desconocida aunque
se han descrito diferentes lipasas implicadas en este proceso. Esta clase de lip6-
lisis parece relevante en la secrecién de lipoproteinas o la secrecién de colesterol
en macrofagos.

6.2.1 Secrecion de lipoproteinas

La lipdlisis en el reticulo endoplasmatico es especialmente relevante en los
tejidos que sintetizan lipoproteinas como el higado, donde, en ratones en ayunas,
tan solo el 50% de la actividad lipasa de TAG es atribuible a ATGL. Tanto los rato-
nes deficientes en HSL como los ratones deficientes en ATGL en el higado tienen
una secrecion de VLDL normal [430, 464], aunque estos ultimos acumulan mas
CLs. Por lo tanto, la movilizacion de TAG necesaria para la sintesis de lipoprotei-
nas en el higado tiene que estar regulada por otras lipasas [3, 430, 432].

Se ha descrito que en la secrecion de lipoproteinas participarian la lipasa
Ces3/TGH-1 [430, 465, 466] (con el TAG como substrato preferente [467]) y la
arilacetamida deacetilasa (AADA) (con el DAG como substrato preferente [430]).

Ces3/TGH-1 se localiza en regiones del RE en contacto con los CLs y su de-
ficiencia en hepatocitos provoca defectos en la fusion y transferencia de lipidos
entre CLs. EI mecanismo por el que actua esta lipasa es aun desconocido, tanto
Ces3/TGH-1 como su homologa CesML1/TGH-2 se localizan en el RE, aunque
se cree que con el sitio catalitico encarado hacia el lumen, por lo que podrian ser
mas importantes en la hidrdlisis del TAG microsomal que de los TAG presentes en
los CLs citosdlicos [415]. Ces3/TGH-1, y también su homdéloga CesML1/TGH-2,
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podrian tener un papel en la regulacién de la lipdlisis en adipocitos, puesto que
su deplecion reduce la lipdlisis basal y estimulada por B-adrenérgicos respecti-
vamente [468].

Al contrario de Ces3/TGH-1, su homdloga Ces1/Es-x, también localizada en
el RE, disminuiria el direccionamiento de los AGs hacia la secrecién de lipopro-
teinas. Expresandose en menor medida en el higado e intestino en aquéllas si-
tuaciones donde estos tejidos secretan lipoproteinas (VLDL y quilomicrones res-
pectivamente) [430].

6.2.2 Secrecion de colesterol en macréfagos

Otro proceso en que estan implicadas las lipasas del RE es la secrecién de
colesterol en macréfagos. Los macrofagos principalmente acumulan CE en los
CLs a partir de la captacion de lipoproteinas de baja densidad (LDL). En lesiones
ateroesclerodticas, los macrofagos cargados de lipidos (foam cells) requieren de la
hidrdlisis de los CE de los CLs para realizar el transporte reverso de colesterol
hacia el higado que a su vez secreta colesterol como sales biliares, mecanismo
necesario para la proteccion frente la ateroesclerosis [469].

Las enzimas encargadas de degradar los CE son las hidrolasas neutras de
ésteres de colesterol. Aunque tanto HSL como Ces3/TGH-1 tienen la capacidad
de metabolizar CE, la lipdlisis asociada a la secrecién de colesterol en foam cells
dependeria de la hidrolasa neutra de ésteres de colesterol-1 (NCEH1) [468], lo-
calizada en el RE. Los ratones deficientes en esta proteina son mas susceptibles
a ateroesclerosis, tienen mayor acumulacién de CE en macréfagos y menor ac-
tividad hidrolasa de CE. Ademas, su sobreexpresion en macrofagos reduce los
niveles de CE [37, 468]. Se ha descrito que esta enzima se localiza en los CLs en
respuesta a la acumulacién de lipidos en estas células [81], aunque dicha locali-
zacion también podria corresponder al RE adyacente a éstos [236].

Ademas de su metabolizacion por parte de las lipasas neutras, los CE de
macroéfagos también se pueden metabolizar por la lipasa acida lisosomal, por
lipofagia, descrita en el siguiente capitulo, que también participa en el transporte
reverso de colesterol [469].
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6.3 Autofagia de CLs o Lipofagia

La macroautofagia es una via de degradacion de organulos dafados y agre-
gados citosélicos de proteinas mal plegadas que son englobados por una mem-
brana en el citosol, formada a partir de MAM [470], que acabara formando un
autofagosoma que posteriormente sera fusionado con lisosomas para proceder
a la degradacion de su contenido. Estos organulos degradan TAG y CE mediante
la lipasa acida lisosomal (LAL) de la misma manera que las lipoproteinas inter-
nalizadas por los endosomas [432].

Recientemente se ha descrito el papel de la autofagia en la metabolizacion de
los CLs [410]. En este trabajo, Singh y colaboradores, describen por primera vez
la incorporacion total o parcial de CLs en el interior autofagosomas y desde alli a
lisosomas donde la LAL degradaria los lipidos que contienen, en un mecanismo
que llamaron lipofagia [410]. La inhibicién de la autofagia o de la funcién lisoso-
mal en hepatocitos promueve una mayor acumulacién de CLs en respuesta a AO
y una menor B-oxidacion de AGs procedentes del exterior. También provoca la
menor secrecion de lipoproteinas en higado de raton [410].

En situacion basal, la lipofagia seria proporcional a la activacién de la auto-
fagia y a los lipidos acumulados por la célula, por lo que parte del consumo de
lipidos por autofagia corresponderia a una lipofagia no selectiva o basal [410].
Sin embargo, ademas de la lipofagia basal, también parece existir una lipofagia
mas selectiva inducida por la ausencia de suero. Ademas, en situacién de ayu-
no, el higado acumula CLs y la lipofagia incrementa [410], hecho que también se
da en musculo cardiaco [471]. Ademas, también se ha descrito en C. elegans un
mecanismo por el cual se coordina la disponibilidad de nutrientes con la expre-
sion de la LAL, encargada de degradar lipidos en los lisosomas, de manera que
en situacion de deplecidn de nutrientes se estimula la lipofagia [474]. También
se ha observado una mayor degradacion por autofagia de CLs y mitocondrias
durante la esteatosis alcohélica [472]. Este mecanismo de consumo de CLs por
lipofagia se ve disminuido en situacién de obesidad [410] y se ha postulado que
el decrecimiento de la autofagia durante el envejecimiento promoveria la mayor
acumulacion de CLs observada [410].

La sefalizacion que promueve la lipofagia es poco conocida. Recientemen-
te se ha descrito que en células endoteliales, dependeria de la activacion de la
AMPK por parte de la CAMKKJ en respuesta a un aumento de calcio [473].
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La lipofagia tiene un papel importante en la metabolizacién de los CLs para
su secreciéon en macrofagos en situacion de ateroesclerosis [51, 475, 476], asi
como en la metabolizacion de los CLs que contienen acido retinoico de las cé-
lulas estrelladas del higado, durante su activacién frente al dafio hepatico [318,
477]. Ademas, el consumo de los CLs mediante lipofagia en las neuronas del
hipotalamo regula la ingestidon de comida y la sensacion de hambre en situacion
de ayuno [478]. Finalmente, algunos tipos de cancer, como el cancer de prostata
[479], o la infeccidon por virus como el Dengue, también activan el consumo de
CLs por autofagia.

Ademas de su funcién en la metabolizacién de los CLs en diferentes tejidos,
se ha postulado un rol de la autofagia en la diferenciacion de los adipocitos. La
autofagia se activa durante este proceso [268] y la disminucion de la expresién
de Atg7 o Atg5 (implicadas en la formaciéon y maduracién de autofagosomas)
causan defectos en la diferenciacion a adipocitos [268, 480]. La deplecion de
LC3 también causa la reduccion de la acumulacion de CLs durante el proceso de
diferenciacion en adipocitos de células 3T3L1 [267].

El papel de la autofagia en la acumulacién de CLs no es exclusivo del tejido
adiposo, puesto que los ratones con Atg7 silenciada especificamente en el higa-
do tienen una acumulacion mucho menor de CLs en situaciéon de ayuno [471].
Ademas, la deplecion de LC3 reduce la formacién de CLs y la cantidad de TAG
en situacion basal en diferentes tipos celulares en cultivo [267].

6.4 Destino metabdlico de los acidos grasos

Los AGs obtenidos del metabolismo de los CLs tienen diferentes destinos, pu-
diendo ser re-esterificados en forma de TAG para su almacén, B-oxidados para
generar energia o cuerpos cetonicos, usados para la sintesis de fosfolipidos,
exportados o servir como ligandos de factores de transcripcidn [8] (Figura 12).

Se ha observado el uso preferencial de los AGs de los CLs en algunos proce-
sos respecto a los AGs procedentes directamente del exterior. Algunos ejemplos
son la sintesis de fosfolipidos, sefalizacion, produccion de VLDLs, la promocién
de la fagocitosis en macréfagos e incluso la sintesis de arilceramidas en querati-
nocitos [481]. Estas diferencias en el direccionamiento de los AGs a una funcion
u otra segun su origen podrian depender de las diferentes ACSLs.
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Secrecién AGs

Sefalizacidn

/—b (activacién PPAR...)
AG

Sintesis de: / Redesterificacion

- Fosfolipidos
- Lipoproteinas B-oxidacién

e

Energia
Cuerpos cetdnicos

Figura 12. Posibles destinos metaboélicos de los AGs de los CLs.
6.4.1 Re-esterificacion en CLs

La mayoria de células estan continuamente realizando lipdlisis de los TAG
y re-esterificacion de los AGs obtenidos. El ciclo de lipdlisis y re-esterificacion
(recambio de CLs) mas elevado se encuentra en el miocardio, donde se llega a
recambiar aproximadamente todo el conjunto de CLs en 1h, mientras que los
hepatocitos en el mismo tiempo recambiarian el 4% del pool de TAG y los adipo-
citos el 0,4% [481].

En adipocitos, la mayoria de AGs procedentes de la lipdlisis son re-esterifi-
cados a TAG [8, 482]. La funcioén exacta de este ciclo futil de continua lipdlisis y
re-esterificacion de AGs es desconocida, aunque podria servir para poder modu-
lar finamente el aporte de lipidos a la sangre y sucederia tanto durante la lipolisis
basal como durante la lipdlisis estimulada por hormonas, aunque en menor pro-
porcidon en esta ultima, aumentando la proporcién de AG liberados al exterior [8,
449]. La lipdlisis dedicada al recambio de CLs no seria completa hasta glicerol en
adipocitos, puesto que al inhibir la re-esterificacién se incrementa la secrecion de
AGs pero no de glicerol [166].

La re-esterificacion de los AGs requiere de la activacion del AG a acil-CoA
por parte de una ACSL, en una reaccion que genera AMP. La isoforma mas re-
levante en este proceso en el tejido adiposo es ACSL1 [166]. Durante la lipoli-
sis en adipocitos se produce un pico de AMP, atribuido a la activacion de AGs,
que activa AMPK promoviendo la -oxidacion de AGs, por un lado para obtener
energia para poder seguir re-esterificando AGs y, por otro lado, para reducir la
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concentracion citosolica de AGs con el objetivo de evitar la lipotoxicidad [483]. La
AMPK, una vez activa también reduce la lipdlisis [488] mediante la inhibicién de la
fosforilacion de HSL por PKA [484, 485]. Por lo tanto la AMPK actuaria como un
mecanismo de control de la lipdlisis, y facilitaria la re-esterificacién de los AGs. La
activacion de la PKA en respuesta a -adrenérgicos promueve la inhibicién de la
AMPK, reduciendo la proporcién de AGs B-oxidados o re-esterificados y aumen-
tando la cantidad de AGs exportados a la sangre [486], aunque finalmente AMPK
se acaba activando [485], permitiendo la re-esterificacion de AGs y preservando
la funcién de los adipocitos. Asi, el equilibrio entre la activacion de PKA y AMPK
regularia la coordinacioén de la respuesta lipolitica aguda a -adrenérgicos.

Se ha propuesto que este ciclo de re-esterificacidon de los AGs seria el respon-
sable de la transformacién de tejido adiposo blanco en marrén provocada por
la exposicion al frio, que promoveria la generacién de calor mediante la oxidacion
de AGs en la mitocondria. En este contexto las células pasan de tener un gran
CL unilocular a CLs multiloculares incrementando la superficie disponible para la
lipolisis [487].

Ademas de regular la secrecién de AGs en adipocitos blancos y el uso de AGs
en la mitocondria en adipocitos marrones, el ciclo de lipdlisis y re-esterificacion
de AGs también modula la secrecién de lipoproteinas en el higado e intestino
[481]. Finalmente, en los macréfagos se ha descrito que el colesterol esterificado
esta continuamente hidrolizandose y re-esterificandose facilitando su secrecién
de forma paulatina [51].

6.4.2 3-oxidacion mitocondrial

Otro destino de los AGs de los CLs es la -oxidacién mitocondrial. La so-
breexpresién de lipasas citosolicas en células hepaticas promueve un incremento
de la B-oxidacién y la secrecion de AGs, reduciendo la acumulacion de CLs [430,
488]. Consecuentemente, los ratones deficientes en ATGL en el higado, muestran
una B-oxidacion reducida [430]. Aun asi, el aporte de AGs procedentes de los CLs
para la B-oxidacion mitocondrial en el higado es controvertido, dado que parece
que la mayoria de AGs f-oxidados en el higado adulto son de origen externo, al
menos aquéllos destinados a la sintesis de cuerpos cetonicos [481].

Por el contrario, los CLs si subministran los AGs necesarios para la obtencion
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de energia mediante 3-oxidacién en el miocardio, por lo que el uso preferente de
los AGs de los CLs para la B-oxidacion dependeria del tejido. Estudios en células
pancreaticas también sugieren un requerimiento del ensamblaje de los AGs en
CLs para la posterior B-oxidacion [489]. También se ha postulado un papel ener-
gético de los AGs de los CLs en macréfagos, donde la energia obtenida seria
necesaria para la fagocitosis [490].

6.4.3 Sintesis de fosfolipidos

Los CLs también sirven como fuente de substrato para la sintesis de fosfolipi-
dos [491]. Dicho proceso, ademas, es insensible a la inhibicién de las ACSL me-
diante triacsina C, indicando que mayoritariamente el DAG obtenido de la lipdlisis
es usado para la sintesis de fosfolipidos y no asi los AGs libres obtenidos [491].

En levadura, la deleccién de las lipasas causa un retraso en la entrada en ciclo
celular por falta de sintesis de membranas [492]. Ademas, en Drosophila melano-
gaster, la pérdida de la lipasa Brummer, homéloga de ATGL, causa letalidad em-
brionaria. Estos resultados apuntan a la posibilidad que los AGs especificamente
derivados de la lipdlisis de los CLs serian usados para la sintesis de fosfolipidos
de forma mas eficiente que aquellos captados directamente del exterior [14].

6.4.4 Secrecion como AGs libres o lipoproteinas

Como se ha comentado anteriormente, los CLs de adipocitos, proporcionan
AGs para su secrecion en sangre en respuesta a [3-adrenérgicos.

En el caso del higado, se ha descrito que, mayoritariamente, los AGs que son
usados para la sintesis de lipoproteinas proceden de los CLs. Incluso en momen-
tos de aporte de AGs de la sangre, éstos primero serian esterificados en los CLs
y posteriormente usados para la sintesis de VLDL [481]. En el caso del corazén,
donde la sintesis de lipoproteinas serviria para eliminar el exceso de AGs acumu-
lados para evitar la lipotoxicidad, también se ha propuesto que los CLs servirian
de substrato para la sintesis de lipoproteinas [481].
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Para ser usados en la sintesis de lipoproteinas, los TAG de los CLs deben
ser metabolizados a AGs y luego re-esterificados en el RE para posteriormen-
te incorporarse en lipoproteinas [481]. El mecanismo de transferencia de lipidos
desde los CLs a las lipoproteinas es bastante desconocido. Parece que la pro-
teina transportadora de TAG microsomal (MTP), expresada en los tejidos que
sintetizan lipoproteinas, transportaria los lipidos procedentes de CLs citosélicos
hacia el interior del RE donde se formarian CLs intraluminales. Estos se fusiona-
rian con precursores de lipoproteinas que ya contienen apolipoproteinas como
ApoB generando lipoproteinas. Otra posibilidad seria que lipasas del RE (des-
critas anteriormente), que se han encontrado también en los CLs intraluminales,
metabolicen estos CLs generando AGs que serian substrato de la sintesis de
lipoproteinas [468]. En este mecanismo de transferencia de lipidos de los CLs a
las VLDL también participaria la proteina CideB, que interacciona con la apolipo-
proteina ApoB [258].

6.4.5 Senalizacion celular

Los AGs derivados de los CLs pueden unirse a determinados factores de
transcripcion modulando su actividad y por lo tanto la expresiéon génica. Entre
estos factores de transcripcion, los mas estudiados son los de la familia PPAR
(peroxisome proliferation activator receptor).

En esta familia, PPARa y PPARS se expresan en tejidos oxidativos y regulan
las vias metabdlicas que promueven la oxidacion de los AGs, esencialmente para
la produccion de energia. PPARYy realiza funciones opuestas, promoviendo la li-
pogénesis y la sintesis lipidica, expresandose en gran medida en el tejido adiposo
blanco. Ademas de su unién al ligando, esta familia de factores de transcripcion
requiere de la heterodimerizacién con el factor de transcripcion nuclear RXR y de
la interaccion con determinados cofactores como PGC-1 en el caso de PPARy
[432].

Recientemente se ha descrito que para activar PPARa, es necesaria la lipolisis
[430, 432], y por lo tanto, los AGs que activan estos factores de transcripcién pro-
cederian preferentemente de la lipdlisis. Ademas, ratones deficientes en HSL tie-
nen una menor expresion de los genes diana de PPARYy en el tejido adiposo [432].

Otro efecto de los AGs en la sefializacion es el comentado anteriormente, en
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que los AGs, esencialmente los saturados, como el acido palmitico, promueven la
formacién de determinadas especies lipidicas como DAG de cadena saturada o
ceramidas que interfieren en la sefializacion de insulina pudiendo llegar a causar
resistencia a la insulina.
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Apartado 7.

FUNCIONES DE LOS CUERPOS LIPIDICOS EN DIFERENTES

TEJIDOS

Los CLs en mamiferos realizan algunas funciones comunes, como el almacén
de lipidos para obtener energia o como mecanismo protector frente a la lipo-
toxicidad. Como hemos comentado en el primer apartado de esta introduccion,
ademas, los CLs realizan diversas funciones especificas para cada tejido como
el aporte de lipidos para su secrecion en sangre, en el tejido adiposo, o el aporte
de substratos para la sintesis de cuerpos ceténicos en el higado. Las funciones
especificas de los CLs en cada tejido estan detalladas en la Tabla 2.

Tipo celular Funciones fisiologicas de los CLs

Adipocitos blancos

(Tejido adiposo blanco)

Captacion, almacén de AGs procedentes de quilomicrones y VLDLs y
secrecion 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 marrén)

Almacén temporal de AGs procedentes de lipoproteinas o del tejido
adiposo blanco para su pB-oxidacion mitocondrial destinada a la
produccion de calor o termogénesis [8, 493-495].

Hepatocitos

(Higado)

Acumulacion de lipidos procedentes del tejido adiposo durante el
ayuno para producir energia y cuerpos ceténicos mediante la B-
oxidacion [496].

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

Acumulacion de lipidos sintetizados de novo en respuesta a insulina
(481, 497].

Acumulacién de lipidos necesarios para aportar la energia necesaria
para la proliferacidon durante la regeneracion hepatica [79, 95, 124-126,

498, 499].

Aporte energético durante la polarizaciéon hepatica [500].

Células estrelladas

(Higado)

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

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

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

(Intestino) Produccién de quilomicrones [8].
Células B Acumulo de lipidos en CLs para evitar la lipotoxicidad de los AGs en
(Pancreas) situaciones con elevados AGs circulantes [489, 505].

Almacén de lipidos procedentes del tejido adiposo, higado o intestino
Miocitos para la produccidn de energia para la contraccion muscular durante el
ejercicio [8, 320, 506].

(Mdsculo esquelético)

Proteccion frente a la lipotoxicidad de los AGs.

Almacén de lipidos procedentes del tejido adiposo, higado o intestino
para la producciéon de energia para la contraccién cardiaca [461].

Cardiomiocitos Regulacién de la funcion mitocondrial a través de PPARay PGC-1 [507].
(Mdsculo cardiaco) Aporte energético para la recuperacion post-isquemia [508].

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

Produccién de liquido surfactante [509, 510].
Células pulmonares
Almacén de hidrocarburos aromaticos [511, 512].

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

Leucocitos
(Sistema inmune) Almacén de citoquinas como TNFa, bFGF o IL-16 [513].

Transporte reverso de colesterol: almacén temporal de colesterol
Macréfagos (protegiendo de la lipotoxicidad a las células) captado de VLDL para

secretarlo e incorporarlo alas HDL [8, 469, 515, 516].
(Sistema inmune)

Aporte energético para la fagocitosis [490].

Células dendriticas Presentacion de antigenos a linfocitos T CD8+ [517].

(Sistema inmune) Lucha contra infecciones viricas [14, 518].

Mastocitos Maduracion y sintesis de mediadores inflamatorios durante el proceso

(Sistema inmune) de diferenciacién [83, 519].
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Tipo celular Funciones fisioldgicas de los CLs

Aporte energético en situacion de ayuno [234].

Neuronas

(Cerebro) Regulacion de la sensacion de hambre en las neuronas del hipotalamo
[478, 520].

Células del epitelio

pigmentado Almacén de 4cido retinoico para la regeneracion de los pigmentos

visuales durante el ciclo del acido retinoico [521].
(Retina)

Células del epitelio » . o
Acumulacion de lipidos en CLs para su exocitosis en la leche materna [8,

mamario (Glandula
522-524].

mamaria)

Aporte de lipidos para la produccion mitocondrial de hormonas

; . L. esteroideas [8, 352, 525, 526].
Células esteroidogénicas

Produccién de eicosanoides en ovarios [513].

Acumulacion de lipidos procedentes de la fagocitosis de células
Células de Sertoli germinales apoptdticas en situacién de hipertermia testicular, para el
aporte de energia y substratos para la biosintesis de nuevas células
germinales [527, 528].

(Testiculos)

Tabla 2. Principales funciones de los CLs en los diferentes tejidos.

Ademas de estas funciones, una menor acumulacién de CLs se ha relaciona-
do con la longevidad en diferentes organismos modelo y en humanos [529-531].
En C. elegans, una mayor activacion de la lipdlisis y autofagia en los almacenes
lipidicos prolonga su esperanza de vida, pudiendo tener un papel en ello los AGs
poliinsaturados -6 liberados durante la lipdlisis [532, 533]. Por otro lado la re-
duccién de la lipdlisis en Drosophila o en ratones merma la longevidad de estos
animales [534, 535].

La activacién de la p-oxidacion y sintesis de mitocondrias en tejido adiposo
de ratones se ha descrito que incrementa la longevidad [536]. Asi, una posible
explicacion al rol de los CLs en la longevidad seria la activacién de redes bioqui-
micas que promueven la biogénesis de mitocondrias y la B-oxidacion en el tejido
adiposo, que reduciria los niveles de AGs saturados secretados reduciendo la
lipotoxicidad en otros tejidos [537].

Como hemos visto, los CLs ejercen diferentes funciones segun el tejido. Del
mismo modo, existen patologias asociadas a los CLs que afectan especifica-
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mente algunos tejidos. Muchas de ellas asociadas a las multiples alteraciones
en diferentes érganos asociadas a la obesidad, que han sido agrupadas en el
llamado sindrome metabdlico. La siguiente tabla (Tabla 3) resume las patologias
mas relevantes asociadas a los CLs en los diversos tejidos.

Tipo celular Patologias asociadas a los CLs

Obesidad: Acumulacién 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 expansion de éstos), se genera
resistencia a la insulina en el tejido adiposo e inflamacién. Ademas de
hiperlipemia y acumulacién de lipidos en otros tejidos, provocando

lipotoxicidad y resistencia a la insulina (Diabetes de tipo Il) [1, 493, 538-540].
Adipocitos blancos

(Tejido adiposo Lipodistrofias: Pérdida de tejido adiposo, generalizada o parcial, provocando la
blanco) acumulacion de lipidos en otros tejidos asociada a lipotoxicidad y resistencia a

insulina. También se da una reduccién de leptina y adiponectina en sangre. Las
lipodistrofias estdn causadas por la mutacidon en proteinas implicadas en la
sintesis (AGPAT2 y Lipina-1) y almacén de TAG en CLs (Seipina), en la formacién
y regulacién de éstos (CiceC/Fsp27, Plin1/Perilipina, Akt, Caveolina-1y cavina-1)
o en la diferenciacion de adipocitos (PPARy, LaminaA/C y ZMP-STE24) [51, 118,
541-550].

El higado acumula gran cantidad de CLs en diferentes patologias, dafio hepatico,
obesidad (esteatosis no-alcohdlica), alcoholismo (esteatosis alcohdlica) o

Hepatocitos infeccidn por HCV. En cualquiera de estos casos, se genera lipotoxicidad y
(Higado) resistencia a la insulina. Posteriormente derivan en esteatohepatitis
(inflamacidn) y finalmente en fibrosis y fallo hepatico por cirrosis [8, 80, 370,
551-555].
Células B La exposicién crénica a AGs en la obesidad disminuye la secrecién de insulina
(Pancreas) estimulada por glucosay provoca la disfuncién de estas células [489, 505].
El desequilibrio entre la captacidn de AGs, la capacidad de acumulacién de CLs 'y
su consumo en la mitocondria causa lipotoxicidad y resistencia a la insulina,
Miocitos debido a la acumulacién de AGs libres; esta situacién se da en obesidad [320].
(Musculo

esquelético) Caquexia tumoral: Acumulacién de CLs en el musculo debido a una excesiva

lipdlisis en el tejido adiposo [1, 315] y a una B-oxidacidn insuficiente en los
miocitos [316].

Cardiomiocitos La acumulacién excesiva de CLs asociada a obesidad provoca fallo cardiaco,

(Mdsculo cardiaco) causado por un desequilibrio similar al expuesto en los miocitos [556].
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Tipo celular Patologias asociadas a los CLs

Ateroesclerosis: Los macréfagos fagocitan las lipoproteinas acumuladas en la
pared arterial con gran contenido en colesterol y lo acumulan en CLs. Cuando la
captacion de colesterol excede la capacidad de lipdlisis y secrecién de colesterol
Macréfagos se forman las foam cells que forman las placas de ateroma en la pared arterial. El
) ) exceso de lipidos puede conllevar la muerte de estas células atrayendo a mas
(Sistema inmune) macréfagos [51, 200, 557, 558].

Infecciones bacterianas, por ejemplo del genero mycobacteria, pueden causar la

acumulacién de CLs en macréfagos [324, 559].

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

Neuronas

(Cerebro) Papaparésia espdstica 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 degeneracion [1, 14].

Retina La formacion deficiente o la metabolizacién defectuosa de CLs en estas células

(Ojos) provoca defectos en la visidon [521].

Tabla 3. Principales patologias asociadas a los CLs en los diferentes tejidos.

Ademas de estar asociados a enfermedades en tejidos especificos, los CLs
se acumulan en muchos tipos de cancer [82, 561-570], posiblemente debido a
la mayor sintesis de novo de AGs [571-573], necesaria para la proliferacion [565],
migracion y metastasis [574-576], o a la hipoxia presente en algunas zonas del
tumor [577]. El contenido de CLs correlaciona con una mayor agresividad tumoral
y proteinas residentes en CLs se usan para la deteccién de tumores.

La pB-oxidacion de AGs también es relevante en algunos canceres [312, 317,
479, 578-581], y podria ser importante para la supervivencia a la anoikis o muerte
por pérdida de adhesién [582, 583]. Ademas, los CLs también promueven la sin-
tesis de mediadores inflamatorios que participan en la patogénesis tumoral [573,
584] y algunas células tumorales secretan factores que promueven la acumula-
cion de CLs en células vecinas [585]. En otros casos células de diferentes tumo-
res son capaces de captar AGs de adipocitos adyacentes para obtener energia
[581, 586].
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Durante los ultimos afos, en el grupo del Dr. Albert Pol se ha estudiado el papel
de la caveolina-1 en la homeostasis del colesterol, con especial interés en el mo-
delo hepdtico.

La deteccién del dominante negativo de caveolina (Cav-DGV) en los CLs [117]
llevd a estudiar la localizacién de las caveolinas en los CLs y su transporte hasta
éstos desde el RE y la membrana plasmatica [115]. Nuestro grupo ha demostra-
do que lipidos como el colesterol y los AGs regulan el transporte de caveolina-1
hacia los CLs [114, 115]. También se detect6 esta proteina en CLs durante la
regeneracion hepatica y se demostré que Cav-DGV, ademas de alterar la ho-
meostasis del colesterol, inhibia la movilidad y el metabolismo de los CLs [115],
relacionando ambos procesos. Estos resultados llevaron a analizar el posible pa-
pel de caveolina-1 durante la regeneracion hepatica. Para este proceso es nece-
saria la acumulacion de CLs en los hepatocitos, y nuestro grupo demostré que
los ratones deficientes en caveolina-1 no acumulan estos organulos y mueren por
falta de regeneracion del higado [124]. Ademas, se demostrdé que el aporte de
glucosa permitia la regeneracion hepatica de estos ratones, apuntando a una de-

pendencia de la glucosa para proliferar en las células deficientes en caveolina-1.

Por otro lado, dada la importancia de la acumulacion de CLs durante el proceso
de regeneracion hepatica, en nuestro grupo se analizé el proteoma de los CLs
acumulados en esta situacién, describiéndose la proteina ALDI como una nueva
proteina residente en CLs [70]. En este trabajo se analizé el transporte de ALDI
desde el RE hasta los CLs formados en respuesta a AG, hecho que llevé al grupo
a estudiar la via de transporte de proteinas desde el RE hasta los CLs, describien-
do las secuencias proteicas necesarias para dicho transporte [204].

La acumulacion de CLs es necesaria para la regeneracion hepatica pero también
es un factor comun en multiples enfermedades que afectan al higado, y los me-
canismos que regulan esta acumulacién y la metabolizacién de CLs en las células

sSon poco conocidos.

Como comentamos a continuacion, esta tesis se inscribe en cuatro proyectos
diferentes llevados a cabo en nuestro laboratorio relacionados con la caveolina-1
y la biologia celular de los cuerpos lipidicos.
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Con los antecedentes anteriores nos propusimos los siguientes objetivos:

1. Determinar las causas de la dependencia de la glucosa para la proliferacion en
modelos deficientes en caveolina-1.

2. Estudiar la formacion de CLs en el RE usando como modelo un péptido con la
secuencia minima de direccionamiento a CLs desde el RE.

3. Caracterizar los factores que modulan la acumulacion final de CLs en las célu-
las, y su metabolismo, con especial interés en el modelo hepatico.

4. Analizar la relacion entre el movimiento de los CLs y su metabolizacién.

115






RESuLTADOS



Los Resultados presentados en esta Tesis se dividen en cuatro bloques co-
rrespondientes a diferentes proyectos llevados a cabo en nuestro grupo a lo largo
de estos afios.

El primer bloque de resultados responde al primer objetivo planteado y se ins-
cribe en el proyecto llevado a cabo por la Dra. Marta Bosch dedicado al estudio
de la implicacion de la caveolina-1 en el metabolismo celular, en el que participé
durante los primeros afnos de esta tesis, por lo que algunos de los experimentos
presentados han sido realizados por Marta. Este proyecto sigue la linea iniciada
por el estudio previo del grupo, en que se sugerian defectos metabdlicos causa-
dos por la deficiencia de caveolina-1 [124]. En este apartado demostramos que
la deficiencia en caveolina-1 conlleva un incremento de colesterol en las mitocon-
drias provocando su disfuncién y la consecuente dependencia de la glucosa para
la supervivencia de estas células. Los resultados presentados de este bloque
corresponden a la parte en que participé del proyecto y la publicacion realizada
por el grupo en 2011 en Current Biology (Anexo, [587]).

El segundo bloque de resultados consiste en el estudio de la biogénesis de
los CLs en el RE. Estos resultados parten del estudio donde describiamos las se-
fales proteicas necesarias para direccionar proteinas desde el RE hasta los CLs
y de la tesis del Dr. Adam Kassan realizada en este laboratorio. En estos trabajos
se construyd un péptido con la informacién minima necesaria para la localiza-
cioén en los CLs. En este bloque de resultados se ha caracterizado este péptido
como marcador de las etapas tempranas de la biogénesis de CLs y demostrado
la presencia de la proteina ACSL3 en los CLs nacientes y su participacion en la
acumulacion de CLs. Los resultados presentados de este bloque corresponden
a la parte en que participé del proyecto y la publicacion realizada por el grupo en
2013 en Journal of Cell Biology (Anexo, [588]).

Partiendo de la importancia de la acumulacion de CLs en determinados pro-
cesos como la regeneracién del higado, en el tercer bloque de resultados pasa-
mos a estudiar los factores que afectan a la acumulacion de CLs en diferentes
modelos celulares, con especial interés en el modelo hepatico. Ademas, en este
modelo analizamos la heterogeneidad intercelular en la acumulacion de estos or-
ganulos y los factores que la modulan. En este apartado se describe que algunas
células acumulan mas CLs protegiendo al resto de la lipotoxicidad causada por
los AGs. Los resultados sugieren que la acumulacién heterogénea de CLs seria
un mecanismo de proteccion frente a los efectos toxicos causados por los AGs.
La mayor parte de estos resultados resultados fueron publicados por el grupo en
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2013 en Current Biology (Anexo, [589]).

Finalmente, en el cuarto bloque de resultados se estudia la relacién de la loca-
lizacién y movilidad de los CLs con el destino metabdlico de los AGs contenidos
en éstos. Este apartado parte del estudio explicado anteriormente [115] donde
se observd que el dominante negativo Cav-DGV inhibia la metabolizacién y la
movilidad de los CLs, sugiriendo una interrelacion entre ambos procesos. En este
bloque describimos que en fibroblastos, la ausencia de glucosa provoca que los
CLs tengan una localizacién periférica que conlleva una mayor interaccién con las
mitocondrias y el uso de sus AGs por parte de éstas para la f-oxidacion.

En resumen, esta Tesis aborda diferentes aspectos de la biologia celular de
los CLs, desde su nacimiento en el RE, los factores que regulan su acumulacién,
su localizacién e interaccién con otros organulos, y su metabolizacién para la
sintesis de fosfolipidos o la B-oxidacién mitocondrial. Los resultados ponen de
manifiesto la intima relacién entre el RE, las mitocondrias y los CLs, tres organu-
los implicados en muiltiples procesos de la homeostasis lipidica.
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Apartado 1.

PAPEL DE LA CAVEOLINA-1 EN EL METABOLISMO

La caveolina-1 regula la formacion de caveolas en la membrana plasmatica y
la homeostasis del colesterol en la célula. Mutaciones en la caveolina-1 y la ca-
veolina-3 se han relacionado con cancer, distrofia muscular y lipodistrofias [548,
590-596]. Hasta el momento, se desconoce por qué la pérdida o alteraciones en
la funcién de caveolina provocan enfermedades tan diferentes y aparentemente
poco relacionadas.

En estudios previos de nuestro grupo se sugeria una relacion funcional entre
caveolina-1y el metabolismo. Se demostrd que la caveolina-1 es necesaria para
la correcta proliferaciéon de los hepatocitos durante la regeneracion hepatica. Los
ratones deficientes no regeneraban el higado y morian después de una hepa-
tectomia parcial. Durante este proceso, el higado acumula CLs que usa para la
obtencion de energia para sostener la proliferacion. De forma interesante, los
ratones deficientes en caveolina-1 eran incapaces de acumular CLs y regenerar
a partir de lipidos, mientras que si pudieron a partir de glucosa. Ademas, los he-
patocitos aislados de estos ratones también mostraban una dependencia de la
glucosa para proliferar [124].

Por lo tanto, este articulo sugiere una implicacion de la caveolina-1 en el meta-
bolismo, de manera que células deficientes en esta proteina serian dependientes
de glucosa para proliferar.

1.1 La deficiencia de caveolina-1 genera células depen-
dientes de glucosa

Para comprobar esta hipétesis se trataron células MEF (fibroblastos embrio-
narios de raton) procedentes de ratones salvajes (wt) o deficientes en caveolina-1
(CAV1") [597] con 2-deoxiglucosa (2-DG) (Figura 1 de Resultados, A), con el ob-
jetivo de afectar al flujo glucolitico. Esta molécula es un analogo no metabolizable
de la glucosa con la que compite inhibiendo su metabolismo [598].

La 2-DG disminuye el nUmero de células de forma significativamente mayor en
las células CAV1~ (Figura 1B), posiblemente debido a un incremento de la muerte
celular (Figura 1C, cuantificado en D).
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Figura 1. Las células deficientes en caveolina-1 son dependientes del metabolismo
de la glucosa. (A) Inmunodeteccion de caveolina-1, y actina como control de carga, en
lisados de células MEF wt y CAV1~. (B) Cuantificacion del nimero de células MEF wt y
CAV1- alas 48h de los tratamientos indicados, en relacion al punto inicial. (C y D) Diagra-
ma de puntos (C) y cuantificacién del porcentaje de células apoptoticas (D) en respuesta a
2-DG 5mM a los tiempos indicados.

Para confirmar la relacién entre la deficiencia de caveolina-1y la dependencia
de glucosa se usaron lineas de preadipocitos 3T3L1 transfectadas de forma es-
table con un siRNA control (3T3L1 +CAV1) o especifico para caveolina-1 (3T3L1
—CAV1), generadas en el laboratorio de la Dra. Marta Camps (Departamento de
Bioquimica, Universitat de Barcelona). Al igual que las células MEF, las 3T3L1
-CAV1 también mostraron una menor proliferacion y una mayor apoptosis al ser
tratadas con 2-DG (datos no mostrados).

Estos resultados sugieren que las células deficientes en caveolina-1, indepen-
dientemente de su fondo genético o de la forma en que se reducido la expresion
de caveolina, requieren un flujo glucolitico mas elevado para mantener su prolife-
raciéon y supervivencia, indicando una disfuncion metabdlica.
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1.2 La activacion del metabolismo mitocondrial causa
apoptosis por estrés oxidativo en células CAV1-"-

Las células en cultivo suelen obtener la energia de la conversion de glucosa
a lactato (glucdlisis), puesto que en estas condiciones la glucosa no es limitante
y esta via, aunque es menos eficiente que la fosforilacién oxidativa, permite la
obtencion de energia de forma rapida y sin generar estrés oxidativo. Cuando la
disponibilidad de nutrientes se reduce, cambian su metabolismo hacia un meta-
bolismo oxidativo mitocondrial [599], aumentando la eficiencia en la obtencion de
energia. Dado que las células CAV1~- morian por apoptosis al limitar la glucdlisis,
especulamos que podrian ser incapaces de realizar correctamente dicho cambio
metabdlico.

Otra forma de forzar el cambio metabdlico hacia el metabolismo mitocondrial
es el tratamiento con dicloroacetato (DCA), un inhibidor de la piruvato dehidro-
genasa quinasa (PDHK) que, a su vez, inhibe la piruvato dehidrogenasa, enzima
clave en la captacién por parte de la mitocondria de piruvato procedente de la
glucdlisis (Esquema en Figura 2A). El tratamiento con DCA provoca el uso de
glucosa para el metabolismo oxidativo en lugar de su metabolizacién a lactato
[600] (Figura 2B).

El tratamiento con DCA caus6 un incremento importante en la apoptosis, es-
pecificamente en células MEF CAV1- (Figura 2F, DCA 24h), sugiriendo un defecto
en la fosforilacion oxidativa. La cadena respiratoria es la principal fuente de espe-
cies reactivas de oxigeno (ROS) que generan estrés oxidativo [601] y dicho estrés
puede llevar a apoptosis [602]. En consonancia con ello, las células MEF CAV1-
- muestran un mayor estrés oxidativo basal, incrementado con el tratamiento
con DCA (Figura 2C). Ademas, la reduccion del estrés oxidativo mediante el an-
tioxidante hidroxibutilanisol (BHA), que reacciona con ROS, revierte la apoptosis
causada por DCA (Figura 2F, DCA+BHA). Para comprobar que esta respuesta era
debida a la ausencia de caveolina-1 usamos MEF CAV1- en que se reintrodujo
caveolina-1 (+CAV1) [603] (Figura 2D). La reexpresion de caveolina-1 en MEF
CAV1 revirtio el incremento de estrés oxidativo causado por el DCA (Figura 2E).
El tratamiento con DCA también incrementa significativamente el estrés oxidativo
en las células 3T3L1 —-CAV1 (datos no mostrados).
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Figura 2. La activacion del metabolismo mitocondrial en las células CAV1- induce
estrés oxidativo que causa apoptosis. (A) Esquema del metabolismo y el efecto de la
2-DGy el DCA. (B) Oxidacién de glucosa en células MEF wt y CAV1--a las 3h de tratamien-
to con DCA 25mM. (C) Cuantificacion de ROS con H,DCF-DA en células MEF wt y CAV1”
en medio control o tratadas 24h con DCA 25mM. (D) Inmunodeteccion de caveolina-1,
y actina, en células MEF wt, CAV17-y CAV1~ en que se ha retransfectado caveolina-1
(+CAV1) o un plasmido control (-CAV1). (E) Incremento de ROS respecto al control en
células MEF wt, CAV1-/-, -CAV1 y +CAV1 en respuesta a 5h de DCA 50mM, cuantificado
con H,DCF-DA. (F y G) Porcentaje de células positivas para AnnexinaV en células MEF wt
y CAV17, tratadas 24h con DCA 25mM o con DCA y BHA 100uM (F) o tratadas con TNFa
6nM o TNFo y GSH-EE 5mM.

Las células deficientes en caveolina-1, tanto MEF (Figura 2G) como 3T3L1
(datos no mostrdos), también son mas susceptibles a TNFa (que activaria la
apoptosis a través de la produccién de ROS en la mitocondria [604]) y en conso-
nancia, dicha apoptosis se revierte con glutatién reducido permeable (GSH-EE),
antioxidante que disminuye el estrés oxidativo en las células.
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En conclusion, la induccién del metabolismo mitocondrial genera estrés oxi-
dativo en células deficientes de caveolina-1 provocando apoptosis. Ademas, el
mayor estrés oxidativo basal en estas células las hace mas susceptibles a la
apoptosis. Estos resultados sugieren una disfunciéon mitocondrial en las células
que carecen de caveolina-1, acentuada durante la activacion del metabolismo
mitocondrial.

1.3 Las células CAV1’ muestran una alteracion mito-
condrial

Para analizar la posible disfuncion mitocondrial estudiamos parametros in-
dicativos de la fisiologia de este organulo como el potencial de membrana y el
consumo celular de oxigeno.

Las células deficientes en caveolina-1, tanto MEF como 3T3L1, tienen un ma-
yor potencial de membrana mitocondrial (Figura 3A, cuantificado en B y datos no
mostrados).

Ademas, mediante respirometria de alta resolucién (Figura 3C), se demostrd
que las células MEF CAV1-, tienen un mayor consumo de oxigeno basal (rutina,
R), mas préximo a su capacidad de respiracion maxima (ETS, E) (Figura 3D). Este
resultado se da al tener las células en un medio rico en glucosa. En estas condi-
ciones las células MEF no necesitan realizar metabolismo oxidativo para obtener
energia, indicando una posible disfuncion. Una mayor ratio R/E indica que estas
células tienen menos margen para incrementar el metabolismo oxidativo cuando
la situacion lo requiere (ver Material y métodos), como sucede frente a la falta de
nutrientes o el tratamiento con DCA. En estas células, también se observa una
mayor pérdida de protones del espacio intermembrana mitocondrial no asociada
a la produccion de ATP (L/E) (Figura 3E), indicando un desacoplamiento parcial
de la fosforilacion oxidativa y la cadena respiratoria.

El mayor potencial de membrana y el desacoplamiento parcial de la cadena
respiratoria podrian explicar el estrés oxidativo observado en células deficientes
en caveolina-1 [605].
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Figura 3. Las células deficientes de caveolina-1 muestran una alteracién mitocon-
drial. (A y B) Histograma representativo (A) y cuantificacion (B) del potencial de membrana
en células MEF wt y CAV1” en condiciones control. (C-E) Grafico representativo (C) y
cuantificacion de la tasa de respiracion de rutina (R/E) (D) y tasa de desacoplamiento de la
cadena respiratoria (L/E) (E) cuantificadas mediante respirometria de alta resolucion.

En conclusion, las células deficientes de caveolina-1 muestran una alteracién
mitocondrial, con un mayor estrés oxidativo, que se ve acentuado al forzar las
células a usar la mitocondria y que las sensibiliza a la apoptosis.

1.4 La disfuncion mitocondrial en células CAV1-- es de-
bida a un mayor contenido de colesterol mitocondrial

Seguidamente, pasamos a analizar el mecanismo por el cual la falta de ca-
veolina-1 podia provocar tal disfuncién mitocondrial. Como se ha comentado
anteriormente, la caveolina-1 regula la homeostasis de colesterol en la célula,
entre otras vias, permitiendo su transporte desde el RE hasta la membrana plas-
matica [606]. El grupo del Dr. José Carlos Fernandez-Checa (Departamento de
muerte celular y proliferacion, IIBB-CSIC) demostrd que la acumulacion de coles-
terol en las mitocondrias las hacia mas susceptibles a la apoptosis [607]. Asi, en
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colaboracion con su grupo, analizamos el contenido de colesterol mitocondrial
y la eficiencia respiratoria de mitocondrias aisladas de higado de ratones wt y
CAV1- (Figura 4A).
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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. (A) Inmunodeteccién de caveolina-1
y los marcadores: Rab11(endosomas de reciclaje), GM130 (Aparato de Golgi), Sec61 (RE)
y Citocromo C (mitocondrias), en homogenado total y mitocondrias purificadas de higado.
(B, E y H) Cuantificacién del colesterol mitocondrial, (C, F y I) analisis por citometria de flujo
de la fluidez de membrana mitocondrial mediante la tincién di-4-ANEPPDHQ, y (D, Gy J)
andlisis de la eficiencia de la respiracion en mitocondrias aisladas de higados wt o CAV1,
tratadas en los casos indicados con colesterol o metil-B-ciclodextrina. La eficiencia en la
respiracion se ha calculado como la tasa entre el consumo de oxigeno de las mitocondrias
en presencia de succinato 177mM y ADP 0,7mM respecto a la ausencia de ADP.
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Las mitocondrias procedentes de higados CAV1~ presentaron un mayor con-
tenido de colesterol y una menor eficiencia en la respiracion (Figura 4B y D).
Dichos resultados fueron confirmados también en mitocondrias procedentes de
células MEF (datos no mostrados). De forma importante, la reduccién de los ni-
veles de colesterol mitocondrial mediante metil-p-ciclodextrina (MBCD) en las mi-
tocondrias CAV1~- aumentaba la eficiencia respiratoria hasta los niveles de las wt
(Figura4E y G) y la adicién de colesterol a las mitocondrias wt reducia la eficiencia
en la respiracion, de forma similar a la deplecion de caveolina-1 (Figura 4H y J).

En general, el contenido de colesterol regula la fluidez de las membranas [608].
Asi que aislamos mitocondrias de higado de ratones wt y CAV17, y medimos la
fluidez de su membrana mediante la tincion de di-4-ANEPPDHQ analizada por
citometria de flujo (ver Material y métodos). Las mitocondrias procedentes de
higados CAV1~ mostraron una mayor rigidez de membrana (Figura 4C), y ésta era
dependiente del contenido de colesterol, dado que disminuia con la deplecion de
colesterol mediante MBCD (Figura 4F). Ademas, la adicion de colesterol a mito-
condrias wt incrementé la rigidez de su membrana (Figura 4l).

En conclusién, el colesterol mitocondrial es méas elevado en mitocondrias de-
ficientes en caveolina-1, hecho que disminuye la fluidez de la membrana mito-
condrial provocando una menor eficiencia en la respiracién. Ademas, en colabo-
racion con el grupo del Dr. Fernandez-Checa hemos demostrado que el mayor
contenido de colesterol en mitocondrias deficientes en caveolina-1 provoca una
menor captacion del antioxidante glutation en éstas [587] (Anexo). Tanto la menor
eficiencia en la respiracion como el menor glutation mitocondrial podrian explicar
el mayor estrés oxidativo y la disfuncion mitocondrial observada.

Posteriormente, en el grupo se demostré que las células deficientes en caveo-
lina-1 tenian una menor secrecion de colesterol al medio y acumulaban coleste-
rol en el aparato de Golgi y en el RE, especialmente en las MAM (mitochondrial
associated membranes, regiones del RE en contacto con mitocondrias), proba-
blemente debido a un defecto en el transporte de colesterol desde el RE hasta
la membrana plasmatica causado por la falta de caveolina-1 [110]. La acumu-
lacion de colesterol en el RE y MAM correlacion6 con un mayor transporte de
colesterol hacia la mitocondria para la sintesis de pregnenolona y con una mayor
produccion mitocondrial de hormonas derivadas del colesterol [587] (Anexo). Por
lo tanto, la acumulacion de colesterol en la membrana mitocondrial seria una
consecuencia del incremento de colesterol en el RE causado por un defecto en la
via de secrecién del colesterol.
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Por otra parte, resultados posteriores de nuestro grupo en colaboracién con
los grupos del Dr. Fernandez-Checa y la Dra. Ester Pérez Navarro (Departamen-
to de Histologia, Universidad de Barcelona) demostraron que, como en otros
modelos con mayor colesterol mitocondrial [609], la deficiencia de caveolina-1
hace mas susceptibles a los animales ante la toxicidad causada por el péptido
B-amieloide (causante de la enfermedad de Alzheimer) y al desarrollo de esteato-
hepatitis; ademas de ser mas susceptibles a la inyeccién de la toxina mitocondrial
acido 3-nitropropionico en el nlcleo estriado, modelo usado para simular la en-
fermedad de Huntington [587] (Anexo).
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Apartado 2.

ESTuDIO DE LA BIOGENESIS DE CUERPOS LIPIDICOS Y EL
PAPEL DE ACSL3 EN ESTE PROCESO

En estudios previos, nuestro grupo identificé las secuencias necesarias para
transportar una proteina desde el RE hasta los CLs ([204] y Tesis del Dr. Adam
Kassan). En estos trabajos se determiné que este direccionamiento requiere de
la combinacion de una secuencia de aminoacidos hidrofébicos, que permite el
anclaje de las proteinas al RE, y una secuencia de aminoacidos de carga positiva,
necesarios para el direccionamiento de la proteina desde el RE hasta los CLs.

Con el objetivo de estudiar la biogénesis de los CLs, se sintetizd un pépti-
do con la informacién minima necesaria para transportar proteinas desde el RE
hasta los CLs (Tesis del Dr. Adam Kassan). Este péptido (HPos) se construy6 fu-
sionando la secuencia hidrofébica de ALDI con la secuencia positiva correspon-
diente a los ultimos 20 aminoéacidos de caveolina-1. Previamente, nuestro grupo
habia caracterizado el transporte desde el RE hacia los CLs de ambas proteinas
[70, 115] y el papel de estas secuencias en este proceso [204].

Como control negativo para HPos, se sintetizd un péptido (HNeu) con los tres
residuos cargados (lisinas y argininas) de la secuencia positiva de caveolina-1
sustituidos por glicinas (de carga neutra), obteniéndose un péptido con una se-
cuencia hidréfoba seguida de una secuencia de carga neutra (Figura 5A). Ambos
péptidos fueron conjugados, en su extremo N-terminal, con proteinas fluorescen-
tes de emisién verde (GFP) o roja (OFP). Para estos estudios se usaron células
COS-1, debido a que presentan RE muy bien definido, y han sido frecuentemente
usadas para analizar el trafico de proteinas en este organulo [610].

2.1 Caracterizacion de HPos como marcador de CLs

La Figura 5, corresponde a los antecedentes de esta parte del trabajo y re-
sume la sintesis y el estudio de la localizacion de HPos y HNeu en respuesta a
acido oleico (AO). En la Figura 5J se muestra un esquema de los experimentos
realizados en este bloque de resultados. Inicialmente, se transfectaron ambos
péptidos conjugados con GFP en células posteriormente tratadas durante 24h
en un medio sin suero (condicidn referida en esta parte del trabajo como ayuno).
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En células COS-1, el ayuno de suero permite eliminar los CLs presentes en las
células en condiciones normales de cultivo formados a partir de lipoproteinas y
acidos grasos libres (AGs). En estas condiciones, tanto por microscopia confocal
(Figura 5C y E) como por fraccionamiento en gradientes de densidad (Figura 5B,
panel superior), se demostrd que ambos péptidos se acumulaban en el RE.

Seguidamente, se indujo la formacién de CLs incubando las células 24h con
acido oleico, 175ug/ml (AO). A no ser que se especifique en este apartado los tra-
tamientos con AO se realizan siempre a esta concentracion y las células usadas
son células COS-1. Después del tratamiento, tanto la microscopia confocal (Fi-
gura 5D y F) como el fraccionamiento celular (Figura 5B, panel inferior) revelaron
que HPos se encuentra en los CLs. Por lo contrario, HNeu permanece en el RE,
confirmando el papel esencial de las cargas positivas en el trafico de proteinas
hasta los CLs. Ademas, en situacidén de ayuno, las imagenes de microscopia
revelaron la presencia de HPos, pero no de HNeu en unas estructuras aparente-
mente esféricas y conectadas al RE (flechas en Figura 5E).

La cotransfeccion de HPos y HNeu confirmé que en ayuno ambos péptidos
colocalizan en los tubulos del RE (Figura 5G), excepto en las estructuras esféricas
mencionadas anteriormente, que Unicamente contenian HPos (detalle en la Figu-
ra 5G, panel inferior). La estimulacién de la formacion de CLs con AO evidencio
la segregacion de ambos péptidos, observandose, a los 15min de tratamiento,

Figura 5. Sintesis de los péptidos HPos y HNeu y segregacion de éstos en respuesta
a AO. (A) Secuencia de los péptidos modelo HPos y HNeu disefiados para este estudio,
formados por la secuencia hidréfoba de la proteina ALDI y la secuencia positiva del ex-
tremo N-terminal de la caveolina-1 (HPos) o esta misma secuencia con las tres cargas
positivas mutadas a glicina (HNeu). (B) Fraccionamiento celular de células COS-1 trans-
fectadas con GFP-HPos o GFP-HNeu tratadas en medio sin suero durante 24h (Ayuno) o
tratadas 24h con acido oleico 175ug/ml (AO). La localizacién de los CLs (marcados con
Plin2/ADRP) corresponde a la fraccion 1 y la localizacién del RE (marcado con Sec61)
corresponde a las fracciones 3-5. (C-F) Células transfectadas con GFP-HNeu (C y D) o
con GFP-HPos (E y F) y tratadas 24h en medio sin suero (Ayuno, C y E) o con AO durante
24h adicionales (AO, D y F). En la parte inferior se muestra un detalle del RE periférico de
cada imagen. Las flechas amarillas sefialan estructuras redondeadas (en ayuno) o CLs (en
AO) marcadas por el péptido HPos. (G y H) Co-transfeccién de OFP-HPos y GFP-HNeu en
células posteriormente sometidas a ayuno de suero (G) o 15min adicionales con AO (H).
En los paneles inferiores se muestran los canales por separado. Las flechas amarillas se-
falan las estructuras positivas para HPos. (l) Detalle de un CL maduro en células tratadas
como en H después de un tratamiento prolongado con AO. (J) Esquema de la mayoria de
experimentos realizados en este apartado de resultados.
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numerosas estructuras unicamente marcadas por HPos (Figura 5H). Estas es-
tructuras son aparentemente esféricas (Figura 5H, panel inferior), estan repartidas
por la red de tubulos del RE y probablemente, estan relacionadas con la forma-
cién de los CLs. Cabe destactar que mientras que se observa un promedio de 9
estructuras marcadas por HPos en situacion de ayuno, al afiadir AO se forman
mas de 40 nuevas estructuras.

Para estudiar si las estructuras marcadas con HPos, que excluyen HNeu, y
corresponden a CLs en formacién, analizamos la colocalizacién de éstas con
marcadores de CLs. La sonda lipofilica Nile red demostré la presencia de lipi-
dos neutros en estas estructuras (Figura 6A y B). Ademas, la mayoria de éstas
reclutaron la proteina marcadora de CLs Plin2/ADRP (Figura 6C) y acumularon el
AG fluorescente BODIPY-FLC16 durante los primeros 10min de adicién de AGs
(Figura 6D).

Confirmando la especificidad de HPos como marcador de los CLs en forma-
cién, estas estructuras no colocalizaron ni con el marcador de autofagosomas
LC3 (datos no mostrados), ni con el marcador de los microdominios de salida del
RE (ERES) TANGO1 (datos no mostrados). Ademas, es importante mencionar que
la expresion de HPos no modifica el proceso de biogénesis de los CLs, dado que
la acumulacion de CLs en las células que expresan HPos es indistinguible de la
de las células vecinas no transfectadas (Figura 7).

Estos resultados demuestran que HPos es un buen marcador para el estudio
de la biogénesis de CLs. A partir de ahora llamaremos CLs pre-existentes (preCL)
a aquéllos microdominios de formacion de CLs resistentes al ayuno (Figura 6A)
y CLs emergentes (emCLs) a los que se forman en respuesta al tratamiento con
AGs (Figura 6B).

Figura 6. El péptido sintético HPos marca la biogénesis de los CLs. (A y B) Imagenes
representativas de células COS-1 transfectadas GFP-HPos (canal verde), tratadas 16h en
medio sin suero (Ayuno) y posteriormente incubadas durante 15min con AO. Las células
fueron fijadas y tefiidas con Nile red (CLs, canal rojo). (C) Células co-transfectadas con
GFP-HPos (canal verde) y Cherry-ADRP (canal rojo), ayunadas 16h en medio sin suero y
posteriormente tratadas 15min con AO. (D) Células transfectadas con OFP-HPos (canal
rojo), ayunadas en medio sin suero y posteriormente tratadas durante 10min con AO y
BODIPY-FLC16 1uM (canal verde). (A y B, paneles inferiores). En todos los casos en los
paneles inferiores se muestran los canales por separado. Las flechas amarillas sefialan las
estructuras positivas por HPos.
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Nile red / HPos

AO 30min AO 45min

Figura 7. La transfeccion del péptido HPos no modifica la biogénesis de CLs. (Paneles
superiores) Imagenes de células COS-1 transfectadas GFP-HPos (canal verde), tratadas
16h en medio sin suero y posteriormente incubadas durante diferentes tiempos con AO.
Las células fueron fijadas y tefiidas con Nile red (CLs, canal rojo). (Paneles inferiores) Ima-
genes correspondientes a la tincion de Nile red de los paneles superiores sefialando las
células transfectadas con GFP-HPos con asteriscos rojos.

2.2 El HPos permite la deteccion de una etapa muy tem-
prana de la formacién de CLs

Una vez comprobada la utilidad de HPos como marcador de los CLs en for-
macién, usamos este péptido para analizar mediante video-microscopia confocal
la incorporacion de lipidos y proteinas a los CLs nacientes. Con esta técnica
observamos que el BODIPY-FLC16 se incorpora a los preCLs al cabo de 10-30
segundos de tratamiento, mientras que en el caso de los emCLs, primero se
acumula el péptido HPos formando la estructura (hacia los 5-7 minutos de trata-
miento) y posteriormente (unos 2-3min mas tarde) el BODIPY-FLC16 se acumula
en estas estructuras (datos no mostrados procedentes de la Tesis del Dr. Adam
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Kassan). Asi, tanto los preCLs como los emCLs acumulan AGs pero a tiempos
diferentes.

Seguidamente, usamos la misma técnica para analizar la incorporacién de
Plin2/ADRP a los CLs nacientes. Como en el caso anterior, la formacién de em-
CLs marcados con HPos se observa a los 5-7min, pero la acumulacién de Plin2/
ADRP a estas estructuras tiene lugar 4-5min después (Figura 8). Estos resultados
correlacionan con el progresivo incremento de colocalizacion entre Plin2/ADRP y
HPos observado en CLs emergentes. Ademas, mediante este método, en nuestro
grupo también se corrobor6 que Plin3/TIP47 se incorpora a estas estructuras an-
tes que Plin2/ADRP, pero después de HPos (datos no mostrados), de forma con-
sistente con la hipétesis segun la cual, durante el ensamblaje de CLs, la incorpo-
racién de las diferentes proteinas a éstos sucede de forma secuencial [104, 611].

CL emergente a diferentes tiempos de tratamiento con AO:
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Figura 8. Analisis de la incorporacion de Plin2/ADRP a los CLs nacientes. Andlisis
mediante videomicroscopia confocal de la incorporacién de GFP-ADRP (canal verde) a los
CLs nacientes, definidos por OFP-HPos (canal rojo), en células COS-1 co-transfecatadas
con ambos péptidos, ayunadas en medio sin suero durante 16h y tratadas con AO. Se han
seleccionado imagenes correspondientes a un CL emergente a diferentes tiempos de tra-
tamiento con AO. Los CLs nacientes son inicialmente positivos por OFP-HPos y negativos
por GFP-ADRP (flechas rojas) y posteriormente GFP-ADRP es reclutada a estas estruc-
turas (flechas azules para un reclutamiento parcial y verdes para un reclutamiento claro).
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2.3 Analisis de la incorporacion de proteinas a los CLs
emergentes

Dada su temprana incorporacion a los CLs nacientes, HPos nos permitié ana-
lizar la cinética de incorporacién de otras proteinas determinantes para la biogé-
nesis de este organulo.

Con este objetivo, cotransfectamos HPos con diferentes enzimas implicadas
en la sintesis de lipidos neutros y fosfolipidos necesarios para la biogénesis de
CLs (ver Introduccién) como DGAT2 (Figura 9A), PEMT (Figura 9B), ACAT (datos
no mostrados) y ACSL3 (Figura 10).

HPos / DGAT2 HPos / PEMT

AO 30 min

Figura 9. Localizaciéon de DGAT2 y PEMT en la biogénesis de CLs. (A y B) Co-transfec-
cién de GFP-DGAT2 (A) o GFP-PEMT (B) con OFP-HPos en células COS-1, posteriormen-
te ayunadas 16h en medio sin suero y tratadas 30min con AO. En todos los casos en los
paneles inferiores se muestran los canales por separado. Las flechas amarillas sefialan las
estructuras positivas para HPos.
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De todas ellas, tan s6lo ACSL3 colocalizé con HPos tanto en los CLs pre-exis-
tentes (Figura 10, paneles de la izquierda) como en los CLs emergentes (Figura
10, paneles centrales y de la derecha), sugiriendo un reclutamiento temprano de
dicha proteina a los CLs. La presencia de la ACSL3 enddgena en las estructu-
ras marcadas por HPos fue confirmada mediante inmunocitoquimica, tanto en
preCLs (Figura 11A) como en emCLs (Figura 11B) y también en CLs maduros
después de horas de tratamiento con AGs (Figura 11C).

ACSL3 / HPos

Figura 10. Localizacién de ACSL3 en la biogénesis de CLs. Co-transfeccion de GFP-
HPos (canal verde) y myc-ACSL3 (canal rojo) en células COS-1, posteriormente ayunadas
16h en medio sin suero y tratadas los tiempos indicados con AQ. En los paneles inferiores
se muestran los canales por separado. Las flechas amarillas sefialan las estructuras posi-
tivas por HPos.
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ACSL3end / HPos

Figura 11. Localizacion de ACSL3 enddégena en la biogénesis de CLs. (A y B) Trans-
feccion de GFP-HPos (canal verde) en células COS-1, posteriormente ayunadas 16h en
medio sin suero (A) y tratadas durante 10min con AO (B). Una vez fijadas las células, se
ha detectado ACSL3 enddgena por inmunocitoquimica (canal rojo). Los paneles inferiores
muestran los canales por separado. Las flechas amarillas sefialan las estructuras positivas
por HPos. (C) Inmunocitoquimica de ACSL3 (canal verde) en células COS-1 tratadas 24h
con AQO y tefiidas con Nile red (CLs, canal rojo).
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2.4 La localizacion de ACSL3 en los CLs nacientes pre-
cede a la acumulacién de lipidos

La temprana incorporacion de ACSLS3 a los CLs nos llevé a pensar que podria
formar parte de una hipotética plataforma proteica que promoveria la incorpora-
cién de lipidos y la formacién de CLs en determinados microdominios del RE. De
ser asi, la acumulacién de ACSLS3 en dichos microdominios, como en el caso del
marcador HPos, deberia ser previa a la acumulacién de lipidos. Mientras que la
colocalizacion de ACSL3 enddgena con el marcador HPos en los CLs nacientes
es total, se observé que tanto a 15 como 30 minutos de tratamiento con AO,

ACSL3 / BODIPY-FLC16
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BODIPY ' . g & | BODIPY
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5 & 3 5 3% dominios marcados por ACSL3. (A-C) Inmunoci-
. .10 toquimica de ACSL3 (canal rojo) en células COS-1

BP esterificado

tratadas 16h sin suero (Ayuno) y durante 15 y 30

min con AO y BODIPY-FLC16 1uM (BP). Los pane-

les inferiores muestran los canales por separado. Las

BP libre ﬂ H flechas amarillas sefialan las estructuras positivas

r= | _“ 1 por ACSL3 y BODIPY-FLC16, las rojas aquéllas tan
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BPenPL HHHH tos lipidicos procedentes de células ayunadas 16h

sin suero y tratadas 30, 60 y 120min como en A-C.

El ultimo carril corresponde al tratamiento de 120min en presencia de triacsina C 10uM

(TRC) para inhibir la esterificacién de los AGs. El primero corresponde a BP, usado como
estandar.
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si bien la mayoria de estos microdominios habian incorporado BODIPY-FLC16,
quedaban algunos microdominios solamente positivos por ACSL3 (flechas rojas
en Figura 12B y C). Ademas, se observo que la proporcion de microdominios sin
BODIPY-FLC16 disminuia al incrementar el tiempo de tratamiento, hecho que
podria sugerir una incorporacion secuencial, primero de la proteina ACSL3 y pos-
teriormente del AG fluorescente. Cabe destacar que la incorporacién progresiva
de este AG fluorescente a los CLs nacientes correlaciona con su esterificacion,
analizada por cromatografia en capa fina (Figura 12D), que se reduce con triac-
sina C (TRC, inhibidor de la actividad ACSL) inhibidor de la activacién de AGs a
acil-CoA.

Asi, estos resultados demuestran que ACSL3 esta localizada en CLs emer-
gentes incluso antes de que estas estructuras acumulen lipidos de forma visible
y sugieren que la actividad ACSL es necesaria durante la esterificacién de estos
lipidos y la formacion de CLs.

2.5 ACSL3 es necesaria para la biogénesis de los CLs

El papel de ACSL3 en la acumulacién de CLs es controvertido y difiere segun
el tipo celular analizado y posiblemente también segun el origen de los AGs (ver
Introduccién). Dada su temprana localizacién en los CLs decidimos analizar el
papel de esta proteina en la formacion y acumulacién de CLs en nuestro modelo.

La supresion de ACSL3 mediante siRNA, comprobada tanto por inmunocito-
quimica (Figura 13A, paneles de la derecha) como por western blot (Figura 13E),
reduce de forma muy importante la cantidad de emCLs a 30’ de tratamiento con
acido oleico (AO) (flechas amarillas en Figura 13A). En consonancia con este re-
sultado, durante la primera hora de biogénesis de CLs, la eliminaciéon de ACSL3
también reduce la sintesis de TAG a partir de AO marcado radioactivamente (Fi-
gura 13B, cuantificado en C) y la acumulacién de lipidos neutros (tefiidos con
Nile Red) analizada por citometria de flujo (Figura 13D). Por lo contrarrio, la so-
breexpresién de ACSL3 incrementa la biogénesis de CLs a tiempos cortos de
tratamiento con AGs (Figura 15F).

Asi, la presencia de ACSL3 es necesaria para la formacion de CLs y la acumu-
lacién de lipidos neutros en células COS-1 a tiempos cortos de tratamiento con
acido oleico.
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Figura 13. La presencia de ACSL3 es necesaria para la biogénesis de los CLs. (A)
Inmunocitoquimica de ACSL3 (canal rojo) en células COS-1 transfectadas con siRNA ines-
pecifico (siNT) o anti-ACSL3 (siACSL3), al cabo de 24h transfectadas con GFP-HPos y
posteriormente ayunadas 16h en medio sin suero y tratadas con AO durante 30min. Las
flechas amarillas indican los CLs nacientes marcados con GFP-HPos y ACSL3. (B y C)
Andlisis de la incorporaciéon de AO-C en TAG a diferentes tiempos de incubacién me-
diante cromatografia en capa fina en células transfectadas 48h con un siRNA inespecifico
(siGFP) o siACSL3, o células control tratadas con triacsina C 10uM (Ctrl+TRC), cuantifi-
cado en C. (D) Cuantificacién de la acumulacién de lipidos neutros por citometria de flujo
en células tratadas como en A. N=2. (E) Niveles proteicos de ACSL3 y actina en células
transfectadas durante 48h con siGFP o siACSL3.
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2.6 ACSL3 es necesaria para la acumulaciéon de CLs ma-
duros

Ademas de la formacién de CLs nacientes, la deplecién de ACSL3 también
reduce el niumero y tamafo de los CLs maduros a las 16h de tratamiento con AO
(Figura 14A, B y C), cuantificados en colaboracion con Babu JN Reddy del labo-
ratorio del Dr. Steven P. Gross (Universidad de Irvine, USA). Las imagenes fueron
tomadas in vivo para preservar al maximo el tamafio real de los CLs, evitando
posibles eventos de fusion derivados de una imperfecta fijacion. Curiosamente,
en las células control el tamafio de los CLs se mantiene estable en las diferentes
dosis de AO, mientras que el numero de CLs incrementa (Figura 14C). Confir-
mando la importancia de ACSL3 para la acumulacion de CLs, su sobreexpresion
incrementa el contenido de CLs a 16h de tratamiento con AO (Figura 15G).

Del mismo modo que a tiempos cortos, después de 16h de tratamiento con
AO la reduccién de ACSL3 también disminuye, aunque de forma parcial, la sinte-
sis de TAG a partir de AO marcado radiactivamente (Figura 13B, cuantificado en
Figura 14D) y la acumulacién de lipidos neutros (Figura 14E). La inhibicion de la
actividad ACSL con triacsina C reduce ambos de forma completa, indicando la
posible participacion de otras isoformas de ACSL sensibles a triacsina C en este
proceso. Aun asi, la mayoria de actividad ACSL es atribuible a ACSL3 en nuestro
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Figura 14. La presencia de ACSL3 es necesaria para la acumulacion de CLs. (A-C)
Células COS-1 transfectadas con siRNA inespecifico (siNT) o anti-ACSL3 (siACSL3) y, al
cabo de 24h, tratadas durante 16h con AO a concentraciones crecientes. (A) Imagenes re-
presentativas de microscopia confocal in vivo de los tratamientos control y con AO 150ug/
ml. (B y C) Cuantificacién del nimero y tamafio de CLs en imagenes tomadas como en A
en las diferentes concentraciones de AO. (D) Cuantificacion de la incorporacién de AO-"C
a TAG a 16h (procedente de la figura 10B) en células transfectadas con siGFP o siACSL3
o células control tratadas con TRC 10pM. (E) Cuantificacién de CLs mediante citometria
de flujo en células tratadas como en D. N=2. (F y G) Analisis de la actividad ACSL en lisa-
dos de células COS-1 (F) y Huh7 (G) control, transfectadas con siGFP o con siACSL3, y
tratadas en ausencia (CTRL) o presencia de TRC. N=2. Significaciones siempre calculadas
respecto a siGFP CTRL. *: p-valor<0,05 **: p-valor<0,01.

modelo, dado que la deplecién de esta proteina reduce de forma muy importante
la actividad ACSL total, tanto en células COS-1 como Huh7 (Figura 14F y G).

Estos resultados indican que la acumulacion de CLs maduros, a tiempos lar-
gos de tratamiento con AO, depende de ACSL3, que también seria responsable
de la mayoria de actividad ACSL en estas células, a pesar de que otras isofor-
mas como ACSL4, también sensibles a triacsina C, se expresan mas que ACSL3
(datos no mostrados). Ademas, mientras que la disminucién de la expresién de
ACSL3 en estas células reduce la cantidad de CLs (Figura 14A), la disminucion
de la expresion del resto de isoformas mediante siRNA no afecta la acumulacién
de CLs en respuesta a AO (datos no mostrados, [588] Anexo).
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2.7 Contribucion de la actividad de ACSL3 en la acumu-
lacion de CLs

El papel de ACSL3 en la biogénesis de los CLs podria ser debido a la ac-
tividad ACSL o a un posible papel estructural durante la acumulacién de CLs.
Para determinar la contribucion especifica de la actividad ACSL de ACSL3 en
la acumulacion de CLs, construimos una proteina ACSL3 sin actividad catalitica
(Figura 15A). La deleccién del dominio Gate de ACSL3, homologo al dominio Gate
de ACSL6 [612] impide la actividad ACSL de esta proteina (Figura 15B). La so-
breexpresion de la proteina mutada (ACSL3Agate), al contrario de la de la forma
wt, no incrementd la actividad ACSL de las células transfectadas (Figura 15B),
demostrando que el dominio Gate es necesario para la actividad de ACSL3. En
correlacion con la actividad ACSL, la sobreexpresiéon de la forma wt de ACSL3
produce un claro incremento en la acumulaciéon de CLs después de 16h de tra-
tamiento con AO. Por otro lado, aunque en menor grado que la forma wt, la ex-
presién de ACSL3Agate también incrementa la cantidad de CLs (Figura 15C y D,
cuantificado en E 16h),

Posteriormente, el uso del mutante ACSL3Agate en nuestro laboratorio ha
permitido demostrar que, durante las primeras etapas de la biogénesis de CLs,
la principal contribucién de ACSL3 a la acumulacién de CLs no es debida a su
actividad, dado que la sobreexpresion de la forma wt y el mutante ACSL3Agate
incrementan la biogénesis de CLs de forma similar (Figura 15E, 45’). Por lo tanto,
estos resultados sugieren que aunque la actividad de ACSL3 es muy importante
para la acumulacion de lipidos en los CLs a largo plazo, otras propiedades de
esta enzima participarian durante la formacién y acumulacién de CLs. Ademas,
confirmando la especificidad del efeto de ACSLS3 sobre la acumulacion de CLs, la
sobreexpresién del resto de isoformas sensibles a triacsina C en nuestras células
no afecta al contenido de CLs (Figura 15F y G). Por lo tanto ACSLS3 seria la prin-
cipal ACSL implicada en la acumulaciéon de CLs en nuestro modelo.
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AO y tefiidas con Nile red (CLs, canal rojo). (E) Cuantificacion de CLs en células no-trans-
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tamiento con AO. (F y G) Cuantificacion del contenido de CLs en células transfectadas con
las diferentes isoformas de ACSL conjugadas a GFP y tratadas 30’ (F) o 16h (G) con AO.
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Apartado 3.

ANALISIS DE LOS FACTORES QUE REGULAN LA ACUMULA-
CION DE CUERPOS LIPIDICOS

En el apartado anterior hemos analizado el mecanismo de biogénesis de CLs
que ocurre en el RE en respuesta a AO. Si se mantiene el aporte de acidos grasos
(AGs), los CLs se desplazan progresivamente desde su origen, mayoritariamente
periférico, hacia el centro de la célula de forma coordinada con los tubulos del
RE. Los CLs maduros de nueva formacion se adhieren a otros CLs que realizan
el mismo movimiento, formando primeramente agregados de 2-4 CLs que poste-
riormente irdn incorporando otros CLs. Los agregados, cada vez mayores, final-
mente llegan a zonas perinucleares donde se mantienen relativamente estaticos.
(Video 1 en CD anexo y Figura 16A).

Para determinar la contribucion del proceso de biogénesis en la acumulacion
final de CLs, se compardé la formacion de estos organulos en respuesta a AO du-
rante los primeros 30 minutos y al cabo de 16h, en diferentes lineas celulares. La
especificidad de la acumulacién de CLs se ha comprobado inhibiendo la activi-
dad ACSL (imprescindible para formar CLs) con triacsina C. Sorprendentemente,
la capacidad de formar CLs a tiempos cortos no correlaciona con la acumulacion
de CLs a tiempos largos de tratamiento en todas las lineas celulares (Figura 16B
y C), sugiriendo que la acumulacién de CLs no sélo estaria determinada por su
formacién sino también por otros factores independientes al proceso de biogé-
nesis de estos organulos.

Con el objetivo de determinar estos factores, en esta parte del trabajo, anali-
zamos la regulacién de la acumulacién de CLs por parte de distintas vias relacio-
nadas con el metabolismo lipidico. Para ello, modificamos tanto las condiciones
ambientales como factores intracelulares mediante inhibidores especificos de
cada via (detallados en el Esquema 1 de Resultados) durante el proceso de carga
de CLs en respuesta a acido oleico 175ug/ml (AO). Para este estudio seleccio-
namos tres lineas no transformadas de caracteristicas metabdlicas diferentes:
una linea de fibroblastos (Vero), una de mioblastos (C2C12) y otra de hepatocitos
(AML12) que han sido usadas previamente para estudiar el metabolismo lipidico
y la dinamica de los CLs [300, 351, 613]. El contenido de CLs, tefiidos con Nile
red, fue cuantificado mediante citometria de flujo, en las diferentes situaciones
indicadas.
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A Seguimiento de la biogénesis de los CLs (HPos, rojo) en el RE (HNeu, verde)
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Figura 16. Analisis de la biogénesis de los CLs hasta llegar a la acumulacién de CLs.
(A) Seguimiento de la biogénesis de los CLs durante las primeras 4,5h de tratamiento con
acido oleico 175ug/ml (AO) en células COS-1. 24h antes de los tratamientos, las células
se co-transfectaron con GFP-HNeu para resaltar el RE (canal verde) y OFP-HPos para
resaltar los CL nacientes (canal rojo). (B y C) Contenido de CLs en las lineas celulares
indicadas en situacion control (Omin) o tratadas 30min o 16h con AO. Para demostrar la

especificidad de la medida de CLs se realizaron los mismos tratamientos con triacsina C
10uM (TRC). N=1-3.
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Esquema 1. Metabolismo celular de los acidos grasos. Abreviaturas: LDL: Lipopro-
teinas de baja densidad; TAG: Triglicéridos; AG: Acidos grasos; CC: Cuerpos cetonicos;
CE: Esteres de colesterol; Lis: Lisosomas; -Ox: beta-oxidacién de los 4cidos grasos; E:
Energia; PTM: platensimicina (inhibidor de la lipogénesis); TRC: triacsina C (inhibidor de
la union de coenzima A a los AGs); 3MA: 3-metiladenina (inhibidor de la autofagia); DEUP
y E600 (inhibidores de la lipdlisis); ETO: etomoxir (inhibidor de internalizacién de acidos
grasos en la mitocondria). En todos los experimentos de este bloque, los inhibidores de las
diferentes vias se usan con las concentraciones aqui indicadas.
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3.1 Factores que modulan la acumulacién de CLs en dis-
tintos modelos celulares

En estas 3 lineas celulares, el contenido de CLs es proporcional a la concen-
tracién de AO del medio, siendo las AML12 las que acumularon mas CLs (Figura
17A). Sin embargo, este mayor contenido de CLs no correlaciona con una mayor
capacidad de captacién de AGs (Figura 17B) ni con una sintesis de novo de AGs
significativa (inhibida con platensimicina, Figura 17C), aunque si requiere de la
actividad ACSL en los 3 modelos (inhibida con triacsina C, Figura 17E). Cabe
destacar que la acumulacion de CLs es mayor al reducir la concentracién de glu-
cosa en el medio (Figura 17D), aunque la captacién de AGs no se ve modificada
(datos no mostrados), sugiriendo otros mecanismos celulares para asegurar la
presencia de nutrientes.
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Figura 17. Caracterizacion de la acumulacién de CLs en células C2C12, Veroy AML12.
(A) Contenido de CLs en células AML12, C2C12 y Vero tratadas 24h con AO. N=7. (B) Cap-
tacién de AGs en las tres lineas. N=4. (C) Cuantificacion de CLs en células AML12 tratadas
24h en medio control, con AO o con AO y PTM 4puM. N=2. (D) Contenido de CLs en las tres
lineas celulares tratadas 24h con AO y un nivel de glucosa control (4,5g/l) o con AO y baja
glucosa (1g/l). N=7. (E) Cuantificacién de CLs en las tres lineas tratadas 24h en situacion
control, con AO o con AO y TRC 10pM. N=4-9. *: p-valor<0,05; ***: p-valor<0.001.
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Mientras que la acumulacién de CLs es proporcional al tiempo de tratamiento
en Vero y C2C12, en las células AML12 incrementa en las primeras 24h y poste-
riormente decrece (Figura 18A), sugiriendo una metabolizacion de los CLs mas
activa en estas Ultimas. Aunque se ha descrito que los CLs se metabolizan por
autofagia (ver Introduccion), la inhibicidn de la autofagia con 3-metiladenina dis-
minuye la acumulacién de CLs en las 3 lineas, indicando que en estas condicio-
nes la autofagia participaria en mayor medida en la sintesis que en la degradacion
de este organulo (Figura 18B). Por otro lado, la inhibicién de la lipélisis citosdlica
con DEUP aumenté tanto el contenido como el tamafo de los CLs en AML12 y
C2C12, aunque no afecté en Vero (Figura 18B, C y D). Finalmente, la inhibicion
de la B-oxidacién con etomoxir sélo increment6 el contenido de CLs en AML12,
células con una B-oxidaciéon muy superior a las otras dos lineas (Figura 18F y E).
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Figura 18. Caracterizacion de la acumulacion de CLs en células C2C12, Vero y
AML12. (A) Seguimiento durante 48h de tratamiento con AO, de la acumulacion de CLs en
las tres lineas celulares. N=2. (B) Andlisis de la inhibicién de la lipdlisis con DEUP 500uM
o de la autofagia con 3MA 10mM en células tratadas durante 24h con AO. N=4-13. (C)
Imagenes representativas de microscopia confocal in vivo de las tres lineas tratadas 24h
con los tratamientos indicados y tefidas con Nile red. (D) Cuantificacion del tamafio medio
de los CLs en imagenes como las de C. N=1. (E) Andlisis de la inhibicién de la B-oxidacion
con ETO 100uM durante la acumulacién de CLs en las tres lineas indicadas. N=9-13. (F)
B-oxidacién de AO-'*C afiadido durante las 3h ultimas de una carga de 24h con AO. N=3.*:
p-valor<0,05; **: p-valor<0,01; ***:p-valor<0,001.

El elevado metabolismo lipidico de esta linea, podria explicar el descenso en
el contenido de CLs observado al incubarlas con AO durante 48h, que se revierte
al inhibir la lipdlisis (datos no mostrados).

En conclusion, la acumulacion de CLs en respuesta a AO viene regulada por
el equilibrio entre los factores que regulan la acumulacién de lipidos neutros
(ambientales como la concentracion de AG y glucosa o intracelulares como la
autofagia y la actividad ACSL) y los factores que regulan su metabolizacion
(lipdlisis y p-oxidacién basales). Los primeros actian en el mismo sentido en los
3 modelos estudiados, mientras que la metabolizacién varia segun el tipo celular.
Asi, en presencia de AO en el medio, en las células Vero no habria ni lipdlisis ni
B-oxidacion de forma significativa, las C2C12 presentan una elevada lipdlisis aun-
que no B-oxidacioén y finalmente las AML12 tendrian ambas vias activas, constitu-
yendo el modelo estudiado con un metabolismo lipidico mas complejo.
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3.2 Heterogeneidad en la acumulacion de CLs en el hi-
gado

Durante el estudio de la acumulacién de CLs en los diferentes modelos se ob-
servé una gran variabilidad en la acumulacién de CLs entre células de un mismo
cultivo, tratadas de manera idéntica, especialmente importante en el caso de las
células AML12. La variabilidad intercelular en la acumulacién de CLs se ha ob-
servado durante la diferenciacion de adipocitos [614, 615], en células estrelladas
de higado [501], levadura [376], células tumorales [616] y en fibroblastos [117], y
de forma relevante, en biopsias de higados humanos [617], sin embargo, ha sido
muy poco estudiada.

Inicialmente, quisimos comprobar la diferente acumulacion de CLs entre cé-
lulas vecinas en el modelo hepatico. Para ello, en colaboracién con Anna Alvarez
del grupo del Prof. Carles Enrich (Departament de Biologia cel-lular, Facultat de
Medicina, Universitat de Barcelona), analizamos muestras de higado de ratén. En
situacién control, donde la acumulacion de CLs en hepatocitos es relativamente
pequefa, observamos una alta variabilidad en el contenido de CLs entre hepato-
citos préximos (Figura 19A). Esta variabilidad también se observa al promover la
acumulacion de CLs en los hepatocitos mediante el ayuno de nutrientes (Figura
19B) o durante la regeneracion hepatica tras una hepatectomia parcial [618] (Fi-
gura 19C y D). En estas condiciones, la mayoria de hepatocitos acumulan CLs,
pero, asimismo, hay grandes diferencias en el contenido y tamafo de los CLs
entre hepatocitos vecinos, siendo maximas a las 48h después de la hepatectomia
parcial.

Para caracterizar con mas detalle la acumulacion heterogénea de CLs en el hi-
gado, en colaboracion con Nicholas Ariotti del laboratorio del Prof. Robert G. Par-
ton (IMB, Universidad de Queensland, Australia), analizamos muestras de higado
control mediante serial-block-face scanning electron microscopy. Esta técnica per-
mite realizar imagenes de 1000 planos consecutivos de microscopia electrénica
de una seccion de aproximadamente 50um de grosor y hacer la reconstruccién
tridimensional (Video 2 en CD anexo, y plano representativo en Figura 19E). Los
CLs se distinguen claramente por su electrodensidad (para ejemplo ver circulo
rojo en la Figura 19E). Mediante esta técnica volvimos a observar una elevada
heterogeneidad en la acumulacién de CLs. Para demostrar que la variabilidad
observada en un corte de higado no se debe a la disposicion de los CLs en dife-
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Higado control

Célula1  citoplasma Célula2
m
restante

o Cls

@ Nicleo

G Hepatocitos H AML12
Control Control

Figura 19. Heterogeneidad en la acumulacién de CLs en el higado. (A-D) Imagenes re-
presentativas de cortes de higado de ratdn control (A), en situacion de ayuno (B) y 24h (C)
y 48h (D) después de una hepatectomia parcial (HP), tefiidos con azul de metileno. Los CLs
aparecen como estructuras redondas oscuras en el higado control o blancas en el resto de
imagenes. (E y F) Microscopia electrénica en 3D de higado control. Plano representativo
mostrando dos células seleccionadas (E) y analisis de segmentacion de ambas células (F).
(G y H) Cultivo primario de hepatocitos de ratén (G) o células AML12 (H) en medio control
(paneles izquierdos) o 24h con acido oleico (50ug/ml para hepatocitos y 175ug/ml para
AML12) (paneles derechos) tefiidos con Nile red (CLs, rojo) y Hoechst (nucleos, azul). Las
flechas rojas y amarilas sefialan células con alto o bajo contenido de CLs respectivamente.
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rentes planos, se escogieron dos células como ejemplo y se seleccioné el area de
CLs, nucleo y citoplasma en cada seccién, permitiendo realizar la reconstruccion
en tres dimensiones y analizar el volumen total de CLs respecto al citoplasma
(Videos 3 y 4 en CD anexo). La reconstruccion tridimensional muestra grandes
diferencias, siendo el 10,9% de citoplasma ocupado por CLs en la célula 1 mien-
tras que so6lo el 2,6% en la célula 2 (Figura 19F).

La heterogeneidad observada tampoco es debida exclusivamente a la diferen-
te distancia de cada hepatocito con respecto a los vasos sanguineos, dado que
también se observa en hepatocitos aislados tanto en situacién control como al
ser tratados 24h con AO (Figura 19G), al igual que en células AML12 (Figura 19H).
Por lo tanto, la heterogeneidad en la acumulacién de CLs seria una caracteristica
intrinseca de las células hepaticas y no tan solo una mera consecuencia de la
arquitectura del higado.

3.2.1 Analisis de la heterogeneidad en la acumulacién de
CLs

Para analizar esta variabilidad usamos el analisis por citometria de flujo de
células tefiidas con Nile red (ver Material y métodos), puesto que dicha técnica
nos permitia el analisis de la acumulacién de CLs célula a célula y de forma mas
cuantitativa que por microscopia de fluorescencia, analizando 10.000 células por
condicion en cada experimento.

La representacioén de la distribucion del contenido de CLs en células AML12,
tanto mediante histogramas (Figura 20A) como por diagramas de puntos (Figura
20B), muestra una elevada heterogeneidad, que incrementa con el tratamiento
de AO (Figura 20A y B). Ademas, la asimetria del histograma que representa la
distribucion del contenido de CLs, sugiere la existencia de una subpoblacion de
células con un alto contenido en CLs respecto a la media de la poblacion. De
esta manera, al tratarlas con AO, no todas las células acumulan CLs de la misma
forma. Como medida cuantitativa de la heterogeneidad observada, usamos el %
robust coefficient of variance (%rCV) (ver Material y métodos) que nos indica la
desviacién media de una célula respecto a la mediana de la poblacion, y que no
se afecta por valores individuales muy alejados de ésta. Por lo tanto, el %rCV
mide la heterogeneidad poblacional del parametro estimado, en nuestro caso,
el contenido de CLs medido por la fluorescencia del Nile red de cada célula. El
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Distribucién de la acumulacién de CLs en células AML12 analizada por citometria de flujo
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Figura 20. Factores que afectan la heterogeneidad en la acumulacién de CLs en
AML12. (A y B) Histograma (escala lineal, A) y graficos de puntos (escala logaritmica, B)
representativos de la fluorescencia de Nile red (cantidad de CLs), medida por citometria de
flujo, de células AML12 control y tratadas 24h con AO. (C) Heterogeneidad en la acumula-
cién de CL (%rCV de la distribuciéon de la tincidn de Nile red) en diferentes lineas celulares
en situacion control y AO como en A. N=2-3. (D) %rCV de la acumulacion de CLs en célu-
las AML12 tratadas 24h con concentraciones crecientes de AO. N=3. (E) Distribucién lineal
promedio del contenido de CLs en células AML12 tratadas durante 24h con concentracio-
nes crecientes de AO y coeficiente de asimetria de estas distribuciones. Cada coeficiente
es significativamente diferente de el de la posterior [AQ]. N=3. (F) %rCV de la acumulacion
de CLs en células AML12 control y tratadas 24h con AO vy los inhibidores indicados. TIM:
timidina. SS: Sin suero. N=2 (PTM y SS); N=4-13 (Resto). Significacion calculada respecto
el tratamiento AO. *: p-valor<0,05; ***:p-valor<0,001.
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%rCV de la acumulacién de CLs también incrementa significativamente al tratar
las células con AGs (44.0+0.9% en no tratadas y 57.0+1.6% en tratadas con AO,
Figura 20F) reflejando lo observado en los histogramas y siendo superior al %rCV
de otros procesos como la endocitosis de fase fluida (con un %rCvV=40.7+1.3).

Mediante este sistema, analizando diferentes lineas celulares se observé que
la heterogeneidad era mayor en aquellas de origen hepatico (AML12 y HepG2)
(Figura 20C). Asi, posiblemente, las células hepaticas posean mecanismos espe-
cificos para controlar dicha heterogeneidad. A partir de este punto, pasamos a
estudiar la heterogeneidad en la acumulacion de CLs exclusivamente en hepato-
citos, concretamente en células AML12.

Con el objetivo de determinar los factores que controlan la heterogeneidad en
la acumulacion de CLs en estas células, estudiamos como afectaban al %rCV los
factores ambientales (concentracion de AGs) e intracelulares (lipdlisis, p-oxida-
cién, autofagia o lipogénesis) durante la carga y la descarga de CLs.

3.2.2 Factores que afectan a la heterogeneidad en el con-
tenido de CLs durante la carga de CLs

Inicialmente, descartamos que tal heterogeneidad reflejara la presencia en el
cultivo de células en diferentes etapas del ciclo celular. La sincronizacion de éstas
tanto en fase G1 como en fase S no afecté a la heterogeneidad en el contenido de
CLs (Figura 20F, y perfiles de ciclo en Material y métodos), a pesar de observarse
un incremento en el contenido de CLs medio de la poblacién al progresar en el
ciclo celular (datos no mostrados).

Seguidamente, analizamos la afectacion de la heterogeneidad por factores
ambientales como la disponibilidad de substratos. Sorprendentemente, el incre-
mento de la concentracion de AO, aunque incrementa la acumulaciéon de CLs,
disminuye la heterogeneidad en dicha acumulacioén (Figura 20D, %rCV) y también
la asimetria de su distribucion (Figura 20E, coeficiente de asimetria). Este he-
cho se podria explicar por la elevada heterogeneidad observada en la captacién
de AGs (%rCV=52.5+2.2). A concentraciones bajas de AG, so6lo aquellas células
con mayor afinidad por éstos podran captarlos, mientras que a concentraciones
altas, el sistema se saturaria. La reduccién de la concentracion de glucosa de
4,59/l a 0,1g/l disminuye la heterogeneidad pasando de un %rCV de 57.0+1.6%

159



Andlisis de los factores que regulan la acumulacion de cuerpos lipidicos

a48.1£1.9%.

A continuacion, analizamos la participacion de las diferentes vias metabdli-
cas, mediante los diferentes inhibidores (Esquema 1), sobre la heterogeneidad en
la acumulacion de CLs. La inhibicion de la lipdlisis (DEUP y E600), la autofagia
(BMA) y la B-oxidacion (etomoxir) disminuye el %rCV (Figura 20F). Por lo tanto, la
diferente actividad de estas vias implicadas en el metabolismo lipidico también
contribuye a la heterogeneidad en el contenido de CLs. Por otro lado, la sintesis
de novo de AGs (PTM) diferencial no generaria diferencias intercelulares en el
contenido de CLs.

Como conclusién, los factores mas determinantes de la heterogeneidad entre
células durante la carga de CLs en respuesta a AGs se resumen en el Esquema 2.

Carga de CLs:

Factores cuya Factores sin
disminucidn Factores cuyo efecto sobre
reduce el %rCV: incremento el %rCV:

reduce el %rCV:

{ Heterogeneidad
— (%rcv) <

[Glucosa] Ciclo celular
Lipdlisis [AGs] Lipogénesis
Autofagia

B-oxidacion

Esquema 2. Factores que afectan la heterogeneidad en la acumulaciéon de CLs en
AML12.

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

Puesto que las vias que controlan la metabolizacién de los CLs son importan-
tes en la regulacion de la heterogeneidad en el contenido de CLs, y que los CLs
se metabolizan al eliminan los lipidos del medio durante 16h ([115], descarga de
CLs) (Figura 6A), analizamos el comportamiento de la heterogeneidad en esta
situacién y los factores que la regulan.

Como era de esperar, en situacion de descarga de CLs (sin suero ni AGs afa-
didos) las células consumen los CLs (Figura 21B barras blancas en comparacién
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con las naranjas), pero curiosamente, la heterogeneidad incrementa de forma
muy importante (Figura 21C barras blancas en comparacién con las naranjas).
Resultados similares se observaron al tratar las células en medio con suero deli-
pidado (datos no mostrados). Ademas, este incremento es reversible mediante el
tratamiento de las células con AO incluso a concentraciones mucho menores a
las usadas en el proceso de carga (Figura 21B y C).

En estas condiciones, el contenido de los CLs se metaboliza tanto por lipdlisis
(DEUP y E600) como por autofagia (3MA) y B-oxidacién (etomoxir), puesto que su

AML12 cargadas de CLs y posteriormente tratadas 16h a [AG] crecientes
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Figura 21. Factores que afectan la heterogeneidad durante la descarga de CLs. (A)
Esquema de los tratamientos realizados. Células AML12 han sido mantenidas en medio
control (Control, barras negras) o cargadas de CLs con un tratamiento de 24h con AO (Car-
gadas, barras naranjas). Posteriormente han sido tratadas 16h en medio sin suero ni AGs
afnadidos y [glucosa] (4,5g/1) (Descargadas, barras blancas). Sobre el medio de descarga
se han hecho variaciones, afiadiendo AO, determinados inhibidores o sacando la glucosa.
(B y C) Cuantificacion de los CLs (B) y de la heterogeneidad en su acumulacién (C) en
células cargadas de CLs y descargadas con concentraciones crecientes de AO. N=3-4.
(D y F) Cuantificacion de los CLs (D) y de la heterogeneidad en su acumulacién (F) en
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células cargadas de CLs y tratadas en medio de descarga con los inhibidores indicados.
N=2 (E600); N=5-8 (Resto). (E y G) Cuantificacion de los CLs (E) y de la heterogeneidad
en su acumulacion (D) en células cargadas de CLs y tratadas en medio de descarga con
o sin glucosa. N=17. Significaciones siempre calculadas respecto a las barras blancas. *:
p-valor<0,05; **: p-valor<0,01; ***:p-valor<0,001.

inhibicién incrementa el contenido de CLs (Figura 21D). Sin embargo, entre éstas,
tan solo la inhibicion de la lipdlisis y la B-oxidacion 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 estimulacion del catabolismo de CLs, la deplecion 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 situaciéon de carga de CLs, la inhibicién del ciclo
celular mediante el tratamiento con timidina no afecta significativamente a la he-
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 organulos de forma muy heterogénea, y los factores que determinan esta
heterogeneidad se resumen en el Esquema 3.

Descarga de CLs:

Factores cuya Factores sin
disminucion Factores cuyo efecto sobre
reduce el %rCV: J Heterogeneidad incremento el %rCV:
S (%rCV) <« reduce el %rCV:
Lipdlisis Ciclo celular
B-oxidacion [AGs] Autofagia
[Glucosa]

Esquema 3. Factores que afectan la heterogeneidad durante la descarga de cuerpos
lipidicos.
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3.2.4 La heterogeneidad en la acumulacién de CLs es un
proceso estocastico

Las diferentes respuestas observadas al estudiar células idénticas ante un
mismo estimulo, o una misma célula ante el mismo estimulo pero en distintos
momentos suelen deberse a la estocastica de la expresidn génica, que refleja
fluctuaciones de la transcripcion y/o traduccién de genes y proteinas [619].

Si la heterogeneidad en el contenido de CLs es debida a diferencias en la
sintesis proteica entre células de un mismo cultivo, la inhibicién de ésta deberia
reducir dichas diferencias y consecuentemente la heterogeneidad. El tratamiento
con ciclohexemida disminuyé drasticamente el %rCV durante el proceso de car-
ga pero no tuvo efecto durante la descarga (Figura 22A y B). La inhibicién de la
sintesis proteica sélo afecté de forma leve al contenido medio de CLs en ambos
procesos (datos no mostrados). Asi, probablemente la estocastica en la sintesis
de proteinas en respuesta a los AGs determina qué células dentro de un mismo
cultivo acumularan mas CLs, y cuales los metabolizaran mas rapido en un pos-
terior ayuno de lipidos.

La estocastica en los procesos biolégicos permite la adaptacion de la pobla-
cién a entornos cambiantes sin la necesidad de mutaciones irreversibles [620], y
por lo tanto es un proceso reversible. Del mismo modo, si la heterogeneidad en la
acumulacion de CLs esta determinada por la estocastica en la expresion génica,
deberia ser reversible. Para analizar esta reversibilidad se separaron mediante
citometria de flujo (cell sorting) el 15% de células con mayor y menor contenido
de CLs dentro de una misma poblacion cargada con AO (Figura 22C). Asi, se
obtuvieron dos subpoblaciones con diferente contenido de CLs procedentes de
la misma poblacion original (Figura 22D y E). El cultivo por separado de estas
subpoblaciones en medio control durante una semana provoca la esperable re-
duccidn en el contenido de CLs hasta niveles basales, quedando ambas subpo-
blaciones completamente descargadas y con baja heterogeneidad (Figura 22F y
G, barras de la izquierda). De forma importante, el tratamiento de nuevo durante
24h con AO promueve la acumulacién de la misma cantidad de CLs en ambas
subpoblaciones (Figura 22F, barras de la derecha) y en ambos casos con similar
%rCV (Figura 22G, barras de la derecha), muy parecido al de la poblacién inicial
(Figura 22A, barra roja).
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Asi, la heterogeneidad en la acumulacion de CLs dependeria de la estocéstica
de la expresion génica de proteinas probablemente implicadas en las vias me-
tabodlicas que regulan este proceso (posiblemente algunas de las definidas en el
apartado anterior), y como se espera en los procesos estocasticos, es reversible
a lo largo del tiempo.

Efecto de la sintesis proteica sobre la Separacion de subpoblaciones
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Figura 22. La heterogeneidad en la acumulacién de CLs depende de sintesis proteica
y es reversible. (A y B) Efecto del tratamiento con CHX 10ug/ml sobre la heterogeneidad
en el contenido de CLs durante la carga de CL en respuesta a AO (A) o durante la des-
carga de CLs en medio sin AGs (B). N=4-13 Significacién calculada respecto a AO. ***:p-
valor<0,001. (C-E) Separacién celular por cell sorting de subpoblaciones con mayor (Alto) y
menor (Bajo) contenido de CL. (C) Esquema del proceso. (D y E) Histograma representativo
(C) y cuantificacion (E) del contenido de CLs de las subpoblaciones acabadas de separar.
N=6. **: p-valor<0,01. (F y G) Cuantificacion del contenido de CLs (F) y heterogeneidad
(G) en las subpoblaciones Alto y Bajo cultivadas separadamente 7 dias o adicionalmente
tratadas 24h con AO. N=3.
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3.2.5 La subpoblacion de células con alto contenido en
CLs es una ventaja para la poblacion

Hasta ahora hemos visto que al tratar con AO células AML12 se genera una
subpoblacion que acumula una mayor cantidad de CLs. Dado que los AGs gene-
ran lipotoxicidad en las células y que la lipotoxicidad conlleva un incremento en el
estrés oxidativo en éstas (ver Introduccion) nos preguntamos si esa subpoblacién
sufriria mas estrés oxidativo.

Para testar esta hipétesis, separamos las células mas cargadas de CLs y las
menos cargadas dentro de una misma poblacién, como en el apartado anterior,
mediante citometria de flujo (cell sorting). Inmediatamente después de ser sepa-
radas, las células con mas CLs muestran una mayor acumulacién de especies
reactivas de oxigeno (ROS, reactive oxygen species) (Figura 23A). Ademas, en una
poblaciéon no separada de células cargadas con CLs, el contenido de CLs y la
cantidad de estrés oxidativo correlacionan, de manera que el 15% de células con
mas CLs acumula un 53% mas de ROS que la media de la poblacién, permitien-
do al 40% de células con menor contenido de CLs tener un nivel de ROS inferior
a la media (Figura 23B) y similar al de una poblacién no tratada con AGs (datos no
mostrados). Estos resultados sugieren que la compartimentacioén del contenido
de CLs en una subpoblaciéon podria reducir el estrés oxidativo a la mayoria de

células de la poblacién, siendo ventajoso para ésta.
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Figura 23. Las células con mayor contenido de CLs en una poblacién tienen mas
ROS y captan mas AGs. (A y C) Separacion celular segun el contenido de CLs como en
la Figura 22. (A) Niveles de estrés oxidativo (ROS) y (C) analisis de la captacién de AGs en
subpoblaciones con mayor (Alto) y menor (Bajo) contenido de CLs, inmediatamente des-
pués de ser separadas. N=4 y N=3 respectivamente. (B y D) Correlacion entre el contenido
de CLs (analizado con el SSC-A) y el nivel de estrés oxidativo (B) o la captacion de AGs
(D) en células AML12 tratadas con AO. Se han seleccionado 3 subpoblaciones con Alto
(16% de células), Medio (44% de células) y Bajo (40% de células) valor de SSC-Ay se ha
analizado el nivel de estrés oxidativo (B) o la captacion de AGs (D) de cada subpoblacién.
N=3 y N=2 respectivamente. *: p-valor<0,05; **: p-valor<0,01.

Para analizar esta posibilidad, generamos una poblacion de células con bajo
contenido en CLs (células control sin tratar con AO) que marcamos de forma co-
valente con una tincion fluorescente (CellTrace DDAO-SE) para su seguimiento a
lo largo del experimento. Llamaremos a estas células: células indicadoras. Las
células indicadoras fueron mezcladas 1:1 con células con bajo contenido en CLs
(BCC, células control no tefidas) o con células con muy alto contenido en CLs
(ACC, células previamente tratadas durante 24h con una concentracion elevada
de AQ, 500ug/ml y no tefiidas) (Esquema en Figura 24A). Seguidamente, las dos
poblaciones mixtas fueron cultivadas durante 16h en medio control o en medio
con acido palmitico, un AG muy lipotdxico (ver Introduccion). El andlisis mediante
citometria de flujo nos permite analizar por separado las células indicadoras den-
tro de cada una de las poblaciones mixtas (Figura 24B).

Estos experimentos revelaron que, en respuesta a acido palmitico, las células
indicadoras (de bajo contenido de CLs) generan mas estrés oxidativo al ser co-
cultivadas con células con bajo contenido en lipidos (BCC) que al ser co-cultiva-
das con células con alto contenido de CLs (ACC) (Figura 24C), indicando que la
presencia de células con gran contenido de CLs protege a las células con menos
CLs de la lipotoxicidad.

Ademas, las poblaciones que contienen una subpoblacion de células ACC
muestran un menor estrés oxidativo promedio respecto a las poblaciones en que
todas las células tienen menor nimero de CLs, tanto en situacién control como
tras tratarlas con acido palmitico (Figura 24D). Asi, la presencia de una subpobla-
cioén de células con alto contenido en CLs no sélo protege la subpoblacion con
menor contenido, sino que ademas permite a toda la poblacién en su conjunto
tener menos estrés oxidativo, siendo una ventaja poblacional. En base a estos re-
sultados postulamos que las células con alto contenido en CLs activarian algunos
mecanismos para reducir su estrés oxidativo.
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Figura 24. La presencia de una subpoblacion celular de mayor contenido en CLs es
una ventaja para la poblacion. (A) Esquema de los experimentos de co-cultivo realiza-
dos en esta figura. Células control (de bajo contenido en CLs) han sido marcadas cova-
lentemente con CellTrace DDAO-SE para poderlas seguir en los sucesivos experimentos
(células indicadoras). Las células indicadoras han sido mezcladas (1:1) con células control
no tefiidas (BBC, de bajo contenido en CLs) o con células tratadas 24h con AO 500ug/ml
(ACC, con alto contenido en CCL) y co-cultivadas en los medios indicados durante 16h.
(B) Histograma representativo de una poblacién mixta mostrando la fluorescencia del Cell-
Trace DDAO-SE. (C y D) Niveles de estrés oxidativo (ROS) en las células indicadoras (C) o
en el total de la poblacién (D), de cada poblacién mixta cultivada en medio control o con
acido palmitico 50pg/ml. N=4. (E) Captacion de AG en el co-cultivo formado por células
ACC e Indicadoras después del tratamiento de 16h en medio control. N=3. (F) Andlisis del
contenido de CLs mediante tincion con BODIPY 493/503 en las células indicadoras de
cada co-cultivo en medio control o con AO 50pg/ml. N=3. *: p-valor<0,05; **: p-valor<0,01.
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3.2.6 Las células con mayor contenido en CLs captan
mas AGs y reducen la acumulacion de CLs en el resto de
células

El efecto protector de las células ACC podria deberse a un mayor secuestro
de los AGs del medio por parte de éstas reduciendo la exposicién a AGs de las
células con menor contenido de CLs. Apuntando en esta direccién, las células
con mayor contenido de CLs, al cabo de 24h de tratamiento con AO, muestran
una mayor capacidad de captacion de AGs (Figura 23C en células separadas de
la misma poblacién y 23D para la correlacién entre captacién de AGs y contenido
de CLs en una poblaciéon no separada). Ademas, después del cocultivo de 16h
con células indicadoras (bajo contenido en lipidos), las células ACC (alto conte-
nido en lipidos) siguen captando mas AGs (Figura 24E). En correlacion con estos
resultados, la acumulacion de CLs en las células indicadoras se reduce al ser
cocultivadas con células ACC respecto al cocultivo con células BCC (bajo conte-
nido en lipidos), tanto en situacion control como al ser tratadas con AO durante
las 16h de cocultivo (Figura 24F).

Como conclusion, la presencia de una subpoblacién de células con alto con-
tenido en CLs reduce la acumulacion de éstos en las células vecinas de menor
contenido en CLs, probablemente debido a su mayor capacidad de captacién de
AGs. Esta mayor capacidad de captacion de AGs podria actuar como mecanis-
mo de retroalimentacién positiva permitiendo a esta subpoblacién acumular cada
vez mas CLs, separandose del resto.

3.2.7 Las células con mas CLs pueden aportar AGs al res-
to de la poblacion

La existencia de células especializadas en la acumulacién de grasas esta con-
servada a lo largo de la evolucion. En colaboracion con la Dra. Maria Isabel Geli
(IBMB, CSIC), hemos confirmado mediante citometria de flujo, la presencia de
una elevada heterogeneidad en la acumulacion de CLs en S. cerevisae (datos no
mostrados y [376]). La compartimentacion de la acumulacion de grasas en dife-
rentes células tiene varias funciones, una de ellas es proteger el sistema frente a
la lipotoxicidad, dado que en situaciones donde la compartimentacion se ve afec-
tada, como en determinadas lipodistrofias humanas, se observa lipotoxicidad en
tejidos no adiposos (ver Introduccién). En el apartado anterior hemos postulado
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la capacidad protectora frente a la lipotoxicidad de la compartimentacién de los
CLs en una subpoblacién dentro del mismo cultivo de células hepaticas.

Otra funcion importante de la compartimentacion de grasas es la capacidad
de las células especializadas en la acumulacion de AGs de subministrarlos al res-
to de células cuando éstas los necesitan, como se da en situacion de ayuno en
el tejido adiposo. Para analizar si dentro de un cultivo de células AML12 aquellas
que acumulan mas CLs también ejercen esta funcion, se generé una poblacion
de células cargadas de CLs a las que se incorporé un AG fluorescente (BODIPY-
FLC16) durante el proceso de carga quedando la mayoria de BODIPY-FLC16
acumulado en sus CLs (ver Material y métodos). Esta poblacion de células fue
cocultivada durante 16h en medio control (sin AGs afadidos) con células indica-
doras como las usadas en el apartado anterior (células control, de bajo contenido
en CLs y tefiidas con DDAO-SE) y se analiz6 la cantidad de BODIPY-FLC16 cap-
tado por estas ultimas al final del cocultivo.

Tanto por citometria de flujo (Figura 25A linea naranja vs linea roja) como me-
diante microscopia (Figura 25C) se observa que, en estas condiciones, las células
indicadoras captan BODIPY-FLC16 procedente de las células de alto contenido
en CLs. Ademas, las células cargadas de CLs ven reducido su contenido en este
AG (Figura 25A linea verde vs linea negra), como es esperable en condiciones
de descarga de CLs. Curiosamente, dicha reduccién es mayor cuando son mez-
cladas con células de bajo contenido en CLs que al ser cocultivadas con células
cargadas de CLs (Figura 25B).

Asi, estos resultados sugieren un intercambio activo de lipidos desde subpo-
blaciones con mayor contenido de CLs hacia subpoblaciones de menor conte-
nido.
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Figura 25. Las células con mas CLs pueden aportar AGs a las células con menos CLs.
(A) Células con BODIPY-FLC16 (BP) acumulado en los CLs (CLs+BP, ver Material y méto-
dos), posteriormente mezcladas con células indicadoras como las de la Figura 24 (con-
trol, sin CLs, conjugadas con CellTrace DDAO-SE) y co-cultivadas 16h en medio control.
Histogramas representativos de la fluorescencia del BP en células indicadoras y células
CLs+BP antes y después del co-cultivo. También se muestra el promedio del incremento
de fluorescencia en las células indicadoras durante el co-cultivo. N= 5. (B) Comparacion
de la cantidad de BP que queda en las células CLs+BP después de el co-cultivo con
células indicadoras (-CLs, barra blanca) o con otras células CLs+BP (+CLs, barra naran-
ja). N=5. (C) Imagenes representativas de microscopia confocal de células indicadoras
co-cultivadas o no con células CLs+BP, en el canal rojo se muestra el marcador CellTrace
DDAO-SE y en el canal verde el BP. **: p-valor<0,01.
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Apartado 4.

EFECTO DE LA LOCALIZACION DE LOS CUERPOS LIPIDICOS
SOBRE SU METABOLIZACION

En estudios previos, nuestro grupo demostré que la expresion de un dominan-
te negativo de la caveolina-1 impide el movimiento de los CLs y también inhibe su
metabolizacion en condiciones de descarga (en un medio sin AO) [115], sugirien-
do una relacién entre el movimiento de los CLs y su metabolizacién. Con el obje-
tivo de estudiar esa relacién decidimos analizar la localizacién y el movimiento de
los CLs en diferentes condiciones metabdlicas asi como la metabolizacién de los
CLs en dichas condiciones.

Dado que los AGs contenidos en los CLs son el principal reservorio de ener-
gia de la célula [104] y que su metabolizacion para obtener energia depende del
metabolismo oxidativo mitocondrial, quisimos analizar el comportamiento de los
CLs en una situacion de deplecion energética, donde postulamos que los AGs
serian usados para obtener energia, y compararlo con una situacion metabdlica
en la que no fueran destinados a dicho uso. Para ello escogimos como modelo
los fibroblastos. En contraposicion a otras lineas celulares como los hepatocitos,
los fibroblastos, y en especial las células Vero, realizan metabolismos opues-
tos en presencia o ausencia de glucosa. En presencia de ésta, los fibroblastos
son basicamente glucoliticos, con una mayor produccién de lactato (Figura 26A),
mientras que en su ausencia realizan un cambio metabdlico hacia la produccion
mitocondrial de ATP, como refleja el incremento de los indices de respiracion R/E
y netR/E (Figura 26C, para explicacion de los indices ver Material y métodos).
En consonancia con este cambio metabdlico el potencial de membrana mito-
condrial aumenta en ausencia de glucosa (Figura 26B). Por lo tanto, mediante
la incubacién en presencia o ausencia de glucosa las células Vero pasan de un
metabolismo glucolitico a un metabolismo oxidativo, donde presumiblemente los
CLs podran ser usados para la obtencion de energia.

Durante esta parte del trabajo, se usaran fibroblastos cargados de CLs, que
aparecen en forma de grandes racimos perinucleares (Figura 28A), y se promove-
ra su metabolizacion mediante el tratamiento con diferentes medios e inhibidores
(descarga de CLs). El Esquema 4 detalla los tratamientos usados en este bloque
y la Tabla 1 de Resultados los diferentes inhibidores usados.
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Figura 26. Metabolismo diferencial de los fibroblastos en presencia o ausencia de
glucosa. (A) Niveles de lactato secretado al medio en células Vero durante un tratamiento
de 16h en presencia o ausencia de glucosa. N=2. **: p-valor<0,01. (B) Andlisis del poten-
cial de membrana mitocondrial en células tratadas 16h con o sin glucosa y tefiidas con
TMRM. N=3. (C) Respirometria de alta resolucion en células en medio control (+ Glucosa)
o después de un tratamiento de 6h en medio sin glucosa (- Glucosa). Tasas de respiracion
explicadas en materiales y métodos.
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Control Carga de CLs - Descarga de CLs

A CARGA DE CUERPOS LIPIDICOS B DESCARGA DE CUERPOS LIPIDICOS Cc
\ | | |
‘ Duracién: 24h ‘ ‘ Duracién: Indicada , mayoritariamente 16h ‘
Medio: DMEM 10%FCS Medio: DMEM10%FCS
+Gluc/A0: +Gluc:
Glucosa 4,5g/I +Piruvato Glucosa 4,5g/I +Piruvato
+Glutamina +Glutamina
+Acido Oleico 175ug/ml
conjugado con BSA -Gluc:
sin Glucosa ni Piruvato
+Glutamina
+Gluc/A0:

(igual que en carga, para mantener la
condicidn inicial y analizar el efecto
de determinadas drogas)

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

Droga Dosis Efecto Medio de Duracion
E tratamiento tratamiento
AICAR 2,5mM Activa la AMPK +Gluc / AO 16h
Antimicina A Inhibe el Clll de la cad. +Gluco
(AntA) 25uM resp. - Gluc 16h
Compound C . +Gluco
(Comp. C) 10-20uM Inhibe la AMPK Glue 16h
2-deoxiglucosa . -
20mM Inhibe la glucolisis +Gluc / AO 16h
(2-DG)
o . +Gluco
DEUP 500puM Inhibe las lipasas 16h
- Gluc
Etomoxir Inhibe la +Gluco
(ETO) 100uM B-oxidacion - Gluc 16h
H89 10-20uM Inhibe la PKA Helliee 16h
- Gluc
Nocodazol Despolimeriza 16h o tiempos
(NOC) 15uM microtubulos Gluc cortos (2-4h)
Oligomicina . . +Gluco
(omy) 0,4ng/ml Inhibe la ATP sintasa Gluc 16h
Parthenolide Inhibe las tubulina
(PTN) 50uM carboxipeptidasas - Glue th
Estabiliza los
Taxol 30uM microtdbulos +Gluc / AO 1,5h
Tnd;_l?;:;th 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.

175



Efecto de la localizacion de los cuerpos lipidicos sobre su metabolizacién

4.1 Los CLs retrasan la parada en el ciclo celular y la
apoptosis inducidas por la falta de glucosa

El ayuno de glucosa provoca una rapida parada del ciclo celular en fase G1
(Figura 27A). Mediante contaje celular, se observé que la carga de CLs en células
Vero retrasa la inhibicién de la proliferacion, puesto que durante las primeras 24h
la tasa de proliferacién en ausencia de glucosa es significativamente mayor en
células con CLs (Figura 27B).

La inhibicién del ciclo celular causada por el ayuno de nutrientes depende
principalmente de AMPK y p53 [621, 622]. En coherencia con una menor parada
en el ciclo celular, observamos una disminucién significativa en la activacién de
la AMPK a las 8h de ayuno de glucosa en las células con CLs (Figura 27D y E),
sugiriendo un papel protector de los CLs frente al estrés metabdlico.

El ayuno de glucosa acaba provocando la muerte celular por apoptosis ([623-
626] vy Figura 27F y G, barras blancas). De forma similar a lo sucedido en la
proliferacién, la presencia de CLs retrasa la activacion de la apoptosis en estas
condiciones (Figura 27F y G), similar a lo descrito recientemente [233].

Asi, la presencia de CLs representa una ventaja para la respuesta al ayuno en
estas células, retrasando la inhibicién del ciclo celular y la apoptosis.
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A Perfil de ciclo celular B Tasa de proliferacion 0-24h c Tasa de proliferacion 24-48h
500 + Glucosa s 3% O Control s 3 * O Control
4
00 I,] - Glucosa E 3 B Cls < 25 B Cls
& 300 N s . ES
2 | @ o 2
g 100 = ©
o % 2 =l
100 | © 15 s
o
[ - Tt"—"y?\l&, -~ a1 ;z 14 -
0 200 400 £00 800 1K +Gluc -Gluc +Gluc -Gluc
Fluorescencia de ioduro de propidio
(Contenido de ADN)
D E Activacion AMPK a 8h de - Gluc
1.2 *
Inicio 8h -Gluc
v 1
a g O Control
Control  +CLs Control ~ +CLs S o8
i 2 B + CL:
T 06 s
P-AMPK 8 o4
| | - | 20
a 0.2
0
AMPK | — I | _— cm— |
| Inicio 8h -Gluc
; Apoptosis a 72h
F Apoptosis a 48h G pop
*
35
" 35 « .
<. 30 2z 2
S E g5 2L
3 X ] 0 Control
2¢g ** a¢g
8 1 82 15 B +CLs
ER S ©
E ‘g 10 @ g 10
< 5 = 5

+Gluc

-Gluc

+Gluc -Gluc

Figura 27. La presencia de CLs retrasa la parada del ciclo celular y la induccién de
apoptosis por ayuno de glucosa. (A) Perfil de ciclo de células Vero al cabo de 16h de
tratamiento con o sin glucosa. (B y C) Tasas de proliferacion durante las primeras 24h (B) o
entre 24 y 48h (C) de células inicialmente no cargadas (control) o cargadas (+CLs) con CLs,
tratadas en presencia o ausencia de glucosa. N=3-4. (D y E) Inmunodeteccién represen-
tativa (D) y cuantificacion (E) de la cantidad de AMPK fosforilada (P-AMPK) y la cantidad
de AMPK total en células no tratadas (control) o cargadas con CLs (+CLs) antes (Inicio) o
después de 8h en medio sin glucosa (8h —Gluc). N=5. (F y G) Cuantificacién de la apoptosis
a 48h (F) y 72h (G) de tratamiento en medio sin glucosa de células control o anteriormente
cargadas de CLs. N=3. *: p-valor<0,05 **: p-valor<0,01.
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4.2 La falta de glucosa promueve la dispersion de los
CLs en fibroblastos

Dado que los CLs representan una ventaja en respuesta al ayuno, pasamos
a estudiar el comportamiento de éstos organulos bajo esta condicion. Como se
ha comentado anteriormente, en células Vero, al cabo de 24h de tratamiento
con AQ, los CLs se encuentran agregados y en la regién perinuclear (Figura 28A,
panel izquierdo). El tratamiento de descarga sin glucosa durante 16h provoca la
dispersion de los CLs por todo el citoplasma (Figura 28A, panel derecho), mien-
tras que en presencia de glucosa, aunque también se observa su metabolizacién,
los CLs se mantienen en la regidn central de la célula (Figura 28A panel central).

Para analizar la dispersion de los CLs se llevaron a cabo dos aproximaciones.
La primera fue cuantificar la distancia de los CLs respecto al nucleo. Para ello se
tomaron imagenes de microscopia confocal in vivo (como las de la Figura 28A),
para evitar la fusion artefactual de CLs, que fueron analizadas en colaboracion
con Babu JN Reddy del laboratorio del Dr. Steven P. Gross de la Universidad de
Irvine (USA). Considerando arbitrariamente como dispersos los CLs a una distan-
cia mayor de 500 pixeles del nucleo, observamos que la descarga en ausencia
de glucosa incrementa el porcentaje de CLs dispersos, mientras que las células
descargadas en presencia de ésta mostraron un fenotipo intermedio (Figura 28B).

La segunda aproximacién que realizamos fue la cuantificacion de la propor-
ciéon de células con los CLs completamente agregados, los CLs completamen-
te dispersos o un fenotipo intermedio de dispersion (ver Material y métodos).
Aunque se observa cierta dispersion en presencia de glucosa, el porcentaje de
células con los CLs completamente dispersos era significativamente mayor en
ausencia de glucosa (Figura 28C).

Para asegurar que se trata de una dispersion de los CLs desde la zona perinu-
clear y no de la sintesis de novo de éstos en la periferia, se siguieron por videomi-
croscopia mediante contraste de fases diferencial (DIC) durante la descarga. La
refringencia caracteristica de estos organulos permite su seguimiento [355, 356,
367, 627]. Durante el proceso de descarga en ausencia de glucosa se observa
una disgregacién de los agregados iniciales y una dispersion progresiva de los
CLs desde la region perinuclear hacia regiones mas periféricas (Video 5 en CD
anexo). Por lo contrario, en presencia de glucosa, aunque también se observa
su consumo y movimiento, los CLs se mantienen en la region central de la célula
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Figura 28. La falta de glucosa promueve la dispersion de los CLs en células Vero. (A)
Imagenes de microscopia confocal in vivo de células Vero tratadas con AO durante 24h y
posteriormente durante 16h con AO y glucosa (+Gluc/AO), en medio control con glucosa
(+Gluc) o en medio sin glucosa (-Gluc). Las células han sido tefidas con Nile red (CLs,
canal verde) y Hoechst (Nucleos, canal azul), y se muestra el contraste de fases (canal
gris). (B) Cuantificacion del porcentaje de CLs dispersos (considerando dispersién los CLs
a mas de 500 pixeles del centro de la célula) en el conjunto de células analizadas de cada
condicién. 20 células por experimento. N=1. (C) Cuantificacion de la dispersion de CLs en
imagenes de microscopia de epifluorescencia (ver Material y métodos). N=13. La signifi-
cacion estadistica se ha calculado respecto a la descarga con glucosa. Las diferencias
respecto al tratamiento con glucosa y oleico son significativas en todos los casos con un
p-valor inferior a 0,001. *: p-valor<0,05 **: p-valor<0,01.

(Video 6 en CD anexo). La dispersién de los CLs en ausencia de glucosa fue co-
rroborada en otras lineas celulares de fibroblastos como MEF y COS-1.

Como se ha comentado anteriormente, la 2-deoxiglucosa (2-DG) es un ana-
logo no metabolizable de la glucosa con quien compite inhibiendo la glucélisis
[598] y causando una deplecion de ATP [628]. Al igual que la ausencia de glucosa,
la adicién de 2-DG provoca la dispersion de los CLs (Figura 29A, cuantificado en
B).
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4.3 Caracterizacion del movimiento de los CLs en condi-
ciones de descarga

El siguiente paso fue analizar si la mayor dispersion de los CLs conllevaba un
incremento en su movilidad. El seguimiento de los CLs mediante videomicrosco-
pia durante tiempos cortos nos permitié observar las dos clases de movimiento
descritas para los CLs, el movimiento oscilatorio y el movimiento saltatorio [115,
350-354].

La descarga en ausencia de glucosa incrementd el movimiento, cuantificado
como el porcentaje de CLs que realizaban movimientos saltatorios durante 60
segundos, respecto a aquellas células en que se mantiene el AO en el medio.
Sorprendentemente, se observé una adn mayor proporcién de CLs en movimien-
to durante la descarga en presencia de glucosa (Figura 30A, By Cy Videos 7 y 8
en CD anexo). Ademas, el andlisis del movimiento de los CLs mediante el pluggin
MTrackJ de Imaged [629] reveld que en presencia de glucosa, los CLs realizaban
movimientos saltatorios a mayor velocidad maxima (la velocidad maxima a la que
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se desplaza un CL en el momento en que realiza el movimiento saltatorio) (Figura
30D), y sin afectar a la direccionalidad (cuantificada como la ratio entre la longitud
del recorrido y la distancia lineal entre las posiciones inicial y final del CL) (Figura
30E).

Asi, la mayor dispersion sin glucosa no correlaciona con una mayor velocidad
de movimiento de los CLs al final del tratamiento.
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Figura 30. Caracterizacion del movimiento de los CLs en condiciones de descarga.
(A-E) Células cargadas de CLs y tratadas durante 16h en presencia (A) o ausencia (B) de
glucosa, fueron tefidas in vivo con Nile red (CLs, canal verde) y Hoechst (Nucleos, canal
azul), y grabadas mediante videomicroscopia confocal durante 1min. La proporcion de
CLs que mostraban movimientos saltatorios (C), asi como la velocidad maxima (D) y direc-
cionalidad de las trayectorias (E) de éstos fueron analizadas mediante el pluggin MTrackd
de ImageJ. Las imagenes de A y B muestran el inicio y final del video, junto con la trayec-
toria de cada CL en rojo. N=2.
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4.4 El movimiento y la dispersion de los CLs dependen
de microtubulos

Se ha descrito que el movimiento de los CLs depende de microtubulos (ver
Introduccidn). Asi, quisimos comprobar si la dispersion de los CLs observada en
ausencia de glucosa también dependia de la presencia de una red de microtubu-
los intacta.

La despolimerizacién de los microtubulos con nocodazol (Figura 31E) inhibe
completamente la dispersion (Figura 31A, cuantificado en B) y el movimiento (Fi-
gura 31C y Videos 9 y 10 en CD anexo) de los CLs promovidos por la ausencia
de glucosa. En esta condicion, los CLs forman racimos alrededor del nucleo,
distribucion similar a la observada en células mitéticas en metafase (datos no
mostrados) donde los microtibulos se destinan Unicamente a la formacién del
huso mitético. La presencia de una red de microtubulos intacta no es sélo ne-
cesaria para la correcta dispersién de los CLs, sino que también lo es para el
mantenimiento de dicha dispersién. El tratamiento con nocodazol en células con
los CLs ya dispersos debido a la ausencia de glucosa, promueve la agregacion
de los CLs (Figura 31D).

Mediante estudios de protedmica, ademas de tubulina, también se ha de-
tectado actina en los CLs. Aun asi, en nuestro modelo, la despolimerizacién del
citoesqueleto de actina mediante latrunculina B no impide la dispersién de los
CLs en ausencia de glucosa (datos no mostrados) de acuerdo con estudios pre-
vios, realizados en presencia de glucosa, donde la despolimerizacion de actina
no afectaba al movimiento de CLs [72].

Como conclusion, la dispersidn de los CLs en ausencia de glucosa, depende
basicamente del citoesqueleto de tubulina.
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Figura 31. El movimiento
y la dispersion de los CLs
depende de microtibulos.
(A'y B) Imagenes de micros-
copia confocal in vivo (A) y
cuantificacién de la disper-
sion de CLs (B), en células
cargadas de CLs y tratadas
16h en medio sin glucosa
(panel de la izquierda) o sin

glucosa con NOC 15uM (panel de la derecha). N=3. *: p-valor<0,05; **: p-valor<0,01. (C)
Células tratadas cdmo en la Figura 30B (paneles de la izquierda) o afiadiendo nocodazol
durante las 16h de tratamiento sin glucosa (paneles de la derecha) y tefiidas y captadas
como en la Figura 30. Se muestran los planos inicial y final de videos de 1min, con las
trayectorias de los CLs sobreimpresionadas en rojo. (D) Imagenes de microscopia de epi-
fluorescencia de células cargadas de CLs, tratadas 16h en medio sin glucosa y finalmente
las horas indicadas en medio sin glucosa con NOC 15uM. Las células han sido tefiidas con
Nile red (CLs, canal verde y contorno celular, canal rojo) y DAPI (Nucleos, canal azul). (E)
Inmunocitoquimica detectando tubulina en células tratadas como en A.
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4.5 La presencia de glucosa promueve el uso de los CLs
para la sintesis de fosfolipidos

El andlisis por microscopia revelé que tanto en presencia como en ausencia
de glucosa, las células metabolizaban los CLs. La cuantificacién del contenido de
CLs confirmé que la velocidad de consumo de los CLs en fibroblastos es inde-
pendiente de la presencia de glucosa (Figura 32A).

A pesar de descargarse a la misma velocidad, el destino metabdlico de los
AGs contenidos en los CLs podria ser diferente, de acuerdo con las diferencias
observadas en la dispersién de los CLs.

Los AGs de los CLs pueden destinarse a la sintesis de fosfolipidos (ver Intro-
duccién). Para cuantificar este destino metabdlico, se acumulé AO marcado ra-
diactivamente en los CLs (ver Material y métodos) y se analizé mediante cromato-
grafia en capa fina la radioactividad asociada a los diferentes lipidos en situacién
de descarga. Después de la carga, la mayor parte de radioactividad se encuentra
en forma de TAG (Figura 32B, Inicial). Después de 16h sin AO, la radioactividad
asociada a TAG disminuye e incrementa aquélla asociada a fosfolipidos indican-
do que durante la descarga los lipidos presentes en los CLs se usan para la sinte-
sis de fosfolipidos (Figura 32B, cuantificado en C y D). La sintesis de fosfolipidos
a partir de CLs fue significativamente mayor en presencia de glucosa que en
ausencia de ésta (Figura 32B, cuantificado en D).

La mayor sintesis de fosfolipidos derivados de CLs en presencia de glucosa
podria ser debida a que en esta situacién hay una mayor proliferacién celular, con
un requerimiento de fosfolipidos mas elevado. Asimismo, el uso de los CLs para
la sintesis de fosfolipidos en presencia de glucosa podria explicar el ligero, aun-
que significativo, incremento de proliferacion observado en presencia de glucosa
en las células con CLs (Figura 27B y C).
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se ha analizado la distribucién de “C en las diferentes especies lipidicas, antes (inicial) y
después de 16h de tratamiento en medio con o sin glucosa. Se muestra una TLC repre-
sentativa (B) y la cuantificacién del *C contenido en TAG (C) y fosfatidilcolina (PC, D). La
significacién estadistica se ha calculado respecto a la descarga con glucosa. N=3. **: p-
valor<0,01.

4.6 El ayuno de glucosa promueve el uso mitocondrial
de los AGs de los CLs

Otro posible destino metabdlico de los AGs de los CLs es la B-oxidacion (ver
Introduccién). Dado que nuestras condiciones experimentales modifican el me-
tabolismo energético de las células, decidimos analizar el uso de los AGs pro-
cedentes de los CLs para la obtencién de energia mediante este proceso. Para
ello, se acumuldé AO radiactivo en los CLs como en el apartado anterior y se
analizo, en diferentes situaciones de descarga, la radioactividad asociada a CO,
(B-oxidacion completa) y a ASP (acid soluble products, 3-oxidacién parcial de los
AGs hasta acil-carnitina, acetil-CoA, cuerpos ceténicos o intermediarios del ciclo
de Krebbs) [630-632].

El ayuno de glucosa promovié el consumo de los AGs de los CLs por B-oxi-
dacién mitocondrial (Figura 33A y B), siendo significativamente mayor que en
presencia de glucosa o que en las condiciones de carga. Ademas, el tratamiento
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con etomoxir (inhibidor de la CPT-1, el transportador de AGs hacia el interior de
la mitocondria) o DEUP (inhibidor de las lipasas), reduce significativamente los
niveles de B-oxidacion, demostrando que la B-oxidacion detectada corresponde
a los AGs procedentes de los CLs (Figura 33A y B). Ademas, la inhibicién de la
B-oxidacion y de la lipdlisis redujo la descarga de CLs de forma especifica en au-
sencia de glucosa, sin afectar practicamente a la descarga en presencia de ésta
(Figura 33C), indicando que en condiciones de ayuno de glucosa, los fibroblastos
realizan lipolisis y p-oxidacién de los AG de los CLs.
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en células Vero tratadas 24h con AQO (Inicial) y pos-
teriormente descargadas 16h con o sin glucosa (Descarga control) o adicionalmente con
Etomoxir 100uM o DEUP 500uM. La significacion estadistica se ha calculado en cada caso
en base a su descarga control (con o sin glucosa). N=5. *: p-valor<0,05; **: p-valor<0,01;

*okk,

: p-valor<0,001.

También se observa una mayor secrecion al medio de AGs marcados radioac-
tivamente procedentes de los CLs en ausencia de glucosa que en presencia de
ésta (datos no mostrados). Puesto que la secrecién de AG al medio se ha usado
como medida indirecta de la lipdlisis [98, 102, 437], y que el inhibidor de la lipo-
lisis tiene un mayor efecto inhibitorio sobre la descarga de CLs en condiciones
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de ayuno de glucosa, postulamos que en estas condiciones los CLs estarian su-
friendo una mayor lipolisis citosdlica. La sintesis de fosfolipidos a partir de lipidos
neutros contenidos en los CLs no requiere necesariamente de una lipdlisis com-
pleta de los TAG contenidos en éstos, dado que puede realizarse a partir de DAG
y sin necesidad de la activacién del AG a acil-CoA [170, 491]. Este hecho podria
explicar la menor sensibilidad del consumo de los CLs a inhibidores de las lipasas
observada en estas condiciones, a pesar de la igual tasa de metabolizacion.

Asi, aunque la disponibilidad de glucosa en el medio no controla la velocidad
de consumo de los CLs en estas células, si estaria controlando la forma en que
se metabolizan y el destino de los AGs contenidos en ellos, siendo mayor la pro-
porcién destinada a fosfolipidos en presencia de glucosa y mayor la destinada a
lipdlisis y B-oxidacion en su ausencia.

4.7 El ayuno de glucosa promueve la interaccién entre
CLs y mitocondrias

Dado que la ausencia de glucosa implicaba una mayor -oxidaciéon mitocon-
drial y que ademas, el ayuno de nutrientes provoca la elongacion y redistribucién
de las mitocondrias hacia una localizacién mas periférica [633, 634], nos plantea-
mos si los cambios de localizacién de los CLs en los tratamientos indicados con-
llevaban una localizacién diferencial con respecto a las mitocondrias. Mediante
microscopia confocal in vivo, analizamos la distribucién de ambos organulos. En
ausencia de glucosa se observo la dispersion de los CLs y se confirmé la mayor
elongacién y dispersién mitocondrial (Figura 34A). El ayuno de glucosa provo-
c6 un incremento en la proporcién de CLs interaccionando con mitocondrias,
cuantificado en colaboracion con Babu JN Reddy (Figura 34B, panel izquierdo).
Estos resultados fueron confirmados en colaboracion con Samantha Murphy del
laboratorio del Prof. Robert G. Parton del IMB (Australia), mediante el estudio por
microscopia electrénica de células Vero tratadas como en el caso anterior, donde
se analizé la proporcién de CLs interaccionando con mitocondrias (Figura 34B,
panel derecho, ejemplo de interaccion en Figura 34C).

El tratamiento con 2-DG también provocé una mayor elongacién mitocondrial,
dispersion de los CLs e interaccion entre CLs y mitocondrias (datos no mostra-
dos).
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Figura 34. El ayuno de glucosa promueve la interacciéon entre CLs y mitocondrias.
(A) Imagenes de microscopia confocal in vivo de células Vero cargadas de CLs y poste-
riormente 16h mas con los tratamientos indicados. Las células fueron tefiidas con Nile red
(CLs, canal verde); Hoechst (Nucleos, canal azul) y Mitotracker-Deep red (Mitocondrias,
canal rojo). (B, izquierda) Cuantificacion de la proporcién de CLs interaccionando con mi-
tocondrias en células tratadas como en A, a partir de imagenes de microscopia confocal.
N=1. (B, derecha) Cuantificacién de la interaccion CL-Mitocondria en imagenes de mi-
croscopia electronica en células Vero tratadas como en A. N=1. (C) Ejemplo de interaccion
CL-Mitocondria visualizada por microcopia electrénica. (D-H) Diferentes clases de inte-
raccion entre CLs y mitocondrias observados por videomicroscopia confocal de células
COS-1 (D-G) o Vero (H) cargadas de CLs, tratadas 16h sin glucosa y tefiidas como en A.
Se muestran algunas imagenes tomadas a los tiempos indicados, los videos completos
se encuentran en el CD adjunto. Se observan interacciones fuertes donde el CL arrastra la
mitocondria (D y E), interacciones a modo de kiss and run (F, las flechas amarillas indican
el momento en que cada CL inteacciona con la mitocondria) o interacciones estaticas (F y
G), observandose CLs completamente envueltos por mitocondrias (F) o manteniendo de
forma estable una interaccién puntual con éstas (G).

La dindmica de la interaccion CL-mitocondria se ha estudiado en células es-
teroidogenicas [352] donde se le postula un papel en el aporte de lipidos para la
sintesis de hormonas en las mitocondrias, pero no en fibroblastos. Mediante el
analisis por videomicroscopia confocal, tanto en células Vero como en células
COS-1, detectamos diferentes tipos de interaccion entre estos organulos.

En muchos casos se observan interacciones muy dinamicas, debido al mo-
vimiento de estos organulos. Frecuentemente, se observan contactos cortos y
puntuales a modo de kiss and run (Figura 34F y Video 11 en CD anexo), también
se observan interacciones muy fuertes, que se ponen de manifiesto en CLs en
movimiento. Por ejemplo, se han detectado CLs que al moverse arrastran (Figura
34D y Video 12 en CD anexo) o empujan (Figura 34E y Video 13 en CD anexo) a
mitocondrias. En otros casos se observan CLs deslizandose a lo largo de mito-
condrias (Video 14 en CD anexo).

Los CLs y las mitocondrias también muestran interacciones mas estaticas,
que se mantienen durante un periodo de tiempo mas largo. En este sentido se
observan CLs con un solo contacto puntual con una mitocondria (Figura 34H y
Video 15 en CD anexo) y en algunos casos mitocondrias envolviendo completa-
mente a un CL (Figura 34G y Video 16 en CD anexo).
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4.8 La interaccion entre CLs y mitocondrias depende de
microtubulos

El siguiente paso fue analizar el efecto de la inhibicion de la dispersion de los
CLs sobre su interaccion con las mitocondrias.

Para ello analizamos por microscopia confocal in vivo la distribucién de los
CLs en células cargadas y posteriormente descargadas en medio sin glucosa
en presencia o ausencia de nocodazol. El tratamiento con nocodazol reduce la
proporcién de CLs en contacto con las mitocondrias (Figura 35A), observandose
de forma frecuente una separacion fisica entre los racimos de CLs y las mito-
condrias adyacentes. Esta inhibicion de la interaccion CL-mitocondria fue cuan-
tificada mediante microscopia electrénica (Figura 35B). Ademas, el tratamiento
con nocodazol también reduce la B-oxidacion de los AGs contenidos en los CLs
(Figura 35C) y la metabolizacién de los CLs en ausencia de glucosa (Figura 35D).

Estos resultados indican que la presencia de una red de microtubulos intacta
seria necesaria para la dispersion de los CLs, su interaccién con las mitocondrias
y para la correcta metabolizacion de los AGs contenidos en los CLs mediante la
B-oxidacion mitocondrial.
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oxidacion depende de microtubulos. (A) Imagenes de microscopia confocal in vivo de
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Nile red (CLs, verde), Mitotracker-Deep red (Mitocondrias, rojo) y Hoechst (Nucleos, azul).
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191



Efecto de la localizacion de los cuerpos lipidicos sobre su metabolizacién

4.9 La dispersion y consumo de los CLs en ausencia de
glucosa requiere de la actividad mitocondrial

La elongacion y mayor dindmica mitocondrial correlaciona con una mayor ac-
tividad mitocondrial [633]. Dado que en el seguimiento de la interaccion entre CLs
y mitocondrias se observan frecuentemente mitocondrias elongadas y mdéviles
atrayendo a CLs nos planteamos la posibilidad de que la funcién mitocondrial
estuviera afectando de alguna manera la dispersién de los CLs. Para estudiar el
efecto de una alteraciéon mitocondrial en nuestro modelo, tratamos células Vero
cargadas de CLs, con antimicina A (AntA), inhibidor irreversible del complejo Il de
la cadena respiratoria [635] o con oligomicina (Omy), inhibidor de la ATP-sintasa
mitocondrial [636]. Ambos tratamientos tienden a reducir la dispersion de los CLs
en ausencia de glucosa, mientras que tienen un menor efecto en presencia de
ésta (Figura 36A y B, cuantificado en C y D). Del mismo modo, la Omy tiende a
inhibir la metabolizacion de los CLs especificamente en ausencia de glucosa (Fi-
gura 36E). El tratamiento con Omy o AntA provoca una mayor mortalidad celular
en ausencia de glucosa (datos no mostrados y [637]), probablemente debido a la
mayor necesidad del metabolismo mitocondrial que se da en situacién de ayuno.
Para evitar la interferencia de la citotoxicidad diferencial asociada a estas drogas
en tratamientos largos, el efecto de la Omy sobre la descarga se analiz6 a las 8h
de tratamiento.

Curiosamente, la dispersion y el consumo de los CLs en ausencia de glucosa
también se ven reducidos en células MEF deficientes en caveolina-1 (datos no
mostrados), que muestran una alteraciéon mitocondrial ([587], ver primer apartado
de Resultados y Anexo).

Por lo tanto, la dispersién de los CLs y su consumo vienen condicionados por
una correcta funcion mitocondrial.
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(CLs, canal verde) y DAPI (Ntcleos, canal azul). (C y D) Cuantificacion de la proporcién de
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4.10 AMPK y PKA regulan la dispersiéon y el movimiento
de CLs

Seguidamente pasamos a analizar el mecanismo molecular que promueve la
dispersion de los CLs en ausencia de glucosa. La AMPK es la principal quinasa
implicada en la respuesta al ayuno [638], activando los procesos de obtencion
de energia como la B-oxidacion e inhibiendo procesos que requieren de energia
como la progresién en el ciclo celular [621, 622]. Recientemente se ha descri-
to que la actividad mitocondrial es necesaria para la activaciéon de la AMPK en
respuesta al ayuno [639]. Dado que en nuestro caso la inhibicion de la actividad
mitocondrial afectaba la localizacién de los CLs, decidimos estudiar si la AMPK
también estaba implicada en la dispersion de los CLs en ausencia de glucosa.

En células Vero el ayuno de glucosa incrementa la fosforilacion y la actividad
de la AMPK, como indica la mayor fosforilacion de su sustrato, la acetil-coenzi-
maA carboxilasa (ACC) (Figura 37A), tal y como esta descrito en MEF [622].

El AICAR es un precursor del ZMP, analogo del AMP que estimula la actividad
AMPK [640]. El tratamiento con esta droga promueve la dispersion de los CLs en
presencia de AO en el medio (situacion en que los CLs se encuentran agregados)
(Figura 37C, cuantificado en D), y ademas incrementa de forma drastica la movi-
lidad de los CLs (Figura 38A y B). En consonancia con lo anterior, la inhibicion de
la AMPK mediante compound C, un inhibidor que se une cerca del sitio de unién
a ATP de la AMPK [641], reduce la dispersién de los CLs (Figura 37E, cuantificado
en F) y el movimiento de éstos (Figura 39C y D, cuantificado en E) causado por
la ausencia de glucosa. Aunque en presencia de glucosa, la AMPK esta menos
activa (Figura 37A), su inhibicién mediante compound C también muestra una
tendencia a afectar la dispersién de los CLs (datos no mostrados). En cambio, la
inhibicién de la AMPK afectaria de forma mas importante a la metabolizacién de
los CLs en ausencia de glucosa que en presencia de ésta (Figura 37B).

Para confirmar la implicacién de la AMPK en la dispersién de los CLs redu-
jimos su expresién mediante un siRNA especifico para las dos isoformas de la
subunidad a; a1 y a2. La disminucién parcial de la expresién de AMPK tiende a
reducir la dispersién de los CLs en ausencia de glucosa (datos no mostrados).

En conclusion, la activacion de la AMPK controla la dispersién de los CLs en
ausencia de glucosa. Resultados preliminares muestran que la reduccién de la
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expresion de AMPK afecta la localizacion de las mitocondrias, mientras que ni la
activacion ni la inhibicion de la AMPK mediante drogas modifica su distribucién
(datos no mostrados). Asi, mientras que la actividad de AMPK regularia la loca-
lizacion de los CLs, la distribucion intracelular de las mitocondrias podria estar
regulada por AMPK de forma independiente de su actividad.

Seguidamente analizamos la implicacion de la quinasa PKA en el proceso de
dispersion de los CLs. La PKA también se activa en respuesta a ayuno [633] y
esta implicada tanto en la regulacién de la disgregacién de los CLs [372] como en
la activacion de la lipolisis en adipocitos (ver Introduccion). Ademas, esta quinasa
se encuentra asociada a microtubulos en neuronas [642] y en la regulacion de la
estabilidad de éstos [643].
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La inhibicién de la PKA mediante H89 disminuye la dispersion de los CLs en
ausencia de glucosa (Figura 39A, cuantificada en B) y su metabolizacién (Figu-
ra 39C) en células Vero. Aunque la inhibicién de la PKA también muestra una
tendencia a reducir la dispersion de los CLs en presencia de glucosa (datos no
mostrados), su efecto sobre la disminucién de la metabolizacién de los CLs solo
se observa en ausencia de ella.

En conclusion, la dispersion de los CLs durante el ayuno de glucosa requiere
de la actividad AMPK y/o PKA, y la activacién de la AMPK es suficiente para la
dispersién de los CLs.
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4.11 El ayuno de glucosa modifica la dinamica de los
microtubulos y la estabilizacién de éstos provoca dis-
persion de CLs

El ayuno de glucosa, ademas de promover la dispersién de CLs, también pro-
mueve una localizacion mas periférica de mitocondrias (Figura 34A) y lisosomas/
endosomas tardios (datos no mostrados), cuyo movimiento también depende de
microtubulos. Ello nos llevo a pensar que el efecto del ayuno de nutrientes sobre
la localizacion de los CLs podria deberse a una modificacién global de la red de
microtubulos. Ademas, se ha descrito que tanto la AMPK como la PKA, cuya ac-
tividad hemos observado que regula la localizaciéon de CLs, regulan la dinamica
y la polimerizacién de microtubulos, especialmente durante la mitosis [643-647].

Asi, pasamos a analizar como afectaba la dinamica de los microtubulos a la
dispersion de los CLs. Aunque no se observaron diferencias muy evidentes en
la distribucion de los microtubulos en respuesta al ayuno (Figura 40A), la trans-
feccidon de CLIP-170 que marca las puntas de crecimiento de los microtubulos
permitid observar que el ayuno de glucosa reduce el nimero de microtubulos
en crecimiento, asi como la longitud del marcaje de CLIP-170 en las puntas de
éstos (Figura 40B, cuantificado en C y D). Ademas, resultados preliminares de
seguimiento de microtubulos muestran que la deplecion de glucosa reduciria la
dinamicidad de los microtubulos (datos no mostrados), calculada como en [648].

La reduccién del numero de microtubulos crecientes y de la longitud del mar-
caje de CLIP-170 en éstas también se ha descrito al tratar células con taxol/pacli-
taxel [649], una droga que provoca la estabilizacion de los microtubulos [650] y la
reduccion de su dinamicidad [651]. De forma interesante, el tratamiento con taxol
promueve la dispersién de los CLs al afiadirse durante 1h y 30min en presencia
de AO (Figura 40E, cuantificado en F). Estos resultados sugieren un posible papel
del control de la dinamica de los microtubulos en la dispersion de los CLs en
ausencia de glucosa.

Hemos observado que la estabilizacién de los microtibulos mediante taxol
incrementa la dispersion de los CLs. Aunque los mecanismos que regulan la di-
namica de los microtibulos son poco conocidos, se ha propuesto que modifica-
ciones posttraduccionales de la tubulina como la acetilacién o la detirosinacién
podrian estar regulando la estabilidad de los microtibulos, o al menos serian un
marcador de la poblacién de microtibulos estables [652, 653]. La estabilizacion
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de los microtubulos con taxol incrementa tanto la acetilacién [654] como la de-
tirosinacién de los microtubulos, por lo que nos preguntamos si el ayuno de nu-
trientes podria regular la dispersién de los CLs a través de estas modificaciones
posttraduccionales de la tubulina.
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Figura 40. El ayuno de glucosa modifica la dinamica de los microtubulos. La estabili-
zacion de éstos provoca la dispersion de los CLs. (A) Inmunocitoquimica de tubulina en
células Vero cargadas de CLs y tratadas 16h con los tratamientos indicados. (B-D) Células
Vero transfectadas con GFP-CLIP-170, cargadas de CLs y tratadas 16h con los tratamien-
tos indicados, posteriormente analizadas por microscopia de epifluorescencia in vivo. Ima-
genes representativas (B) y cuantificacion del nimero de microtubulos polimerizandose
marcados por CLIP-170 (C) y de la longitud de las puntas de los microtubulos (D). (Ey F)
Imagenes de microscopia de epifluorescencia (E) y cuantificacion de la dispersién de CLs
(F) en células cargadas de CLs (E, panel izquierdo) a las que afiadié taxol (30uM) durante la
Ultima 1h y 30min (E, panel derecho). Las células fueron fijadas y tefiidas con Nile red (CLs,
canal verde) y DAPI (Nucleos, canal azul). N=3. *: p-valor<0,05; **: p-valor<0,01.
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4.12 Efecto de la acetilacion de la tubulina sobre la dis-
persién de los CLs

Se ha descrito que en condiciones de completa falta de nutrientes la acetila-
cién de los microtubulos incrementa afectando su estabilidad y la movilidad de
los autofagosomas [655], y que las mitocondrias se mueven preferentemente so-
bre microtubulos acetilados [656, 657], por lo que analizamos el efecto del ayuno
de glucosa sobre la acetilaciéon de los microtubulos.

Inicialmente comprobamos que en nuestras condiciones la deplecion de
glucosa también causa una mayor acetilacion de los microtubulos (Figura 41A,
cuantificado en B). Ademas el tratamiento con 2-DG, que promueve la dispersién
de los CLs (Figura 29), también incrementa la acetilaciéon de los microtubulos
(Figura 41A, cuantificado en B). La trichostatin A (TSA) es un inhibidor de deace-
tilasas entre las que se encuentra la HDACB, una deacetilasa citosélica que se ha
demostrado que se encarga, junto a Sirt2, de la deacetilacidon de los microtubulos
[658, 659]. Tanto el TSA como el taxol en nuestras condiciones incrementan la
acetilacion de microtubulos (Figura 41B). El tratamiento de células Vero cargadas
de CLs con TSA provoca un incremento significativo de la dispersién de los CLs
(Figura 41C, cuantificado en D). Asi, la dispersién de los CLs correlaciona en dife-
rentes situaciones con una mayor acetilacion de los microtubulos.

Para determinar si la acetilacion de los microtubulos es necesaria para la dis-
persion de los CLs observada en ausencia de glucosa, se analizd la dispersion
de los CLs en células que no pudieran acetilar la tubulina. Recientemente se
habia descrito una proteina capaz de acetilar microtibulos (a-tubulina acetil-
transferasa(aTAT1)/MEC17, [660, 661]). La reduccién de la expresion de la aTAT1
en células Vero mediante siRNA reduce la cantidad de acetil-tubulina en condi-
ciones control (Figura 41E) y ademas en estas células el tratamiento de ayuno de
glucosa no es capaz de incrementar la acetilacion de la tubulina (Figura 41F). Aun
asi, la inhibicién de la acetilacién de la tubulina en respuesta a ayuno de glucosa
no afecta a la dispersion de los CLs (Figura 41G), Unicamente se observa una
tendencia de las células a acumular méas CLs.

Como conclusién, la dispersiéon de los CLs y la acetilaciéon de los microtubulos
son dos procesos independientes ambos activados por la ausencia de glucosa.
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lulas Vero cargadas de CLs y tratadas 16h con los tratamientos indicados. N=4. (B, panel
derecho) Cuantificacion de la proporcién de tubulina acetilada en células cargadas de CLs
y tratadas 16h con AO; 16h con AO, las ultimas 1h 30min de las cuales con taxol (30uM);
0 16h con acido oleico y TSA 33nM. (C y D) Imagen de microscopia de epifluorescencia (C)
y cuantificacién de dispersion de CLs (D) en células cargadas de CLs y tratadas 16h con
AO con o sin TSA 33nM. N=3. *: p-valor<0,05. Las células se han tefiido con Nile red (CLs,
canal verde) y DAPI (Nucleos, canal azul). (E y F) Inmunodeteciéon de acetil-tubulina en
muestras de células transfectadas con siRNA inespecifico (anti-GFP) o anti-aTAT1 durante
24 y 48h (E) o en células transfectadas con siRNAs anti-GFP y anti-aTAT1, posteriormente
cargadas de CLs y tratadas 16h con los tratamientos indicados (F). (G) Imagenes de mi-
croscopia de epifluorescencia de células Vero tratadas como en F y teflidas como en C.
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4.13 La dispersion de los CLs depende de la detirosina-
cion de los microtubulos

Como hemos comentado anteriormente, ademas de la acetilacion, la estabi-
lidad de los microtubulos también se relaciona con su detirosinacién. Del mismo
modo que en el caso de la acetilacion, el ayuno de glucosa incrementa la detiro-
sinacion de los microtubulos (Figura 42A, cuantificado en B).

La inhibicion de la detirosinaciéon de los microtubulos mediante el tratamiento
con parthenolide [662] (Figura 42C) es capaz de revertir la dispersién de los CLs
causada por el ayuno de glucosa (Figura 42D), apuntando a un papel importante
de esta modificacién posttraduccional de los microtibulos en la dispersién de los
CLs en respuesta al ayuno de glucosa.

Ademas de un incremento en la cantidad de microtubulos detirosinados, el
ayuno de glucosa también modifica el patrén de microtubulos detirosinados, pa-
sando de un patron radial a otro mas en forma de trama, donde se observa fre-
cuentemente un anillo de microtubulos detirosinados alrededor del ndcleo (Figura
42E). Cabe destacar que la activacion de la AMPK mediante AICAR reproduce la
misma alteracion del patron de microtubulos detirosinados (Figura 42E).

Aunque esta descrito que el tratamiento con AICAR en cardiomiocitos reduce
la detirosinacién de los microtubulos [663], en nuestro modelo la activacion de la
AMPK promueve la detirosinaciéon de microtubulos y la inhibicidn de esta quinasa
la reduce.

Estos resultados sugieren que el ayuno de glucosa a través de la actividad de
la AMPK provocaria la detirosinacion de la red de microtubulos y como conse-
cuencia la dispersion de los CLs.
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DISCUSION

Del mismo modo que los Resultados, la Discusién de esta tesis se estructura
en cuatro bloques. En el primer apartado se estudia la relacion de la caveolina-1
con el metabolismo energético, mientras que en los tres posteriores se analizan
diferentes aspectos de la biologia celular de los CLs.

La caveolina-1 es una proteina relacionada con multitud de procesos y la dis-
minucién de su expresion causa enfermedades muy diversas, poco relacionadas
entre si. En esta tesis demostramos que la falta de caveolina-1 provoca la acu-
mulacién de colesterol mitocondrial que deriva en la disfuncién de este organulo,
hecho que postulamos podria ser comun en las diferentes enfermedades con las
que se ha relacionado esta proteina (Apartado | de la Discusion).

En los otros tres apartados se analizan diferentes aspectos de la biologia ce-
lular de los CLs. A pesar de estar relacionados con multiples procesos celula-
res y enfermedades muy relevantes, los mecanismos que regulan la formacion,
acumulacion y metabolismo de los CLs son poco conocidos. Al ser tratadas con
AGs, las células en cultivo forman CLs en pocos minutos, y la biogénesis de estos
organulos en el RE requiere de la participacion de ACSL3 (Apartado Il de la Dis-
cusion). La acumulacién de CLs en respuesta a AGs esta regulada por la lipdlisis
basal y la B-oxidacion basal de las células, aspectos que cambian dependiendo
del tipo celular (Apartado Il de la Discusion). Ademas, esta acumulacion de CLs
es heterogénea, siendo diferente incluso entre células del mismo tipo celular y en
las mismas condiciones, especialmente en las células del higado. Postulamos
que la heterogeneidad en la acumulacién de CLs en las células hepaticas seria
un mecanismo de proteccion para la mayoria de células frente a la lipotoxicidad
de los AGs, generando una subpoblacion de células con mayor acumulacion de
CLs, con funcioén analoga a la del tejido adiposo para el resto del organismo
(Apartado Ill de la Discusién).

Finalmente, los CLs contienen AGs que pueden destinar a diferentes funcio-
nes metabdlicas. En esta tesis demostramos que, en fibroblastos, en presencia
de glucosa los lipidos de los CLs se destinarian preferentemente a la sintesis de
fosfolipidos mientras que en ayuno se destinarian a la B-oxidacion mitocondrial
y a la exportacién. En este sentido, los CLs retrasan la parada del ciclo celular
y la apoptosis provocadas por la falta de glucosa (Apartado IV de la Discusion).
Ademas, en estas condiciones, los CLs, inicialmente agregados en la zona peri-
nuclear, se dispersan por el citoplasma e incrementa su interaccién con las mi-
tocondrias. En este mecanismo estarian implicadas las quinasas AMPK y PKA, y
estaria regulado por la dinamica de microtubulos (Apartado IV de la Discusion).
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Apartado 1.

PAPEL DE LA CAVEOLINA-1 EN EL METABOLISMO

En este apartado de la tesis mostramos que la deficiencia de caveolina-1
provoca un incremento de colesterol mitocondrial el cual reduce la fluidez de la
membrana y la eficiencia en la respiracién mitocondrial. Esta disfuncién mitocon-
drial provoca que las células generen mas estrés oxidativo.

1.1 La deficiencia de caveolina-1 incrementa el coleste-
rol mitocondrial reduciendo la eficiencia en la respira-
cion mitocondrial

El estrés oxidativo observado en células deficientes en caveolina-1 podria
explicar-se tanto por una menor eficiencia en la respiracion que derivase en un
mayor flujo de electrones desde la cadena respiratoria a radicales libres de oxige-
no como por una menor capacidad antioxidante de sus mitocondrias.

Una menor €ficiencia en la fosforilacién oxidativa podria explicar tanto el ma-
yor estrés oxidativo como el mayor potencial de membrana observados en los
modelos deficientes en caveolina-1. Se ha descrito que el incremento de coles-
terol libre mitocondrial reduce la eficiencia de la actividad ATP-sintasa [664-666]
y que una elevada ratio mitocondrial de ATP/ADP inhibe la cadena respiratoria
para reducir el potencial de membrana mitocondrial y, como consecuencia, la
produccién de estrés oxidativo [667]. Por lo tanto, una produccién de ATP menos
eficiente en células deficientes en caveolina-1 podria ser la causa del incremento
de potencial de membrana y estrés oxidativo detectados. En este sentido he-
mos observado un mayor proton leak en células deficientes en caveolina-1 y una
menor eficiencia respiratoria en mitocondrias aisladas de éstas, indicando una
menor eficiencia en la produccion de ATP en estos modelos. En concordancia
con estos resultados, posteriormente se ha demostrado que la sobreexpresién
de caveolina incrementa el acoplamiento de la cadena respiratoria con la fosfo-
rilacién oxidativa y reduce la produccién de ROS en un modelo muscular [668].

Nuestro grupo, en colaboraciéon con el grupo del Dr. José Carlos Fernandez-
Checa, también demostré que el incremento en colesterol mitocondrial causado
por la falta de caveolina-1 disminuye el transporte del antioxidante glutatién des-
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de el citosol (datos no mostrados, [587], Anexo), de acuerdo con lo que sucede
en otras situaciones con mayor colesterol mitocondrial [607]. Ademas, también
se ha observado un incremento de ROS debido a un mayor colesterol mitocon-
drial en tratamientos prolongados de insulina, donde correlaciona con un menor
nivel de glutation reducido [669]. En algunos casos se ha descrito que el estrés
oxidativo inhibe el metabolismo oxidativo [582], por lo que no podemos descartar
que la incapacidad de adaptacién a la activacién del metabolismo mitocondrial
con DCA sea una consecuencia del mayor contenido de ROS en la mitocondria
causado por la menor entrada de glutation.

En conclusion, el mayor estrés oxidativo podria ser causado por la menor efi-
ciencia en la fosforilacion oxidativa, por la menor entrada de glutation reducido, o
por ambos mecanismos simultaneamente.

Independientemente de su causa, el estrés oxidativo observado en las células
deficientes en caveolina-1 provoca una mayor susceptibilidad a la apoptosis, tan-
to al activar el metabolismo mitocondrial con 2DG o DCA, como en respuesta a
inductores de la apoptosis como el TNFa. Aunque recientemente se ha sugerido
que la deficiencia en caveolina-1 sensibiliza a los hepatocitos a la apoptosis redu-
ciendo la expresion de proteinas antiapoptoticas [670], la apoptosis observada en
nuestros estudios seria causada, al menos parcialmente, por el estrés oxidativo,
dado que es inhibida al tratar con antioxidantes.

Probablemente como consecuencia de la disfunciéon mitocondrial observada,
las células deficientes en caveolina-1 son mas dependientes del metabolismo
glucolitico, hecho que podria explicar que los animales deficientes en caveolina-1
requieran una elevada glucosa en sangre para sostener la regeneracién hepatica
[124, 125]. La preferencia por el consumo de carbohidratos frente a lipidos tam-
bién se ha confirmado al mantener ratones deficientes en caveolina-1 en jaulas
metabdlicas [125, 671], y al analizar la supervivencia de hepatocitos aislados en
presencia de estos substratos [124]. En este sentido, las células deficientes en
caveolina-1 muestran una menor oxidacion de AGs y una reduccién en la produc-
cién de cuerpos cetonicos [672].
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1.2 Mecanismo por el que la falta de caveolina-1 incre-
menta el colesterol mitocondrial

Las vias que regulan el transporte de colesterol hacia las mitocondrias son
poco conocidas, la falta de caveolina-1 podria incrementar el colesterol mitocon-
drial por diferentes mecanismos. Dado que en algunos estudios ha sido detecta-
da en las mitocondrias [668, 673], la caveolina podria regular la salida de coleste-
rol de las mitocondrias mediante la unién directa del colesterol en este organulo.
En nuestros estudios no hemos detectado caveolina-1 en mitocondrias purifica-
das de higado, por lo que no favoreceriamos esta hipétesis. Recientemente se ha
postulado que el colesterol podria llegar a las mitocondrias por las regiones en
que éstas interaccionan con el RE, las MAM (mitochondrial asociated membranes)
[674]. La caveolina-1 se ha detectado en estas regiones [675], donde ademas,
resultados posteriores del grupo muestran que se encuentra enriquecida (datos
no mostrados). Asi, mediante el control de los niveles de colesterol en las MAM,
la caveolina podria regular el colesterol mitocondrial. Como se ha comentado
en la Introduccion, la caveolina une colesterol y promueve el transporte del co-
lesterol de nueva sintesis desde el RE a la membrana plasmatica [606, 676]. En

concordancia con este papel, nuestro grupo ha observado una menor secrecién
de colesterol y una acumulacion de esta molécula en el RE y el aparato de Golgi
en células deficientes en caveolina [110]. Ademas, la falta de caveolina en células
esteroidogénicas incrementa la sintesis mitocondrial de pregnenolona, indicando
un mayor transporte de colesterol desde el RE hacia las mitocondrias probable-
mente a través de las MAM para la sintesis de esta hormona precursora [677].

Como conclusién, la deficiencia de caveolina-1 reduce la salida de colesterol
del RE hacia la membrana plasmatica e incrementaria el colesterol mitocondrial,
probablemente a través de las MAM. El aumento de colesterol provoca una defi-
ciencia mitocondrial con un incremento de estrés oxidativo que sensibiliza a las
células frente a la apoptosis y promueve la dependencia del metabolismo gluco-
litico de estas células (Esquema 1 de la Discusién, basado en [110]).

211



Papel de Ia caveolina-1 en el metabolismo

CAV1 + CAV1 -

Membrana plasmatica Membrana plasmatica

/Emcr’l‘osis de Caveolas

Aparato Aparato
de Golgi de Golgi

Vesiculas COPII O O Vesiculas COPI

O OOO

Reticulo Reticulo
endoplasmatico ERES endoplasmatico

ERES

itocondria

Piruvato — g Lactato Piruvato —yp- Lactato
2-DG ————:(I 2.DG —— rT‘
Glucosa

v \X’_ - Citosol

\
Transporte de Q
colesterol —

ERES ~m_trONSPOTtE activo . MAM _____ "E"id"_""_i"’.‘l — — > ERES
I Lumen del reticulo endoplasmatico

— Colesterol
() cCaveolina

(L)) Oligémeros de caveolina

—p Transporte de colesterol

Esquema 1. Esquema de los efectos de la caveolina-1 sobre el transporte de coles-
terol hacia la mitocondria. Basado en Bosch et al. Traffic 2011.

212



DISCUSION

1.3 Consecuencias fisiolégicas de la deficiencia de ca-
veolina-1

Las mitocondrias son organulos con un contenido de colesterol muy reducido.
Aun asi, los datos mostrados revelan que un pequefo incremento en este puede
provocar alteraciones que comprometan la viabilidad celular en determinadas
circunstancias.

Nuestro grupo [587] (Anexo), en colaboracion con el grupo del Dr. José Carlos
Fernandez-Checa y el grupo de la Dra. Ester Pérez Navarro, también demostré
que la disfuncién mitocondrial causada por la deficiencia en caveolina-1 incre-
menta la susceptibilidad a la apoptosis en diferentes modelos de enfermedades.
Los ratones deficientes en caveolina-1 son mas susceptibles a la esteatohepatitis
inducida por la inyeccién de Jo2 y a la muerte neuronal causada por la inyeccion
de acido 3-nitropropidnico, una toxina mitocondrial usada como modelo de la
enfermedad de Huntington [678]. Ademas, las mitocondrias aisladas de cerebro
de ratones deficientes en caveolina-1 tienen un mayor estrés oxidativo inducido
por el péptido Ab1-42, caracteristico de la enfermedad de Alzheimer y con una
toxicidad mitocondrial demostrada [679]. Estos resultados confirman las conse-
cuencias funcionales del mayor colesterol mitocondrial causado por la deficiencia
de caveolina-1, y la disfuncién mitocondrial resultante, en enfermedades amplia-
mente extendidas como la esteatohepatitis y enfermedades neurodegenerativas.

En consonancia con estos resultados, se ha descrito que la falta de caveolina
acelera la neurodegeneracion [680], y un mayor colesterol mitocondrial incremen-
ta la neurotoxicidad causada por el péptido B-amieloide en la enfermedad de
Alzheimer [609]. Ademas, se ha observado un mayor colesterol mitocondrial en
mitocondrias de higados de ratones obesos donde incrementa la susceptibilidad
a la esteatohepatitis [607] y recientemente se ha relacionado la obesidad con
enfermedades neurodegenerativas como el Parkinson o el Alzheimer [681-685].
Estos hechos permiten anticipar que los resultados obtenidos en los modelos
deficientes en caveolina-1 podrian ser extensibles a los efectos del sindrome
metabdlico, donde la acumulacién de colesterol mitocondrial podria hacer mas
susceptibles a las personas obesas a padecer esteatohepatitis o enfermedades
neurodegenerativas.

En conclusion, la disfuncion mitocondrial observada podria explicar la multi-
tud de enfermedades de diferente indole relacionadas con mutaciones de la ca-

213



Papel de Ia caveolina-1 en el metabolismo

veolina-1 en humanos, como distrofia muscular, cancer de mama, o lipodistrofias
[548, 590-596, 686] o relacionadas con la ausencia de esta proteina en modelos
animales como cancer, fallo cardiaco, ateroesclerosis, enfermedades neurodege-
nerativas, resistencia a la insulina y enfermedades vasculares [108, 133, 687-689].
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Apartado 2.

ESTUDIO DE LA BIOGENESIS DE CUERPOS LIPIDICOS Y EL
PAPEL DE ACSL3 EN ESTE PROCESO

En este apartado describimos el péptido HPos como un buen marcador de los
CLs, que permite seguir el proceso de biogénesis de estos organulos en el RE en
respuesta a AGs, debido a su temprana localizacién en CLs.

2.1 El péptido HPos es un buen marcador de la biogéne-
sis de CLs

El péptido HPos esta formado por la secuencia hidrofébica de ALDI y los ulti-
mos 20 aminoacidos de la caveolina-1 (cargados positivamente). Esta secuencia
positiva permite la rapida segregacion del péptido en el RE hacia los lugares de
formacién de los CLs en respuesta a AGs. La sustitucion de las cargas positivas
de dicha secuencia (péptido HNeu) inhibe su localizacién en CLs, ubicandose
exclusivamente en el RE.

Como modelo de biogénesis en este trabajo, en células COS-1, usamos la
deplecion de suero y posterior tratamiento con AGs, dado que asi aseguramos
que los CLs observados sean de nueva formacion.

La localizacién del HPos en los CLs nacientes es muy temprana e incluso
previa a la acumulacion de lipidos en éstos y al reclutamiento de proteinas como
Plin2/ADRP o PIin3/TIP47, previamente propuestas como marcadores de CLs
en formacion. Ademas, HPos no modifica el proceso de biogénesis, por lo que
lo consideramos una buena herramienta para estudiar las primeras etapas de la
biogénesis de CLs.

El uso de éste marcador permite evaluar la secuencia de incorporacién de
proteinas a los CLs y, ademas, al permitir la deteccion de los CLs en etapas muy
tempranas de su formacion, este marcador se puede usar para analizar el efecto
de la eliminacién de determinadas proteinas especificamente sobre la biogénesis
de CLs de forma separada de la maduracién de CLs y de su metabolizacién.
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2.2 El péptido HPos revela la existencia de CLs pre-exis-
tentes y la formacién de CLs emergentes en el RE

El uso del HPos nos ha permitido observar la existencia de microdominios en
el RE con un nucleo de lipidos neutros en situacion de ayuno, que, al contrario
de los CLs maduros serian resistentes a la eliminacion de los lipidos del medio.
Hemos llamado a estas estructuras CLs pre-existentes (pre-CLs). La llegada de
lipidos promueve la formacion de nuevos microdominios, a los que llamamos CLs
emergentes (em-CLs).

La resistencia de los pre-CLs al ayuno de suero nos lleva a pensar que durante
las primeras etapas de biogénesis, los CLs podrian no ser reconocidos por las
lipasas que los metabolizan. En nuestro grupo se ha demostrado que los pre-CLs
acumulan lipidos de forma muy rapida y previa a la formacién de em-CLs (datos
no mostrados, [588] Anexo), aunque el nimero de pre-CLs es muy inferior al de
em-CLs.

Asi, estos pre-CLs podrian representar un primer sistema de acumulacion ra-
pida de lipidos, aunque la cantidad de lipidos acumulada seria pequefa, por lo
que seria necesaria la nucleacién de nuevas estructuras (em-CLs). Otra posibi-
lidad seria que estas estructuras estuvieran implicadas en funciones de los CLs
independientes del metabolismo de lipidos como el almacén y degradacion de
proteinas (ver Introduccion) o la lucha contra infecciones [344], permitiendo que
las células realicen estas funciones incluso en ausencia de lipidos extracelulares.

Por lo tanto, al recibir AGs del exterior, la célula inicialmente los acumularia
en pre-CLs y seguidamente se promoveria la formacion de mdultiples em-CLs.
En respuesta a AGs se formarian sucesivas rondas de em-CLs. Dado que el ta-
mafo de los CLs maduros es constante en estas células y el nUmero de em-CLs
presentes a la vez en la misma célula parece ser también constante (datos no
mostrados, [588] Anexo), la concentracién de AGs determinaria el nimero final de
CLs regulando el numero de rondas de nucleacién de em-CLs durante el tiempo
de tratamiento.

El uso de HPos y HNeu nos ha permitido observar que los CLs se forman basi-
camente en los tubulos periféricos del RE y se mantienen asociados a éste duran-
te todo el proceso de biogénesis. Ademas, en colaboracién con el grupo del Prof.
Robert G. Parton ([588 Anexo, 690]) hemos observado continuidad de membrana
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entre el RE y la monocapa de los CLs. La continuidad de membrana con el RE
permitiria el rapido reclutamiento por difusion lateral de proteinas ancladas a esta
membrana como el HPos a los CLs. Por lo tanto, los datos presentados apoyan
el modelo de formaciéon de los CLs por acumulacién de lipidos en la bicapa del
RE. Ademas, no se observaron CLs separados del RE al finalizar el proceso de
biogénesis, por lo que postulamos que la interaccién con este organulo podria
mantenerse a lo largo de toda la vida del CL.

2.3 La biogénesis de los CLs es un proceso secuencial
y sincronizado

En el proceso de biogénesis de CLs se ha propuesto que las proteinas se
incorporarian de forma secuencial [611]. Inicialmente se incorporaria Plin3/TIP47
y posteriormente Plin2/ADRP. En adipocitos, posteriormente Plin1/perilipina des-
plazaria finalmente a éstas. En nuestro grupo hemos corroborado este modelo
mediante el uso de HPos, la incorporacion del cual es anterior a la de dichas
proteinas.

Una duda frecuente al describir la localizacion en CLs de determinadas protei-
nas es el elevado grado de interaccion con el RE de los CLs. El uso de los pépti-
dos HPos y HNeu podria ser una herramienta Util para discernir si una proteina se
encuentra efectivamente en los CLs o en el RE circundante; en este Ultimo caso
la colocalizacién seria mayor con el péptido HNeu (para ejemplo ver Figura 5I).

Este andlisis demostré que, en nuestras condiciones, DGAT2 (implicada en la
sintesis de TAG) no se localizé en los CLs sino en el RE circundante, aunque la
conjugacioén con un tag podria estar afectando a su localizacién [55]. En el caso
de PEMT (implicada en la sintesis de PC) y ACAT (implicada en la sintesis de CE)
también muestran una localizacion exclusiva en el RE. Entre las proteinas anali-
zadas, que participan en el metabolismo de lipidos, sélo ACSL3 estaba localizada
en los CLs, tal como se habia descrito previamente mediante andlisis proteémi-
cos (ver Introduccién) o utilizando un fragmento de esta proteina [158].

En este estudio observamos un reclutamiento mas rapido de las proteinas o
péptidos que llegan a los CLs desde el RE (ACSL3 y HPos) que de aquellas que
lo hacen desde el citoplasma (Plin2/ADRP y también PIlin3/TIP47 (datos no mos-
trados)). Asi, posiblemente, durante la biogénesis de CLs inicialmente se recluten

217



Estudio de la biogénesis de cuerpos lipidicos y el papel de ACSL3 en este proceso

proteinas por difusion lateral desde el RE y posteriormente estas estructuras sean
reconocidas por proteinas citosolicas.

La incorporacién de ACSL3 a los CLs es simultanea a la del propio HPos, sien-
do por lo tanto previa a la acumulacion de lipidos y proteinas como Plin3/TIP47 y
Plin2/ADRP, reclutadas en estadios iniciales de la biogénesis.

Estos datos, junto al hecho que la mayoria de reacciones de formacion de TAG
requieren de acil-CoA (producido por las ACSL), nos llevaron a estudiar el posible
papel de ACSL3 en la formacion de los CLs en respuesta a AGs.

2.4 ACSL3 es necesaria para la acumulacion de CLs

El efecto inhibitorio de la triacsina C sobre la acumulacion de CLs (ver Intro-
duccidn), confirmado en esta tesis en diferentes tipos celulares, demuestra que
las isoformas de ACSL sensibles a esta droga (esencialmente ACSL1, 3 y 4) son
claves para la acumulacion de CLs en respuesta a AO. La reduccion de la expre-
siéon de ACSL3 disminuye de forma muy importante la actividad ACSL sobre el
acido oleico, tanto en células COS-1 como en Huh?.

Destacando la relevancia de ACSL3 en la acumulacion de CLs en respuesta
a AO en fibroblastos, su sobreexpresion incrementa tanto la formacién como la
acumulacion de CLs mientras que la reduccion de su expresion las disminuye.
Por otro lado, la modificacion de la expresién del resto de isoformas de ACSL
sensibles a triacsina C no afecta la cantidad de CLs, por lo que ACSL3 seria la
isoforma mas relevante para mediar este efecto.

En contraste con estos resultados, en células hepaticas se ha descrito el efec-
to opuesto de ACSL3 en la acumulacién de CLs [181, 182]. Cabe tener en cuenta
que en estos casos los autores no inducen la formacion de CLs con AGs exége-
nos, de modo que la biogénesis de CLs en respuesta a AGs seria menos activa.
Por otro lado, ACSL3 se ha implicado en la 3-oxidacién (ver Introduccién). Dado
que la B-oxidacion en células hepaticas es mucho mas activa que en células
COS-1, lainhibicion de ACSL3 en células hepaticas podria incrementar el conte-
nido de CLs a través de la inhibicién de la B-oxidacion, mientras que en fibroblas-
tos reduciria el contenido de CLs a través de su efecto sobre la biogénesis. Asi,
dado que estaria implicada en procesos tanto anabdlicos como catabdlicos de
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CLs, la reduccién de ACSLS3 tendria diferente efecto segun la via mas activa en
cada tipo celular y situacion metabdlica.

2.5 La actividad de ACSL3 depende del dominio Gate

Un posible papel de ACSL3 en la biogénesis de CLs podria ser mediante la
produccion de acil-CoA (precursor de la sintesis de glicerolipidos) en los micro-
dominios de formacion de CLs y en los CLs maduros, facilitando la sintesis local
de TAG y por lo tanto el engrosamiento de éstos.

En esta tesis demostramos que el dominio Gate es esencial para la actividad
de ACSL3, del mismo modo que lo es para ACSL6 o las isoformas bacterianas
[612]. Una ACSLS sin este dominio (ACSL3Agate), y por lo tanto sin actividad,
tiene una menor capacidad de incrementar la acumulacién de CLs maduros que
la forma wt.

Estos datos, junto con la inhibicién completa de la acumulacién de CLs me-
diante triacsina C, nos permiten postular que la acumulacién de lipidos en CLs
a largo plazo depende en gran parte de la actividad enzimética de ACSL3. Cabe
tener en cuenta que el mutante ACSL3Agate parece localizarse en mayor pro-
porcion en el RE con respecto a los CLs que la forma wt, hecho que podria ser
relevante para su funcién en la acumulacion de CLs una vez éstos se estructuran
como organulos independientes.

2.6 Posible funcion de ACSL3 independiente de su acti-
vidad

Aunque la actividad ACSL es importante para la acumulacion de CLs, la so-
breexpresiéon de ACSL3Agate también es capaz de incrementar la biogénesis de
CLs durante los primeros minutos de tratamiento con AGs y también, parcialmen-
te, la acumulaciéon de CLs a largo plazo [588] (Anexo). Estos resultados sugieren
un papel en la biogénesis de CLs de ACSL3 independientemente de su actividad,
especialmente durante las primeras etapas de este proceso.

El modo por el que ACSL3 mediaria este mecanismo independiente de su
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actividad queda por esclarecer. La propia estructura de ACSL3, mediante sus
hélices anfipaticas podria provocar la curvatura de membrana necesaria para es-
tabilizar los acumulos de TAG en el RE. Otra interesante posibilidad es el papel de
ACSL3 como proteina de anclaje de otras proteinas implicadas en la biogénesis
de CLs. ACSL3 interacciona con espartina/SPG20 o AUP-1, que a su vez inte-
raccionan con muchas otras proteinas como Plin3/TIP47 [212, 691] y regulan la
actividad del proteasoma en los CLs. Como se ha comentado en la Introduccién,
la actividad del proteasoma regula la presencia en los CLs de proteinas clave
para su maduraciéon como Plin2/ADRP (ver Introduccion).

Ademas, ACSL3 también interacciona con enzimas implicadas en la sintesis
de lipidos neutros [46] y regula la actividad de factores de transcripcion clave en
el metabolismo lipidico como PPAR-y, ChREBP, SREBP-1c y LXR-a [185], por lo
que los microdominios enriquecidos en ACSL3 podrian funcionar como sensores
celulares de la cantidad de lipidos.

Como conclusion, postulamos que ACSL3 tendria un papel dual en la acu-
mulacion de CLs, promoviendo la formacién de CLs de manera dependiente e
independiente de su actividad enzimatica. Esta proteina ejerceria un papel inde-
pendiente de su actividad especialmente durante las primeras etapas de la bio-
génesis de CLs, mientras que su actividad permitiria la sintesis local de acil-CoA,
posiblemente mas importante durante la maduracién de los CLs.

2.7 Implicaciones de ACSL3 en el modelo de biogénesis
de CLs

Los resultados obtenidos en este apartado apoyan el modelo que propone
que la formacién de CLs es un proceso altamente sincronizado, que ocurriria en
las membranas del RE y seria iniciado por la llegada de acidos grasos (Esquema
2, basado en [690]).

Segun este modelo, los TAG sintetizados por enzimas residentes en el RE se-
rian depositados en forma de glébulos en el interior de la bicapa. Estos glébulos,
con un diametro de aproximadamente 20nm, serian altamente inestables y pro-
bablemente se moverian lateralmente en la membrana. Los TAG pueden acumu-
larse en el RE sin formar CLs [228, 234] por lo que la biogénesis de CLs requiere
en este punto de sistemas de nucleacién adicionales. El hecho que la actividad
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PLA y PLD es necesaria durante la biogénesis de CLs in vivo e in vitro sugiere que
la acumulacion de lisofosfolipidos provocaria la curvatura de la membrana del
RE. Esta curvatura podria ser reconocida por proteinas que residen en la cara
citosdlica del RE y contienen hélices anfipaticas, como ACSL3. La proximidad de
estas proteinas con los glébulos de TAG en formacion en el RE permitiria el rapido
reclutamiento de éstas y sus hélices reconocerian eficientemente la curvatura de
membrana. Esta interaccion podria estabilizar la estructura naciente y determinar
el nacimiento del CL.

Los CLs nacientes podrian acomodar otros glébulos moéviles de TAG que
llegaran lateralmente. Ademas la acumulacién temprana de ACSL3 en los CLs
nacientes provocaria un enriquecimiento local de acil-CoA, haciendo que las en-
zimas encargadas de la sintesis de lipidos que se encuentren cerca, y que pre-
cisan de acil-CoA como substrato, fueran especialmente activas en los lugares
de formacion de CLs. Estas enzimas, ademas forman complejos entre si [46]
promoviendo la sintesis local de TAG, hecho que se traduciria en el rapido creci-
miento del CL naciente. Simultdneamente, el enriquecimiento en especies inter-
mediarias en la sintesis de TAG como DAG o acido fosfatidico reclutaria proteinas
como PIlin3/TIP47 y regularia la curvatura de membrana. Proteinas completamen-
te transmembrana como seipina o FIT, se situarian en regiones cercanas del RE
y evitarian la salida de lipidos del glébulo, aunque no la entrada de fosfolipidos
sintetizados en estas regiones del RE. La fosfatidilcolina, el fosfolipido mayorita-
rio de los CLs, seria generada en la base de esta estructura mediante la via de
Kennedy y la actividad de CCT en el CL. Ademas, nueva fosfatidilcolina seria sin-
tetizada localmente en el CL mediante la actividad LPCAT a partir de los lisofos-
folipidos acumulados inicialmente o por conversion, en adipocitos y hepatocitos,
de fosfatidiletanolamina mediante la accion de PEMT. La fosfatidilcolina generada
seria necesaria para el crecimiento de la estructura, para evitar la fusién con otros
CLs y para impedir el acceso de las lipasas citosdlicas al CL en formacién. Pos-
teriormente a la acumulacion detectable de lipidos, Plin2/ADRP se reclutaria en
los CLs desde el citoplasma, estabilizando el CL.
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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. JCB 2014.
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Apartado 3.

ANALISIS DE LOS FACTORES QUE REGULAN LA ACUMULA-
CION DE CUERPOS LIPIDICOS

3.1 Factores que modulan la acumulacién de CLs en dis-
tintos modelos celulares

En este apartado de la tesis analizamos los factores que afectan a la acumu-
lacion de CLs en tipos celulares de metabolismo diferente.

3.1.1 Las células AML12 acumulan mas CLs

La acumulacién de CLs es distinta entre tipos celulares. Nuestros resultados
demuestran que hay células capaces de almacenar una mayor cantidad de CLs
que otras. Por ejemplo, en respuesta a AGs, las células hepaticas usadas en
este estudio (AML12) acumulan mas CLs que los fibroblastos (Vero) o células de
origen muscular (C2C12). Sin embargo, esta mayor acumulaciéon de CLs no se
corresponde ni con una mayor capacidad de biogénesis, ni con una mayor cap-
tacion de AGs, ni con una mayor sintesis de novo de AGs. Aunque la actividad de
las vias metabdlicas que determinan el consumo de CLs afecta la acumulacion
de estos organulos, la mayor acumulacién de CLs en las células AML12 tampoco
se corresponde con una menor actividad de vias catabdlicas como la lipdlisis o la
B-oxidacién, que de hecho son mas activas en estas células.

La actividad ACSL es imprescindible para la acumulacion de CLs en todos los
tipos celulares. Aunque queda por explorar, una posible explicacién a la mayor
acumulacion de CLs en AML12 seria una mayor actividad ACSL que permitiera
una incorporacién mas eficiente de los AGs captados a los CLs en forma de TAG.
Este concepto, introducido por el grupo del Dr. Joachim Fullekrug [158], es llama-
do metabolic trap y seria analogo al mecanismo por el que la hexoquinasa fosfo-
rila la glucosa captada por la célula impidiendo su salida de ésta. Una metabolic
trap de lipidos mas eficiente en determinados tipos celulares permitiria una mayor
formacién de CLs con una menor tasa de captacion de AGs.
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3.1.2 El balance entre vias metabodlicas modula la acumu-
lacion de CLs en diferentes tipos celulares

El conocimiento del metabolismo diferencial de CLs entre diferentes lineas ce-
lulares puede ser una informacion practica para escoger la linea celular adecuada
para estudiar el comportamiento de los CLs en determinadas situaciones meta-
bdlicas, asi como la funcién de diferentes proteinas en este proceso. Por ejemplo,
una proteina que afecte a la f-oxidacién de AGs en situacidon de abundancia de
nutrientes afectara al metabolismo de los CLs de forma diferente en hepatocitos
o0 mioblastos, pudiendo llevar a conclusiones erréoneas sobre su funcion.

En presencia de AGs la autofagia promoveria la biogénesis de CLs y no su con-
sumo

El efecto de la inhibicion de la autofagia sobre el contenido de CLs es contro-
vertido [410, 471, 692]. Hemos observado que esta inhibicién, en presencia de
AO en el medio, reduce el contenido de CLs en las tres lineas estudiadas. Por lo
tanto, los resultados sugieren que en presencia de nutrientes la autofagia parti-
ciparia de forma mas importante en la biogénesis de CLs que en su consumo.

En presencia de AGs algunas lineas realizan un ciclo fatil de lipdlisis basal, que
reduce la acumulacion de CLs

Cada vez esta mas extendida la idea que, al menos en aquellos tipos celulares
con un gran metabolismo lipidico como adipocitos, hepatocitos, macréfagos o
cardiomiocitos, los CLs estan continuamente realizando un ciclo futil de lipdlisis
basal y re-esterificacion de los AGs (ver Introduccién). En coherencia con este
hecho, en condiciones de abundancia de nutrientes, la inhibicion de la lipdlisis
promueve la acumulaciéon de CLs en hepatocitos y mioblastos, mientras que
practicamente no se observa un efecto en fibroblastos. Asi, este ciclo de lipdlisis
basal seria mas relevante en hepatocitos y mioblastos que en fibroblastos.

Las células hepaticas realizan 3-oxidacion basal en presencia de AGs

La actividad de la B-oxidacién en presencia de nutrientes es muy diferente en-
tre las diferentes lineas celulares, siendo mucho mas importante en hepatocitos.
La inhibicién de esta via pone de manifiesto que en hepatocitos, la B-oxidacion
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y la sintesis 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 lineas estudiadas
en presencia de AO.

El ayuno de glucosa en presencia de AGs promueve la acumulacion de AGs en
todas las lineas

La reduccion de la concentracion de glucosa en presencia de AGs (situacion
equivalente al ayuno en mamiferos) incrementa la capacidad de sintesis de CLs
sin afectar a la captacién de AGs ni a las vias 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,
aumentando la eficiencia en la acumulacion de lipidos.

AG AG AG
Factores que Autofagia Autofagia Autofagia
promueven la Elevada [AG) Elevada [AG] Elevada [AG]
acumulacién Baja [Glucosa) Baja [Glucosa) Baja [Glucosa]
de Cls.

Y Y

AG AG
| Factores que.
promueven el Lipolisis Lipolisis
catabolismo [i-oxidacion
| de CLs.

Y |

AG AG

Esquema 3. Vias que afectan a la acumulacién de CLs en las diferentes lineas.

Como conclusion la cantidad de CLs depende del equilibrio entre los factores
que promueven la acumulacion de lipidos, ya sean ambientales (concentracién
de AGs) o intracelulares (autofagia y actividad ACSL), y los factores que afectan
al metabolismo basal de CLs (lipdlisis y B-oxidacion basales). En los tipos celu-
lares analizados, tan solo difieren los factores que afectan el metabolismo basal
de CLs. Mientras que los fibroblastos no realizan ni g-oxidacién ni lipdlisis basa-
les, los mioblastos tan solo tienen lipdlisis basal y los hepatocitos tienen activas
ambas vias catabdlicas (Esquema 3). El mayor metabolismo basal de lipidos en
estas células podria explicar la reduccion en el contenido de CLs observada en
las células AML12 durante tratamientos mas largos de 24h. Curiosamente, la li-
nea celular con mayor acumulacion de CLs también es aquélla con una mayor
actividad de las vias metabdlicas de CLs.
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3.2 Heterogeneidad en la acumulacién de CLs en higado

Al tratar un cultivo clonal de células con AGs, frecuentemente se observan
acumulaciones de CLs muy diferentes entre células vecinas, especialmente en
las células de origen hepatico. Esta observacion nos llevé a preguntarnos el por-
qué de esta variabilidad y los posibles mecanismos que la regularian.

Aungue se ha descrito la heterogeneidad intracelular de CLs, es decir, la pre-
sencia dentro de una misma célula de CLs con diferentes proteinas, o diferente
tamano [43], la heterogeneidad intercelular en el contenido de CLs hasta el mo-
mento ha sido muy poco estudiada, a pesar de haberse observado en diferentes
modelos como adipocitos en diferenciacion, [614, 615], células estrelladas de
higado [501], levadura [376], células tumorales [616] y fibroblastos [117], e incluso
en biopsias de higados humanos [617].

En este apartado de la tesis describimos que las células hepaticas acumulan
CLs de forma heterogénea. Esta variabilidad es una caracteristica intrinseca de
las células, independiente de la arquitectura del tejido hepatico, dado que tam-
bién se da en hepatocitos en cultivo. El tratamiento con AGs a concentraciones
moderadas promueve la acumulacion preferencial de CLs en algunas células,
generando una subpoblacion de células con un gran contenido de CLs respecto
al resto de la poblacion, por lo que la acumulacion de CLs en el cultivo, a con-
centraciones moderadas de AGs, ademas de heterogénea sigue una distribucién
asimétrica.

3.2.1 La heterogeneidad en la acumulacién de CLs prote-
ge las células de la lipotoxicidad

La compartimentacién del almacén de lipidos es una caracteristica conserva-
da evolutivamente, que en mamiferos ha llevado al desarrollo de un tejido adipo-
so formado por células especializadas en esta funcién. Esta compartimentacién
protege al resto de células del organismo de la lipotoxicidad causada por los AGs
y cuando se queda alterada, como sucede en determinadas lipodistrofias, el res-
to de tejidos sufren de lipotoxicidad y resistencia a la insulina.

En este trabajo postulamos que la acumulacion de una gran cantidad de CLs
en una subpoblacion de células del cultivo es una ventaja poblacional, dado que
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solo unas pocas células se exponen a una lipotoxicidad elevada, quedando el
resto mas protegido. Las células con mayor acumulacién de CLs siguen captando
mas AGs provocando que las células con menor contenido de CLs acumulen me-
nos lipidos y generen menor cantidad de estrés oxidativo. Ademas, posiblemente
debido a que aquéllas células sometidas a un mayor estrés oxidativo desarrollan
mecanismos para luchar contra este estrés, en las poblaciones heterogéneas no
soélo las células de bajo contenido en lipidos tienen menos estrés oxidativo, sino
que la poblacidn en su conjunto es menos sensible a la lipotoxicidad inducida por
AGs como el acido palmitico.

La compartimentacion de la lipotoxicidad en un grupo reducido de células
permitiria que, en caso de que tal estrés comprometiera la viabilidad celular, estas
células murieran por apoptosis y fueran eliminadas del tejido selectivamente (Es-
quema 4, Opcion A). En este sentido se ha demostrado que los lipidos captados
por los macrofagos mediante la fagocitosis de restos apoptéticos activan a estas
células mejorando la limpieza de restos apoptéticos [329], por lo que la elimina-
cién de restos de células con alto contenido lipidico podria ser mas eficiente.
Segun esta hipdtesis, después de cada exposicion a AGs algunas células serian

Apoptosis por

Las células menos expuestas a AGs y estrés exceso de ROS

oxidativo regeneran la poblacion. i @ ®
|

f captacion de AGs y obtencidn
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eliminadas, pero las células restantes siempre mantendrian un menor grado de
estrés oxidativo. Esta posibilidad queda por explorar debido a que por cuestio-
nes técnicas no hemos sido capaces de demostrar si aquéllas células que hacen
apoptosis en el cultivo provienen de la poblacion inicialmente mas cargada de
CLs.

Apoyando la idea de que una subpoblacion de células del cultivo se compor-
taria circunstancialmente como un tejido adiposo para el cultivo, también de-
mostramos que las células con mayor contenido de CLs tienen la capacidad de
subministrar AGs a las células con menos CLs cuando se eliminan los lipidos del
medio (Esquema 4, opcion B), e incluso que la presencia de células con menos
CLs promueve la descarga de las células con mas CLs, posiblemente debido a
un mayor requerimiento de AGs por parte de las primeras y/o a la existencia de
mecanismos de comunicacioén intercelular. La existencia de un trasvase de lipidos
entre células de diferente contenido en lipidos ha sido recientemente demostrada
por Nieman y colaboradores. En su estudio estos autores demostraron que el co-
cultivo con células metastaticas promueve la lipdlisis en adipocitos y la liberacion
de AGs al medio que son captados por las células tumorales y usados para la
obtencion de energia por -oxidacion [581].

En conclusion, los resultados de este apartado nos permiten postular que
las células hepaticas acumulan CLs de forma heterogénea, y que dicha com-
partimentacion de la acumulaciéon de lipidos en un cultivo celular reproduce las
funciones de la compartimentacion de la acumulaciéon de grasas en el cuerpo,
donde el tejido adiposo acumula la mayor parte de lipidos protegiendo al resto de
tejidos de la lipotoxicidad y subministrando AGs a éstos en caso de necesidad.

3.2.2 La heterogeneidad en la acumulacion de CLs esta-
ria causada por la estocastica en la expresion génica

Al contrario de la compartimentacion de lipidos en el cuerpo, la que se da en
un cultivo de células hepéticas es reversible, es decir, frente a sucesivas exposi-
ciones a AGs, las células que acumulan mayor cantidad de CLs no seran siempre
las mismas. Por otro lado, la reduccién de la heterogeneidad al inhibir la sintesis
proteica, indica que la expresion génica diferencial durante la exposicion a AGs
causa diferencias en el contenido de CLs entre células vecinas.
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Ambos conceptos permitirian postular que la estocastica de la expresion gé-
nica regularia la heterogeneidad en el contenido de CLs. En general, La hetero-
geneidad fenotipica dentro de una poblacion de células idénticas en respuesta
al mismo estimulo suele estar causada por la estocastica en la expresion génica
que refleja fluctuaciones de la transcripcion y/o traduccién de genes y proteinas
[619, 693, 694], y permite la adaptacién de las poblaciones a entornos cambian-
tes sin la necesidad de mutaciones irreversibles. Asi, la estocastica en la expre-
sion génica permitiria que el contenido de CLs que acumula cada célula no esté
predeterminado, y frente a cada exposicién a AGs, las células que acumulen mas
CLs sean diferentes.

3.2.3 Factores intracelulares que modulan la heteroge-
neidad

Hemos visto que la inhibicién de vias metabdlicas como la lipdlisis y la
B-oxidacion reduce la heterogeneidad tanto en situacion basal como al inducir
la metabolizacién de CLs. Por otro lado, la captacién de AGs es un proceso
altamente heterogéneo. Por lo tanto, proponemos que la estocastica en la ex-
presiéon de genes que participen en estas vias metabdlicas, seria responsable de
la heterogeneidad en la acumulacion de CLs. Aun asi, no podemos descartar la
participacion de vias de sefalizacion como la de la insulina o PPARy, que se han
implicado previamente en la generacidn de heterogeneidad en la acumulacion de
lipidos durante la diferenciacion de adipocitos [614, 615].

Cabe destacar que en este contexto, la autofagia en presencia de lipidos fa-
voreceria la formacion de CLs, como esta descrito en [267], mientras que en au-
sencia de lipidos participaria en el consumo de CLs. Curiosamente, la autofagia
tan solo afecta a la heterogeneidad en presencia de AGs, hecho que indicaria
que no hay diferencias entre células en la activacion de la lipofagia en ausencia
de lipidos.

El hecho de que la distribucion del contenido de CLs sea ademas de hetero-
génea, asimétrica, indicaria la existencia de mecanismos de feed-back positivo
que potencien la acumulacién de CLs especificamente en aquellas células que
inicialmente acumulan mas CLs. Los AGs promueven la generacion de estrés
oxidativo y se ha descrito que el estrés oxidativo inhibe la -oxidacion [309, 582,
695], y que, ademas, la inhibicién de ésta promueve la acumulacién de CLs (ver
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Introduccidn). Por lo tanto, un posible mecanismo de feed-back positivo seria que
el estrés oxidativo causado por la mayor captacion y acumulacién de lipidos en
algunas células promoviera una aun mayor acumulacion de CLs en éstas median-
te la inhibicion de la B-oxidacion.

3.2.4 Heterogeneidad en el contenido de CLs en diferen-
tes contextos fisioldégicos

Ademas de los factores intracelulares anteriormente mencionados, en un con-
texto fisiolégico, la heterogeneidad también vendria determinada por la disponi-
bilidad de nutrientes. Para simular estas situaciones se realizaron experimentos
modificando la concentracion de glucosa y acidos grasos en el medio.

Hasta ahora hemos visto que la acumulacién de CLs en células hepaticas
es heterogénea en una situacién de elevada glucosa y concentraciones fisio-
l6gicas de AGs, analoga a la que se encuentra el higado durante las primeras
horas después de la ingesta de alimento. Curiosamente en una situacion similar
al ayuno, donde se mantienen los AGs y se reduce la disponibilidad de glucosa,
la acumulacién de CLs en células hepéticas es menos heterogénea. Ademas, en
una situacion andloga a la obesidad, donde las células se exponen a elevadas
concentraciones de AGs y se mantiene el aporte de glucosa, la heterogeneidad
se reduce drasticamente. Por lo tanto, el mecanismo de heterogeneidad protege-
ria los hepatocitos de la lipotoxicidad durante la acumulacion moderada de CLs
después de cada ingesta, mientras que este mecanismo se veria sobrepasado en
situacién de obesidad con una gran acumulacién de CLs en el higado.

Por otro lado, también hemos visto que en situaciones donde se promueve
la metabolizacién de los CLs acumulados (en ausencia de lipidos en el medio y
acentuandose al eliminar la glucosa), la heterogeneidad aumenta, sugiriendo una
metabolizacién asincrénica de los CLs en la poblacion celular. El incremento de
heterogeneidad al promover el consumo de lipidos podria prolongar el aporte
de lipidos entre células hepaticas y ademas, podria explicar la mayor heteroge-
neidad observada a las 48h de regeneracién hepatica, donde se promueve la
metabolizacién de los CLs para sostener la proliferacion de los hepatocitos [124].
De este modo, los efectos beneficiosos de la heterogeneidad de CLs también se
darian durante los procesos que promuevan el consumo hepatico de CLs.
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3.2.5 Implicaciones de la heterogeneidad en la esteatosis
hepatica

Queda por demostrar que los mecanismos que controlan la heterogeneidad
en un cultivo de hepatocitos también regulen este proceso en el higado in vivo y
que el mecanismo de proteccién frente a la lipotoxicidad aqui descrito sea tam-
bién extensible al modelo in vivo.

En caso de que los resultados mostrados en esta tesis sean trasladables al
modelo animal, disfunciones en factores que afecten a la heterogeneidad como
por ejemplo posibles mutaciones en proteinas implicadas en el metabolismo mi-
tocondrial de AGs o la captacion de AGs serian factores de riesgo para enferme-
dades como la esteatosis hepatica no-alcohdlica dado que reducirian la hetero-
geneidad en la acumulacion de CLs en el higado exponiendo a este érgano a una
mayor lipotoxicidad después de cada ingesta de alimento. Un probado factor de
riesgo para la esteatosis hepatica no-alcohdlica es la obesidad [696]. Puesto que
la exposicion a concentraciones elevadas de AGs reduce la heterogeneidad, pos-
tulamos que en una situacién de obesidad la heterogeneidad en la acumulacién
de CLs en el higado se veria reducida, contribuyendo a la patogénesis de esta
enfermedad.

La profundizacién en el estudio de este mecanismo de proteccion poblacional
frente a la lipotoxicidad podria llevar al establecimiento de nuevas estrategias de
tratamiento de la esteatosis hepatica para evitar su progresién a esteatohepatitis
y finalmente en cirrosis y fallo hepatico. Por otro lado, puesto que la lipotoxicidad
causa resistencia a la insulina, un posible incremento en la heterogeneidad po-
dria repercutir, ademas, en una mejora en la sensibilidad del higado frente a esta
hormona, afectada en enfermedades como la diabetes de tipo Il. De esta manera,
estrategias farmacoldgicas que promovieran la activacion de la metabolizacién
de CLs en el higado, ademas de reducir la cantidad de lipidos en este tejido,
incrementarian la heterogeneidad y, como consecuencia, el efecto protector de
ésta sobre la lipotoxicidad.
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Apartado 4.

EFECTO DE LA LOCALIZACION DE LOS CUERPOS LIPIDICOS
SOBRE SU METABOLIZACION

En este apartado, usamos células de origen fibroblastico para estudiar el com-
portamiento de los CLs durante el ayuno de nutrientes. En presencia de gluco-
sa estas células basan su metabolismo energético en la glucdlisis hasta lactato,
mientras que en ausencia de glucosa activan rapidamente el metabolismo oxi-
dativo mitocondrial. Paralelamente, en ausencia de glucosa, las células dejan
de proliferar y, si el ayuno se mantiene, acaban muriendo por apoptosis. En este
apartado demostramos que la presencia de CLs retrasa la parada de ciclo celular
y la activacion de la apoptosis causadas por la ausencia de glucosa en fibroblas-
tos. La menor activacién de la AMPK (quinasa activada por el estrés energético)
en células con CLs sugiere que la causa del retraso en los efectos del ayuno po-
dria ser la energia aportada por los CLs.

Los resultados indican que, aunque las células consumen los CLs a una velo-
cidad similar tanto en presencia como en ausencia de glucosa, el destino meta-
bolico de los AGs que contienen es diferente. En presencia de glucosa se desti-
narian mayoritariamente a la sintesis de fosfolipidos, probablemente para aportar
fosfolipidos necesarios para sostener la proliferacion celular. Por otro lado, en
ausencia de glucosa se promoveria la 3-oxidacién mitocondrial de los AGs con-
tenidos en los CLs y su secrecion al medio.

En esta tesis postulamos que las diferentes condiciones metabdlicas determi-
nan el destino de los AGs modulando la localizacion de los CLs y su interaccion
con diferentes organulos. Debido al importante papel de los CLs como reservorio
energético nos centramos especialmente en el estudio de su dindmica en res-
puesta al ayuno de nutrientes.

233



Efecto de la localizacion de los cuerpos lipidicos sobre su metabolizacién

4.1 La disponibilidad de glucosa regula la localizacion y
el movimiento de los CLs

Los resultados presentados indican que la localizacion de los CLs se modula
segun la disponibilidad de los diferentes substratos energéticos. En presencia de
acido oleico los CLs se concentran en la region perinuclear, mientras que en su
ausencia, la localizacién y el movimiento de los CLs depende de la disponibilidad
de glucosa.

La disponibilidad de AGs y glucosa regula el movimiento de los CLs

Se ha descrito que los CLs realizan dos clases de movimiento; movimien-
tos saltatorios (rapidos y direccionados) y movimientos oscilatorios (ver Intro-
duccion). Aun asi, hasta el momento se desconocen situaciones que regulen el
movimiento de estos organulos. Ademas de corroborar la existencia de ambas
clases de movimiento, en este apartado de la tesis demostramos que mientras
que en presencia de AO los CLs son completamente estaticos, en su ausencia se
convierten en organulos muy dinamicos, desplazandose continuamente de forma
dependiente de microtubulos.

Este movimiento esta regulado por la disponibilidad de glucosa, puesto que
en presencia de ésta los CLs se desplazan a mayor velocidad que en su ausencia.
Las diferencias observadas podrian deberse al diferente grado de interaccién con
las mitocondrias (comentado posteriormente), que podria reducir el movimiento
de los CLs, o quiza a la menor produccioén de energia en situacion de ayuno de
nutrientes, que podria afectar a la actividad de las proteinas motoras encargadas
de su desplazamiento.

La ausencia de glucosa promueve la dispersion de los CLs

Ademas de regular el movimiento de los CLs, la disponibilidad de glucosa
también determina la localizacién de éstos. El ayuno de glucosa promueve una
importante dispersion de los CLs por todo el citoplasma, mientras que, en pre-
sencia de ésta, se mantienen en una zona mas central de la célula sin llegarse a
dispersar completamente.

La regulacion de la localizacion de los CLs en ausencia del aporte energético
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proporcionado por la glucosa pone de relieve la posible relacion entre la localiza-
cién de los CLs y el uso energético de los AGs.

Los resultados presentados concuerdan con un papel principal de los micro-
tubulos en la localizacién y el movimiento de los CLs, dado que la despolimeri-
zacion de los microtubulos inhibe completamente su dispersién y movimiento en
cualquier condicion.

4.2 La ausencia de nutrientes promueve la interaccion
entre CLs y mitocondrias

La interaccién entre CLs y mitocondrias ha sido observada en multiples situa-
ciones y se ha propuesto que participa en la metabolizacion de los AGs de los
CLs en las mitocondrias (ver Introduccién), aunque esta muy poco caracterizada.

En este sentido describimos que la interaccion entre CLs y mitocondrias ven-
dria modulada por la situacion metabdlica de la célula. En ausencia de nutrientes
describimos que esta interaccién incrementa, y también la B-oxidacion mitocon-
drial de los AGs contenidos en los CLs. Ademas, tanto la presencia de glucosa
como de AGs reducen esta interaccion. Por lo tanto, la ausencia de glucosa pro-
mueve especificamente la interaccién entre CLs y mitocondrias.

En esta tesis hemos caracterizado la dinamica de la interaccién entre estos
dos organulos, hasta el momento poco estudiada. Se han observado interaccio-
nes a modo de kiss and run, interacciones estaticas estables en el tiempo, CLs
que se desplazan a lo largo de mitocondrias, e incluso interacciones tan intensas
que se mantienen a pesar del movimiento de los CLs, donde éstos arrastran la
mitocondria con la que interaccionan.

Finalmente, del mismo modo que para la dispersidn de los CLs, los microtu-
bulos son esenciales para su interaccién con las mitocondrias. Ademas, también
es necesaria la presencia de una red de microtubulos intacta para la correcta
B-oxidacion mitocondrial de los AGs de los CLs, poniendo de manifiesto la utili-
dad de esta interaccion para el metabolismo energético.
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4.3 La actividad mitocondrial modula la dispersiéon de
los CLs

Curiosamente, parece existir una relacién entre la actividad mitocondrial y la
dispersion de los CLs. Tanto la inhibicién de la fosforilacion oxidativa como de
la cadena respiratoria, reducen la dispersion y el consumo de los CLs especi-
ficamente en ausencia de glucosa, donde el metabolismo mitocondrial es mas
activo. Este hecho podria sugerir que, en ausencia de glucosa, la dispersion de
los CLs necesita de la actividad mitocondrial.

La relacion entre la actividad mitocondrial y la dispersién de los CLs queda
por esclarecer, pudiendo deberse a la menor produccién de ATP necesario para
el desplazamiento de estos organulos. Ademas de reducir la dispersién y el con-
sumo de CLs, los tratamientos efectuados para inhibir la actividad mitocondrial
también provocan una fragmentaciéon mitocondrial. Se ha descrito que la elimi-
nacion de proteinas relacionadas con la fusién mitocondrial como Opa-1 o mi-
tofusina-2, ademas de provocar la fragmentacién mitocondrial, también provoca
un incremento en los niveles de TAG [697]. Asi, la elongacion mitocondrial, que
incrementa en ausencia de glucosa, también podria regular el consumo de CLs
y a la dispersion de estos organulos y explicar los resultados obtenidos con los
inhibidores.

Otra posible relacién entre la actividad mitocondrial y la dispersion de los CLs
podria ser la activacién de la AMPK. Recientemente se ha descrito que la acti-
vidad mitocondrial es necesaria para la activacion de la AMPK en respuesta al
ayuno de glucosa: la generacion de estrés oxidativo activaria la quinasa LKB1
que a su vez activaria la AMPK [639, 698]. Como comentaremos en el siguiente
apartado, la AMPK estaria implicada en la dispersion de los CLs por lo que su
activacion podria ser el vinculo entre la actividad mitocondrial y la dispersién de
los CLs.

Por lo tanto, en ausencia de nutrientes las mitocondrias de algin modo pro-
moverian la dispersion de los CLs para poder interaccionar con ellos y usar los
AGs que estos contienen para la obtencion de energia.
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4.4 Las quinasas de respuesta a estrés energético regu-
lan la dispersién de los CLs

La AMPK es la principal quinasa activada por el estrés energético, y regula
multiples funciones encaminadas a la obtencién de energia, como la activacion
de la B-oxidacion mitocondrial o la autofagia [621, 622, 638].

En esta tesis corroboramos que la AMPK se activa en ausencia de glucosa y
ademas, describimos que su activacion promueve la dispersion y el movimiento
de los CLs mientras que su inhibicion los impide. Ademas, la inhibiciéon de la
AMPK reduce el consumo de CLs en ausencia de nutrientes. Estas evidencias
sugieren que la activacién de la AMPK en respuesta al ayuno de nutrientes podria
promover la dispersion de los CLs y como consecuencia su interaccion con las
mitocondrias.

Del mismo modo que la AMPK, se ha descrito que la PKA también se activa
en respuesta al ayuno de nutrientes, situaciéon en promueve la elongacién mito-
condrial y la eficiencia en la produccién de ATP [633]. En nuestro modelo, la PKA
también regularia la dispersion y el consumo de los CLs. Hasta el momento la
PKA habia sido relacionada con la localizacién de los CLs en adipocitos y en cé-
lulas en que se sobreexpresa Plin1/Perilipina. En respuesta a isoproterenol, esta
quinasa fosforila la serina 492 de la Plin1/perilipina promoviendo la dispersién de
los CLs [360, 372]. Dado que nuestras células no expresarian Plin1, especifica
de adipocitos, nuestros resultados ponen de manifiesto la posible existencia de
mecanismos independientes de Plin1 por los que PKA regularia la localizacién de
los CLs.

En conclusién, tanto la AMPK como la PKA participarian en la dispersién de
los CLs causada por el ayuno de glucosa. Dado que hasta el momento tan solo
la PKA habia sido relacionada con la localizacion de los CLs, los resultados mos-
trados apuntarian por primera vez a la intervencién de la AMPK en la localizaciéon
subcelular de los CLs.
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4.5 El ayuno de glucosa modifica la dinamica de los mi-
crotubulos y como consecuencia la localizacién de los
CLs

Puesto que ademas de provocar la dispersién de los CLs, la ausencia de glu-
cosa afecta la localizacidn de otros organulos como mitocondrias o endosomas
tardios/lisosomas, postulamos que el ayuno de nutrientes podria estar provo-
cando una modificacién de la red de microtubulos en su conjunto, posiblemente
a través de la activacion de las quinasas AMPK y PKA, y que este hecho podria
permitir cambios de localizacion e interaccion entre determinados organulos.

Recientemente se ha relacionado la AMPK con la estabilidad y la polimeri-
zacién de microtubulos, mediante la fosforilaciéon de proteinas de union a éstos
como CLIP-170 [644, 645], MAP4 [663] o tau [699, 700]. Ademas, la forma activa
de AMPK se asocia a los microtubulos durante la mitosis [646, 647, 701]. Por otro
lado, la PKA participa en la coordinacion de los motores moleculares que mueven
los granulos de melanina [702] y en la fosforilacién de CLIP-170 [703]. Asi, tanto
la AMPK como la PKA se han implicado en la dinamica y la polimerizacién de
microtubulos.

En esta tesis demostramos que el ayuno de nutrientes provoca cambios en
la dinamica de los microtubulos, tal y como se observa al expresar CLIP-170,
proteina que reconoce los extremos distales positivos de los microtubulos en
crecimiento. La disminucion del nimero y longitud de las estructuras en forma de
“cola de cometa” marcadas con CLIP-170 durante el ayuno, pone de manifiesto
un incremento en la estabilidad de los microtubulos.

En conclusidn, los resultados apuntan a una menor dinamica o mayor estabili-
dad de la red de microtubulos en situacion de ayuno de nutrientes. Dicha estabi-
lidad podria promover la dispersion de los CLs que observamos en respuesta al
ayuno de nutrientes, dado que el tratamiento con taxol, que estabiliza los micro-
tubulos, también promueve la dispersion de los CLs.
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4.6 Relacidon entre la modificacion posttraduccional de
los microtubulos y la localizacion de los CLs

Los microtubulos incorporan determinadas modificaciones postraduccionales
como la acetilacion y la detirosinacidon que correlacionan con su estabilidad [704,
705] y regulan algunas de sus funciones [653]. La modificacion posttraduccional
de los microtubulos se ha relacionado con la interaccion entre organulos, gene-
rando poblaciones de microtubulos por los que se desplazarian determinados
organulos de forma preferencial. En este sentido, por ejemplo, el RE interacciona
preferentemente con mitocondrias por los microtubulos acetilados y con endoso-
mas por otras clases de microtubulos [656]. De forma analoga, especulamos que
los CLs podrian asociarse a una clase especifica de microtubulos, de manera que
determinadas modificaciones postraduccionales regularian la localizacion de los
CLs y su interaccion con mitocondrias.

Dado que el ayuno de glucosa y aminoacidos esta descrito que promueve
la acetilacién de microtibulos [655], analizamos inicialmente el efecto de esta
modificacion en la localizacion de los CLs. Hemos demostrado que al ayunar
exclusivamente de glucosa también se incrementa la acetilacion de microtubu-
los. Ademas, de demostrar por primera vez que la acetilasa de tubulina o.TAT1/
MEC17, descrita recientemente [660, 661], es la responsable de la acetilaciéon de
los microtubulos en respuesta al ayuno de nutrientes. A pesar de ello, aunque
demostramos que el ayuno de nutrientes induce la acetilacion de microtubulos
y que el incremento de la acetilacion de microtubulos mediante TSA promueve
la dispersion de los CLs, la inhibicion de la acetilacion a través de la deplecion
de oTAT1/MEC17 no es capaz de inhibir la dispersién de los CLs causada por el
ayuno de glucosa. Por lo que la acetilacion de microtubulos y la dispersion de
CLs serian dos procesos independientes, ambos activados por el ayuno.

Otra modificacion posttraduccional importante de los microtubulos es la de-
tirosinacién, es decir, la eliminacién de la tirosina del extremo C-terminal de la
tubulina por parte de carboxipeptidasas de tubulina. El grado de tirosinacion de
los microtubulos depende de la actividad relativa de estas enzimas y las tirosina-
ligasas de tubulina, capaces de volver a afadir este residuo de tirosina [653].
Aunque la detirosinacioén de los microtibulos no promueve su estabilizacién per
se [706], los microtubulos detirosinados son mas estables [707] y el grado de
tirosinacioén de los microtubulos regula la unién de proteinas importantes para la
dinamica de los microtubulos como CLIP-170, CLIP-115 o p150 [708].
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Los resultados muestran que la ausencia de glucosa también promueve la
detirosinacion de los microtubulos. Aun asi, al contrario que en el caso de la ace-
tilacién, la detirosinacién de los microtubulos si seria necesaria para la dispersion
de los CLs en ausencia de glucosa. Por lo tanto, la detirosinacién de los microtu-
bulos regula la localizacién de los CLs.

El efecto de la detirosinacién de los microtubulos sobre la dispersién de los
CLs podria responder a un diferente anclaje de las kinesinas. Las kinesinas son
proteinas motoras ancladas a microtubulos que promueven el movimiento de
vesiculas hacia zonas periféricas y se han relacionado con el movimiento de CLs
[709]. Estas proteinas se asocian preferentemente a microtubulos detirosinados
[710, 711], por lo que el efecto de la detirosinacién de microtubulos sobre la lo-
calizacion de CLs podria deberse a un mayor reclutamiento de las kinesinas a los
microtUbulos. Curiosamente, se ha descrito que la dispersion de los endosomas
de reciclaje también correlaciona con el grado de detirosinacién de los microtu-
bulos y la inhibicion de esta modificacion reduce el reciclaje de transferrina del
mismo modo que la inhibicidn de las kinesinas [712]. En esta tesis hemos descrito
que la detirosinacién de microtubulos incrementa con el ayuno de nutrientes, por
lo que esta condicion fisioldgica también podria estar afectando a otros procesos
como el reciclaje de material endocitado de forma constitutiva.

La detirosinacion de los microtubulos también permite el anclaje de los fila-
mentos intermedios a los microtubulos [713]. Ademas, se ha descrito que los
filamentos intermedios de vimentina regulan el movimiento de las mitocondrias
[714], por lo que no podemos descartar que el efecto observado en la distribucion
de los CLs se deba a un efecto sobre los filamentos intermedios.

Aunque no hemos detectado grandes cambios morfolégicos en el conjunto
de la red de microtubulos, si observamos que el ayuno de glucosa promueve
un cambio en la morfologia de los microtubulos detirosinados, desde un patrén
radial derivado del centrosoma a un patrén en forma de trama no-centrosomal.
La organizacion de estos microtubulos en forma de trama podria ser analoga a la
organizacion no-centrosomal de los microtubulos descrita en células diferencia-
das como por ejemplo las células musculares o neuronales [715], y por lo tanto,
derivar de la entrada en quiescencia de estas células en respuesta al ayuno de
nutrientes. Cabe destacar que recientemente se ha descrito que la AMPK regula
la formacién de la red no-centrosomal de microtubulos observada en células epi-
teliales mediante la fosforilacidn de la proteina cingulina que promueve la uniéon
de los microtubulos a las uniones entre células (tight junctions) [716]. Por lo tanto,
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la AMPK podria promover la reestructuracion de microtubulos hacia una red no-
centrosomal que conllevara una mayor estabilidad y un incremento en la detirosi-
nacioén de los microtubulos.

En conclusién, hemos visto que tanto las quinasas AMPK y PKA como la
detirosinacion de los microtubulos, ambos activados en respuesta al ayuno de
nutrientes, regulan la dispersién de los CLs. Aunque queda por comprobar la
relacién entre ambos efectos, resultados preliminares muestran que la actividad
AMPK podria promover tanto la detirosinacion de los microtubulos en respues-
ta al ayuno, como su reorganizacion hacia una estructura nocentrosomal. Cabe
tener en cuenta que la activacion de la AMPK se ha relacionado con una menor
detirosinacion de los microtubulos en cardiomiocitos [663] por lo que la relacién
entre ambos podria no ser directa.

A pesar del papel ampliamente demostrado de la AMPK como regulador de
la respuesta celular al estrés energético y su funciéon como regulador de la red de
microtubulos, por el momento, no hemos encontrado en la bibliografia articulos
que relacionen ambas funciones de AMPK. Asi, de confirmarse estos resultados,
este trabajo propone por primera vez un papel de la AMPK como modulador de
la red de microtubulos en respuesta a una demanda energética, afectando a la
distribucion de los CLs y a su uso con el fin de obtener energia.

4.7 Modelo propuesto

En este apartado de la Tesis proponemos que la presencia de CLs permite a
los fibroblastos sobrevivir mas tiempo al ayuno de nutrientes, gracias al uso de
los AGs para la obtencion de energia. En estas condiciones, los CLs se dispersan
por todo el citoplasma e interaccionan en mayor medida con las mitocondrias,
incrementandose la B-oxidacion de los AGs que contienen.

En el modelo que proponemos, el ayuno de nutrientes activa las quinasas
de respuesta a estrés energético, especialmente la AMPK, que promoveria la
modificacion de la dinamica y estabilidad de los microtubulos ademas de su
detirosinacion. La detirosinaciéon de los microtubulos en respuesta al ayuno de
nutrientes, posiblemente a través de un mayor reclutamiento de kinesinas, pro-
moveria una localizacién mas periférica de los CLs, facilitando su interaccién con
las mitocondrias.
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1 — La caveolina-1 regula los niveles de colesterol mitocondrial. En su ausencia
la acumulacién de colesterol en la mitocondria reduce la fluidez de la membrana
y la eficiencia de la cadena respiratoria incrementando el estrés oxidativo. Esta
disfuncién provoca una mayor dependencia de la glucosa durante la proliferacion
celular y una mayor susceptibilidad a la apoptosis causada por estrés energético
y toxinas mitocondriales.

2 — Utilizando el péptido HPos como marcador de los lugares de formacién de
los CLs hemos demostrado que la biogénesis de este organulo es un proceso
que ocurre de manera secuencial en las membranas del RE. ACSL3 regula las
etapas mas tempranas de este proceso a través de mecanismos dependientes e
independientes de su actividad enzimatica.

3 - El contenido celular de CLs esta esencialmente determinado por la cantidad
de AGs en el medio. A su vez, la cantidad de CLs depende del equilibrio dina-
mico entre los factores que promueven su acumulacion (concentracién glucosa,
autofagia o actividad ACSL) y aquellos que causan su consumo (lipdlisis o beta-
oxidacion).

4 — En una poblacién de células el contenido celular de CLs es heterogéneo
debido a la regulacién estocastica de diferentes vias metabdlicas. Esta hetero-
geneidad genera una subpoblacién con alto contenido de CLs que reduce la
lipotoxicidad del resto de células y les proporciona lipidos, actuando de forma
equivalente al tejido adiposo. La heterogeneidad es especialmente evidente entre
hepatocitos y podria estar relacionada con la esteatosis hepatica.

5 - La falta de nutrientes provoca la dispersién de los CLs desde zonas perinu-
cleares a regiones periféricas. Esta dispersion tiene lugar a través de microtubu-
los, incrementa su interaccién con las mitocondrias, y facilita la beta-oxidacion
de los AGs almacenados. Las quinasas AMPK y PKA regulan este proceso pro-
bablemente a través de mecanismos que incrementan la detirosinacién de los
microtubulos.
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MATERIAL Y METODOS

En este apartado se resumen el material y los métodos usados para la realizacién de los experimentos
mostrados. El CD adjunto contiene un documento donde se muestra una versién mas detallada de
Material y métodos.

1. Modelos celulares y proliferaciéon

1.1 Lineas celulares usadas

Linea celular
3T3L1 CAV1+

Tipo celular
Fibroblastos
embrionarios,
pre-adipocitos

Especie
Mus musculus

Medio de cultivo
DMEM 10%FCS

Observaciones
Generadas en el laboratorio de
la Dra. Marta Camps mediante
la infeccion 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 infeccién de un lentivirus con
siRNA anti-caveolina a partir de
3T3L1 (ATCC CL173).

AML12 (ATCC | Hepatocitos Mus musculus DMEM:Hams (1:1) | Establecidas a partir de
CRL2254) 10%FCS hepatocitos de ratones
+ITS (Insulina | transgénicos por TGF-a.
5ug/ml/Transferrin | Mantienen la expresién de
a 5ug/ml/Selenio | albumina, al-antitripsina vy
S5ng/ml) transferrina, proteinas de gap-
+Dexametasona junctions y isoenzima 5 de LDH.
40ng/ml
C2C12 (ATCC | Mioblastos Mus musculus DMEM 10%FCS
CRL1772)
COS-1 (ATCC | Fibroblastos de | Cercopithecus DMEM 5-10%FCS Transformadas con el virus
CRL-1650) rifion aethiops SV40
Hela (ATCC | Adenocarcino Homo sapiens DMEM 10%FCS Obtenidas de un
CCL2) ma de cervix adenocarcinoma de cervix de
una mujer de 31 afios.
HepG2 (ATCC | Carcinoma Homo sapiens DMEM 10%FCS Obtenidas de un carcinoma
HBB8065) hepatico hepatico de un hombre de 15
afios. Expresan HMGCoA
reductasa y TGH hepatica.
Huh?7 Hepatoma Homo sapiens DMEM 10%FCS Obtenidas de wun carcinoma
(JCRB0403) hepatico de un hombre de 57
afios.
MEF WT Fibroblastos Mus musculus DMEM 5-10%FCS Establecidas por three times
(ATCC embrionarios crisis.
CRL2752)
MEF CAV1-/- | Fibroblastos Mus musculus DMEM 5-10%FCS Establecidas por three times
(ATCC embrionarios crisis.
CRL2753)
Vero (ATCC | Epiteliales de | Cercopithecus DMEM 10%FCS
CCL81) rifion aethiops

Todos los medios se han suplementado con Penicilina 50U/ml/Estreptomicina 50ug/ml (Biological

industries); L-Glutamina 4mM y Piruvato 1mM (Sigma) y Aminoacidos no esenciales (1:100 de MEM-

Eagle Non-esential amino acids solution 100x, Biological industries).
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1.2 Aislamiento de hepatocitos

Para obtener un cultivo primario de hepatocitos se procedié al aislamiento de hepatocitos de higados
de ratones wt. El aislamiento de hepatocitos fue realizado en nuestro grupo por Alba Fajardo tal y
como se describe en [587] (Anexo).

(Protocolo detallado en la versién en CD).

1.3 Tincién con DDAO-SE para producir células indica-
doras

En los experimentos en que se realizan mezclas de poblaciones, una de ellas se tifie con la tincion
covalente DDAO-SE (Cell Trace Far Red DDAO-SE Invitrogen C34553), para posteriormente poderla
detectar mediante citometria. Para la tincion de DDAO-SE las células se incuban en suspensién en
PBS con DDAO-SE 0,5uM durante 5’ a temperatura ambiente en un rotor de tubos.

En estos experimentos se mezclan células no cargadas de CLs, tefiidas con DDAO-SE, o bien con
células no cargadas sin tefir o bien con células cargadas con una gran cantidad de CLs (tratandolas
24h con una concentracion mucho mas elevada de la habitualmente usada: 500pg/ml) sin tefir. La
mezcla de poblaciones se realiza 1:1 y posteriormente se plantan conjuntamente. Una vez adheridas
(al cabo de unas horas) en algunos casos se afiade acido palmitico o acido oleico quedando a 50ug/
mly se incuba O/N.

Al cabo de 24h se analiz6 el estrés oxidativo, la captacion de AGs o el contenido de CLs con BODIPY
493/503 como se indica en los respectivos protocolos. Las células marcadas con DDAO-SE han sido

detectadas en el citometro excitando con el laser 633nm y recogiendo la emision con el filtro 660/20.

(Protocolo detallado en la version en CD).

1.4 Contaje celular en camara de Neubauer

En los experimentos en que se ha analizado la proliferacion celular se han contabilizado las células
mediante camara de Neubauer, plantando en cada experimento dos replicas por condicién, cada una
contada por duplicado.

La tasa de proliferacion entre dos tiempos dados corresponde a la ratio entre el numero de células
en los dos tiempos.
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1.5 Sincronizacion de las células en diferentes fases del
ciclo

Para descartar el efecto de la presencia de células en diferentes fases del ciclo en un cultivo asincré-
nico de células AML12 se sincronizaron a diferentes fases del ciclo y se analizé la heterogeneidad en
la acumulacién de CLs.

La sincronizacion en fase G0/G1 se llevé a cabo por ayuno de suero durante el tratamiento de 24h
con acido oleico y la sincronizacién en fase S se realizé mediante el tratamiento de las células con
Timidina a 2,5mM también durante las 24h de tratamiento con acido oleico.

La sincronizacién se comprobd analizando el perfil de ciclo mediante citometria de flujo (Figura 1 de

Material y métodos).
Perfil de ciclo de células AML12 sincronizadas

Control

Ayuno de suero
(Fase GO/G1)

% del maximo de cuentas

i 50K 100K 150K 200K 250K
Contenido de ADN (U.A.)

Figura 1. Perfil de ciclo celular de células AML2 en diferentes sincronizaciones.
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2. Preparacion de productos

2.1 Drogas usadas y su preparacion

Dro efere ecto Obse acio
AICAR Sigma Activa la AMPK Stock 250mM en H,0 a -20°C.
A9978
Antimicina A Sigma Inhibe el complejo il de la | Stock 5SmM en etanol a -20°C.
AB674 cadena respiratoria.
Butylated Sigma Antioxidante.
hidroxianisole (BHA) B1253
Cicloheximida Sigma Inhibe la sintesis proteica. | Preparar stock 10mg/ml fresco
C7698 en Hepes 25mM.
Compound C Sigma Inhibe la AMPK Stock 15mM en DMSO a -20°C.
P5499
Dicloroacetato (DCA) Sigma Inhibe la PDHK que inhibe
347795 la PDH. Promueve el uso
mitocondrial del piruvato.
2-deoxiglucosa (2-DG) | Sigma Inhibe la fosforilacion de | Preparar fresca en medio un
D8375 la glucosa por la | stock 1M.
hexoquinasa. Reduce la
captacion de glucosa.
Diethylumbelliferyl Sigma Inhibe las lipasas. Stock 250mM en DMSO a -20°C.
phosphate (DEUP) D7692
Paraoxon-ethyl (E600) | Sigma Inhibe las lipasas. Stock 181mM en etanol a -20°C.
D9286
Etomoxir (ETO) Sigma Inhibe la B-oxidacion. Stock 50mM en H,0 a -20°C.
E1905
Fccp Sigma Desacoplador Stock 10mM en etanol a -202C.
2920 mitocondrial
Glutatién  reducido | Sigma Antioxidante Stock 1M en H,0 a -20°C.
permeable (GSH-EE) G1404
H89 Sigma Inhibe la PKA. Stock 10mM en DMSO a -20°C.
B1427
3-metiladenina (3MA) Sigma Inhibe la autofagia. Stock 200mM en H,0 a -20°C.
M9281 Calentar a 602C para disolverlo,
tanto al preparar el stock como
al tratar.
Nocodazol Calbiochem | Despolimeriza los | Stock 15mM en DMSO a -202C.
487928 microtubulos.
Oligomicina Sigma Inhibe la ATPsintasa Stock 4mg/ml en etanol a -20°C.
04876
Parthenolide Sigma Inhibe la Tubulina
P0667 carboxipeptidasa.
Platensimicina (PTM) Sigma Inhibe la lipogénesis. Stock 2mM en DMSO a -20°C.
P0025
Taxol Sigma Provoca la estabilizacién | Stock 15mM en DMSO a -20°C.
17191 de los microtubulos.
Timidina Sigma Sincroniza las células en | Stock 250mM en H,0 a -20°C.
11895 fase S.
TNFa PeproTech Pro-apoptético. Stock 9uM en H,0 a
Bionova -20°C.
300-01A
Triacsina C (TRC) SantaCruz Inhibe la actividad ACSL. Stock 5mM en DMSO a -202C.
sc-200574
TrichostatinA (TSA) Sigma Inhibe las deacetilasas. Stock 100pg/ml en H20 a -20°C.
T8552
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2.2 Conjugacion de acido oleico y acido palmitico con
BSA

Acido Oleico - BSA
Para una carga de CLs reproducible es muy importante la correcta preparacion del stock de acido
oleico con el que se trataran las células. El acido oleico se conjuga con BSA a una proporcion molar

Oleico:BSA 6:1[172].

PROTOCOLO:

A) Preparar stock 177mM de &cido oleico en etanol. Este stock se puede guardar un tiempo a -20°C,
aunque se acaba evaporando.

- Pesar 0,1g de &cido oleico (Calbiochem 4954) y disolver en 2ml de etanol.

B) Preparar stock 500ug/ml de &cido oleico conjugado con BSA en medio. Se prepara un stock de
acido oleico 500ug/ml para cada medio diferente usado. Este stock de acido oleico se puede guardar

a 4°C protegido de la luz.
- Disolver completamente mediante vortex 0,5g de BSA fatty acid free (Sigma A8806) en 25,68ml del
medio en que se quieren hacer los tratamientos y filtrar con filtro de 0,22um (nunca después de afadir

el oleico).

- Comprobar el volumen de medio final y preparar una dilucién 1:100 a partir del stock de &cido oleico
177mM en el medio filtrado. Mezclar con vortex.

- Mantener un minimo de 1h en agitacion (a maxima potencia del agitador) a temperatura ambiente,
protegido de la luz.

Acido Palmitico - BSA

A) Preparar stock de Palmitico 100mM en NaOH 0,1M: (Guardable a -20°C)

Pesar 0,02569g de acido palmitico (Sigma P5585) en un vial de cristal. Poner el vial en un bafio de agua
a 70°C y afadir Tml de NaOH 0,1M. Disolver el acido palmitico agitando con una mosca pequefia.

B) Preparar stock de Palmitico 500ug/ml conjugado 6:1 con BSA: (Guardable a 4°C)

Descongelar el stock de Palmitico 100mM a 70°C.

Pesar 0,487g de BSA fatty acid free y disolver en 25ml del medio correspondiente. Filtrarlo con un
filtro de 0,22pm.

Anadir 442,5ul de palmitico 100mM gota a gota mientras se mezcla con un vortex (en caso de que no
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se disuelva bien dejar agitando O/N a maxima potencia evitando la exposicion a la luz).

3. Transfeccion

3.1 Transfeccion de ADN en células

La transfeccion de DNA en esta tesis se llevo a cabo en células COS-1 en el segundo apartado de
Resultados, y en células Vero en el ultimo apartado. Esta transfeccion se realizé usando el sistema
de transfeccion Effectene Transfection Reagent de Qiagen (301427) segun las especificaciones del
fabricante.

En estos experimentos se plantaron 175000 células COS-1 o Vero en una placa de 9cm? el dia anterior
de la transfeccién.

La cantidad de ADN usada se tiene que ajustar segun la eficiencia de transfeccion de cada plasmido.
En nuestro caso, se ha usado 0,6 pg de cantidad total de ADN, en caso de cotransfeccién de dos

Péptido Vector Origen

ACSL3-GFP pEGFP-C1 Comprado en GenScript y subclonado en un vector pEGFP.

ACSL3AGate-GFP pEGFP-C1 Obtenido delecionando los aminoacidos 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, Japén).

ADRP-Cherry pCherry-C1 Construido a partir del pldsmido 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 Construido a  partir del plasmido  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 Gltimos 20 aminodcidos de caveolina usados en la
construccién del HPos.

HPos-GFP pEGFP-C1 Sintetizado en nuestro laboratorio a partir del dominio hidrofébico
de ALDI y los ultimos 20 aminodacidos 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

plasmidos, 0,3 pg de cada (excepto que la expresion de éstos sea dispar, caso en que se aumenta la
cantidad del plasmido con menos expresién reduciendo la del otro).

Los plasmidos usados se resumen en la siguiente tabla.

En los experimentos en que se analiza la biogénesis de CLs la transfeccion se realiza en medio

254



MATERIAL Y METODOS

0,5%FCS y al cabo de 5-6h se cambia el medio por medio sin suero para proceder a la eliminacion
de los CLs de las células.

En las células transfectadas con siRNA y ADN, la transfeccion de ADN se realiz6 24h después de la
de siRNA. (Protocolo detallado en la versién en CD)

3.2 Transfeccion de ADN con lipofectamina

La transfeccion con Lipofectamina LTX (Invitrogen 15338-100) se ha usado en casos en que se re-
queria una elevada eficiencia de transfeccion, como en la transfeccién de ACSL3wt y Agate para el
ensayo de actividad ACSL in vitro. La transfeccion se ha realizado segun las especificaciones del
fabricante.

La transfeccién de estos plasmidos se realizé en células COS-1. El dia anterior se sembraron 200000
células por placa de 9cm?. Para el ensayo de actividad ACSL se requirieron 6 placas de 9cm? por
condicion.

Cuantificada tanto por FACS como por western blot, la expresion del ACSL3Agate es muy inferior a la
del ACSL3wt, por lo que afiadimos mas cantidad de ADN, para igualar la cantidad total de proteina
ACSL3 wt y Agate. (Protocolo detallado en la versién en CD)

Concentracién

Diana del siRNA Secuencia . Casa comercial Referencia
final usada

Non-targetting (no proporcionada) - Thermo scientific D-001810-01
SiRNA #1
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
AMPKal 5'-GAGGAGAGCTATTTGATTA-3’ 60nM Ambion, Life | ADS0688
technologies
AMPKa2 5'-GCTGTTTGGTGTAGGTAAA-3' 60nM Ambion, Life | ADVI3LO
technologies
GFP duplex 5’-GGCTACGTCCAGGAGCGCACC-3’ - Dharmacon  RNAi D-001300-01-20
Technologies
oTAT1 (Hs) 5'-GAGGCTCATAATGAGGTAGAA-3’ 10nM Qiagen s_Cé6orf134 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 Transfeccion de siRNA con lipofectamina

La transfeccion de siRNAs se ha realizado con Lipofectamina RNAIMAX (Invitrogen 13778-075), segun
las especificaciones del fabricante. Los siRNAs usados en esta tesis se detallan en la tabla siguiente:

Como siRNA control en algunos casos se ha usado el siGFP (GFP duplex) y en otros siNT (Non-tar-
getting) ahadiendo la misma cantidad de siRNA control que el total de siRNA (suma de las diferentes
secuencias en aquellos casos en que se usan diferentes secuencias para knockear una misma diana).
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(Protocolo detallado en la version en CD)

4. Microscopia

Todas las fijaciones, lavados y tinciones en los protocolos de microscopia, excepto en las tinciones in
vivo, han sido realizados en gotas sobre un parafiim extendido sobre la poyata.

El montaje de los cubres se ha realizado en todos los casos en mowiol, lavando los cubres por inmer-
sién con agua antes para evitar la formacioén de cristales de PBS.

4.1 Analisis por microscopia de las células transfectadas

En estos analisis las células COS-1 se han plantado en cubres de cristal y al dia siguiente se han
transfectado con el ADN correspondiente. Seguidamente, se han tratado como se indica en cada
figura y se ha procedido a su fijacién y analisis por microscopia confocal.

La fijacion se ha realizado con parafolmaldehido (Electron Microscopy Sciences) al 4% en PBS durante
1h a temperatura ambiente.

Fijar durante 1h es necesario para preservar la integridad de los CLs, menos tiempo de fijacién au-
menta la cantidad de CLs fusionados artificialmente. Las células se pueden mantener mas tiempo en
este paso, pudiendo llegar a 3-4h.

En algunos casos estas células han sido previamente tratadas con BODIPY-FLC16 (Invitrogen D-3821)
como se explica en la Figura correspondiente. En aquellos casos en que se analiza paralelamente el
contenido de CLs se ha procedido a la tincién con Nile red explicada posteriormente.

4.2 Deteccion de CLs por microscopia mediante la tin-
cion de Nile red en células fijadas

El Nile red (Invitrogen N1142) es un colorante lipofilico que emite fluorescencia entre 600-700nm
cuando se une a lipidos polares y entre 550-650nm cuando se une a lipidos neutros (CLs).

Este protocolo se ha usado en el primer apartado de Resultados, en células COS-1 previamente
transfectadas con ADN o siRNA, y en el tltimo apartado de la tesis en células Vero en diversas con-
diciones, generalmente para el analisis por microscopia de epifluorescencia.

PROTOCOLO:

A) Preparacion de las muestras:

256



MATERIAL Y METODOS

- Realizar 3 lavados rapidos de PBS en cada cubre.

- Incubar el cubre un minimo de 1h en paraformaldehido preparado al 4% en PBS, a temperatura
ambiente (como se ha comentado en el apartado anterior).

- Realizar 3 lavados rapidos con PBS en cada cubre.

- (Opcional) En algunos casos se ha procedido a la tincién de los nucleos con DAPI en este punto.
Realizando posteriormente 3 lavados adicionales con PBS.

- Preparacion de la solucién de montaje con Nile red:

A partir de un stock de Nile red saturado en acetona (que se puede guardar a -20°C), se hace un
vortex y un spin para recoger el sobrenadante (Nile red disuelto en acetona).

Se prepara una dilucion 1:1000 de este Nile red en mowiol (hay que pipetear muy rapido dado que la
acetona se evapora), es conveniente primero preparar una dilucion 1:20 en mowiol (que debe quedar
de un color violeta intenso) y luego una 1:50 a partir de ésta que debe ser translicida con un tono
rosaceo.

La correcta preparacion de estas soluciones es critica para reducir el photobleaching de la tincién
de Nile red al mirarla en el microscopio, y es preferible realizarla evitando la exposicién a luz directa.

Preparar la tincion justo antes de usar-la y siempre fresca.

- Montar los cubres en la solucién de mowiol — Nile red preparada anteriormente.

Evitar la exposicion al calor de los cubres con CLs, el secado de 10’ en una estufa de 70° provoca la
fusién de los CLs adyacentes generando CLs aberrantes.

B) Analisis por microscopia:

Es preferible mirar los cubres en el microscopio el mismo dia de la preparacién para obtener una mejor
morfologia de los CLs e intensidad de la tincion de Nile red.

En el andlisis mediante microscopia de esta tincién hay que tener en cuenta la diferente emision del
Nile red segun los lipidos reconocidos. Como hemos comentado el Nile red emite en amarillo (550-
650nm) al reconocer lipidos neutros (CLs) y en rojo (600-700nm) al reconocer lipidos polares (todas
las membranas celulares).

En microscopia confocal para detectar los CLs es preferible excitar con el laser 514 nm y recoger la
emisién entre 550 y 600 nm.

La mayoria de imagenes de CLs en células fijadas han sido tomadas en un microscopio de epifluores-
cencia (Leica DMI6000 B) con el objetivo de 63x de inmersién en aceite. En la toma de imagenes se
ha usado una correccién gamma de 1.4, que realza la especificidad de la tincién para los CLs.

Los microscopios de epifluorescencia suelen contener basicamente 3 filtros, que recogen la fluo-
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rescencia emitida en color azul, verde y rojo. Para el andlisis de los CLs es preferible seleccionar el
filtro verde, puesto que solo captara parte de la emision del Nile red asociada a CLs (amarilla) y no la
asociada a membranas. (roja) En esta tesis, en algunos casos, también se ha recogido y mostrado la
emisién del Nile red en el filtro rojo, correspondiente a las membranas celulares, asi como parte de
aquélla asociada a CLs. Este canal ha sido usado para tener una idea de la forma y el tamafio de la
célula permitiendo analizar la distribucién de los CLs en el interior de ésta.

La tincion de Nile red tiene un photobleaching muy elevado que dificulta el enfoque de las muestras.
Es preferible enfocar usando el canal rojo, en que se observa la célula entera (con un tiempo de expo-
sicion e intensidad de lampara bajos y un gain elevado) y luego tomar la imagen en todos los canales.

C) Cuantificacion de la dispersién de CLs:

En el ultimo apartado de Resultados se muestran cuantificaciones de la dispersion de CLs hechas a
partir de las imagenes de microscopia de epifluorescencia. Este andlisis ha sido realizado de forma
similar a Marcinkiewicz et al en adipocitos [376], clasificando las células observadas en 3 clases.
Células con CLs agregados en la zona central, células con los CLs dispersos por todo el citoplasma
y células con un fenotipo intermedio entre ambos. A continuacion se muestra un ejemplo de cada
fenotipo:

Figura 2. Ejemplos de los diferentes fenotipos de dispersion.

4.3 Microscopia confocal de células in vivo

Para estos experimentos las células se han plantado en cubres de 25mm de diametro y se han obser-
vado en el microscopio confocal espectral Leica TCS-SP5 mediante la camara celular Attofluor (Invi-
trogen), a 37°C y 5% CO,. En todos los casos se ha usado el objetivo de 63x de inmersién en aceite
con una apertura numérica de 1,4, intentado obtener una resolucion de alrededor de 50-60nm/pixel.

Mediante esta técnica se han analizado células COS-1 transfectadas con ADN (ADRP-GFP y HPos-
OFP), realizandose un seguimiento de estas proteinas por video-microscopia al afiadir cido oleico en
el medio. En estos experimentos se tomaron imagenes cada 30” durante 15’. También se ha usado
para realizar un seguimiento a tiempos largos de la localizacién comparada de HPos-OFP y HNeu-
GFP, tomando imagenes cada 30’ durante 6h. La transfeccion fue realizada en placas de 9cm?y a las
24h fue realizado el experimento.

También se ha usado esta técnica para analizar la distribucién de diferentes organulos evitando arte-
factos debidos a la fijacion. Las tinciones realizadas se resumen en la siguiente tabla.

258




MATERIAL Y METODOS

.. Concentracion Casa ., _
Tincion ) . Excitacion Emisién
final comercial
Nile red CLs 0,83 pg/ml Invitrogen 515 585
Hoechst-33258 Nucleos 3 ug/ml Invitrogen 350 461
Mitotracker-Deep red Mitocondrias 0,3uM Invitrogen 644 665
Mitotracker-Green FM | Mitocondrias 0,1uM Invitrogen 490 516
TMRM Mitocondrias 100nM Invitrogen 550 575

4.4 Videomicroscopia de contraste de fases

En estos experimentos se plantaron 10000 células Vero por pocillo de una camara de 8 pocillos (IBIDI).
Una vez adheridas las células se trataron con acido oleico 175ug/ml durante 24h.

Al cabo de 24h se miran las células in vivo en el microscopio de epifluorescencia (Leica DMI6000 B)
con el objetivo de 63x con una aperturo éptica de 1.4, a 37°C y se seleccionan diversas posiciones
para cada pocillo en el microscopio. Posteriormente se cambia el medio de los pocillos (con puntas
estériles) sin mover la placa (400ul/pocillo). Los medios deben llevar Hepes 50mM (dado que no hay
incubador de CO,).

Es conveniente rellenar 2 pocillos de los extremos de la placa con agua para evitar la evaporacion
del resto.

Finalmente se graban videos durante las horas indicadas en contraste de fases diferencial (DIC) to-
mando una imagen por minuto.

4.5 Analisis de las puntas de los microtubulos

En estos ensayos se transfectaron las células con GFP-CLIP170 con effectene. Una vez transfectadas,
se trataron con acido oleico 175ug/ml durante 24h y posteriormente 16h en un medio sin glucosa. En
el momento del experimento afiadir Hepes a 25mM de concentracion final.

Seguidamente se analizaron las células por videomicroscopia en el microscopio de epifluorescencia a
37°C y se seleccionan células con una expresién muy reducida de CLIP-170, dado que una excesiva
expresion de esta proteina altera la morfologia de los microtubulos. Estas células fueron grabadas
durante 1,5 minutos, tomando una imagen cada segundo.

Finalmente, mediante el programa ImageJ se cuantificé la cantidad de puntas de microttbulos y la
longitud de éstas.

259




4.6 Inmunocitoquimica

Esta técnica se usa para el andlisis por microscopia de la localizacién intracelular de determinadas
proteinas mediante anticuerpos especificos contra éstas.

Los controles necesarios consisten en no incubar un cubre con anticuerpo primario, pero si con
secundario, de manera que la fluorescencia observada correspondera a la union inespecifica del an-
ticuerpo secundario, pudiendo ser esta restada de la de las otras muestras.

PROTOCOLO:

A) Fijacién: En esta tesis se han fijado las células con paraformaldehido o con metanol.

En el caso de anticuerpos como anti-myc o anti-ACSL3 se ha fijado las células con paraformaldehido
y permeabilizado:

- Realizar 3 lavados rapidos de PBS en cada cubre.

- Incubar el cubre en paraformaldehido preparado al 4% en PBS, a temperatura ambiente. En caso
que se realice una tincién de CLs incubar durante un minimo de 1h, si tan solo se quiere detectar
proteinas con 15-30’ es suficiente.

- Realizar 3 lavados rapidos con PBS en cada cubre.

- Permeabilizar la membrana celular con tritén X-100 al 0,1% en PBS durante 10’. Alternativamente
puede usarse saponina 0,1% en PBS.

En el caso de los anticuerpos anti-tubulina se ha permeabilizado con metanol, debido a que esta
fijacion elimina las proteinas solubles en el citoplasma quedando una tincion de microtubulos mas
definida:

- Realizar 3 lavados rapidos de PBS en cada cubre. En el caso de ACSLS, la
permeabilizacién con sapo-
- Incubar durante 2’ con metanol a -20°C nina genera un marcaje muy
exclusivo de CLs, y el triton
- Realizar inmediatamente 3 lavados rapidos de PBS en cada cubre. genera un marcaje de CLs y
RE, aunque la estructura de
B) Blogueo: los CLs se conserva mejor.

- Incubacién con BSA 0,2% en PBS.

C) Incubacién con el anticuerpo primario:

- Incubacion del anticuerpo primario en solucién de bloqueo durante 1h:
ACSL3 (Abnova H00002181-B01P) 1:200

myc (9E10 Abcam ab32) 1:500
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Tubulina- o (DM1A Sigma T9026) 1:250
Detyrosinated tubulin (Millipore Ab3201) 1:100
- Realizar 3 lavados rapidos de PBS en cada cubre.

D) Incubacién con el anticuerpo secundario:

- Incubacioén del anticuerpo secundario en solucién de bloqueo durante 45’ a una dilucién 1:250. El
anticuerpo secundario escogido depende de la especie en que se ha generado el primario y de la
combinacion de fluoroforos del experimento.

- Realizar 3 lavados rapidos de PBS en cada cubre.

- (opcional) En algunos casos se ha procedido a la tincion de los ndcleos con DAPI en este punto.
Realizando posteriormente 3 lavados adicionales con PBS.

E) Montaje de los cubres:
- Montar los cubres en la solucién de mowiol.

En algunos casos en el medio de montaje se ha realizado la tincién de Nile red como se ha especifi-
cado anteriormente.

5. Aislamiento de organulos

5.1 Purificacion de mitocondrias

Las cuantificaciones de colesterol y la respirometria de mitocondrias purificadas fueron realizadas
por el grupo del Dr. Fernandez-Checa. La purificacién de mitocondrias de higado de ratén en algunos
casos fue realizada en nuestro laboratorio mediante gradiente de Percoll como en [587] (Anexo).

(Protocolo detallado en la versién en CD).
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5.2 Fraccionamiento celular por gradientes de densidad

En estos experimentos se separan los diferentes organulos segun su flotabilidad en un gradiente de
sucrosa, quedando los CLs en la parte superior del gradiente debido a su baja densidad.

En los resultados presentados, el fraccionamiento celular se realiza en células COS-1 transfectadas
con los péptidos HPos o HNeu. También ha sido usado para comprobar la acumulacién de lipidos
marcados fluorescentemente en diferentes tipos celulares, explicada mas adelante.

En estos experimentos partimos de 4 placas de 60cm? a una confluencia del 80% en el dia del expe-
rimento, por cada condicion.

Las células se recogen con scraper a 4°C en tampon de lisis (50mM Tris-HCI, pH: 7.5, 150mM NaCl,
5mM EDTA + inhibidores de proteasas y fosfatasas) y se lisan por cavitacion a 55bar durante 15’ a
4°C, pasandolas posteriormente 25 veces por una aguja de 22G.

Seguidamente se centrifuga el lisado para eliminar los nucleos, se mezcla 1:1 con sucrosa 2,5M y
se carga en la parte inferior de un gradiente de sucrosa con 6 fracciones del 5 al 30% de sucrosa. El
gradiente se centrifuga a 214000G durante 3h.

Finalmente se recogen las fracciones del gradiente con un centritube slicer (Beckman Coulter) y se
analiza la distribucion de proteinas por western blot o la fluorescencia en un lector de placas (en el

caso de los gradientes de células cargadas con AGs fluorescentes).

(Protocolo detallado en la versién en CD).

6. Bioquimica

6.1 Cuantificacion de proteina por el método de Bradford

La cuantificacion de la cantidad de proteina de las muestras se ha realizado siguiendo el método de
Bradford [717] usando el reactivo BioRad Protein Assay (BioRad 500-0006).

Se ha analizado la absorbancia a 595nm y 450nm de las muestras, calculandose la ratio Abs,. /
Abs, . de cada pocillo para obtener una recta patron lineal [718], a partir de la cual se calculan los
pg/ul de proteina de cada muestra.

(Protocolo detallado en la versién en CD)
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6.2 Analisis de la expresion de proteinas por western blot

Para el andlisis de la expresion proteica en diferentes condiciones se uso la técnica de electroforesis
de las muestras en un gel de acrilamida, seguida de la transferencia a una membrana (western blot) y
posteriormente la inmunodeteccion de la proteina deseada en esta membrana mediante anticuerpos
especificos.

Las células se lisaron en tampoén de lisis (50mM Tris-HCI pH:7.5; 150mM NaCl; 5mM EDTA; 0,1%
Triton X-100 con inhibidores de proteasas y fosfatasas) mediante sonicacion. Seguidamente se pre-
paran la misma cantidad de proteina de cada muestra (entre 10-40pg) en tampén de muestras
(Na,HPO,.2H,0 30mM pH:7,0; Glicerol 30%; SDS 7,5%; DTT 4,5%; Azul de bromofenol 0,05%).

La separacion de las proteinas segin su peso molecular se realiza mediante electroforesis de las
muestras en un gel de acrilamida usando el sistema de BioRad (Mini-Protean Il electrophoresis cell)
en tampoén de electroforesis (SDS 1g/l; Tris-HCI 3,03g/1 y Glicina 14,41 g/l), fijando el amperaje a
35mA hasta que el frente empieza a salir del gel. Posteriormente las proteinas se transfieren a una
membrana con el sistema de BioRad (MiniTransBlot electrophoretic transfer cell, BioRad), usando
una membrana de 0,45um de poro, en algunos casos de nitrocelulosa (BioRad #162-0115) y en otros
de PVDF (Millipore IPVH00010). La transferencia se realiza de forma estandar a 4°C en tampén de
transferencia (SDS 0,25¢/l; Tris-HCI 3,77g/1; Glicina 18 g/l; 20%v/v Icohol), fijando el voltaje a 60V y
durante 1h y 30min.

El analisis de la cantidad de determinadas proteinas en la membrana se realiza mediante la incubacion
con anticuerpos especificos para esas proteinas (resumidos en la siguiente tabla).

, Referencia Casa Peso Dilucién . .
Proteina . . Especie Observaciones
Anticuerpo comeracial molecular usada
Actina ab3280 Abcam 42kDa 1:1000 mo
P-ACC (Ser79) | #3661 Cell signaling 280kDa 1:1000 Rb Transferencia
2x
ACSL3 H00002181- Abnova mo
BO1P
ADRP ab52355 Abcam 48kDa 1:1000 rb
AMPKa #2603 Cell signaling 62kDa 1:1000 rb
(23A3)
P-AMPK #2535 Cell signaling 62kDa 1:1000 rb
(Thr172)
(40H9)
Caveolina 610060 BD 21kDa 1:5000 rb 1h Temp. Amb.
Biosciences
Citocromo C 556433 BD Pharmigen | 15kDa 1:500 mo 2h Temp. Amb.
GFP ab290 Abcam - 1:1000 rb
GM-130 610822 BD 130 kDa 1:1000 mo
Transduction
Rab11 610656 BD 24 kDa 1:1000 mo
Transduction
Secbla #07-204 Upstate 40kDa 1:2500 rb 2h Temp. Amb.
Tubulina- T9026 Sigma 55 kDa 1:1000 mo
a(DM1A)
Tubulina-a ab24610 Abcam 55kDa 1:1000 mo
acetilada (6-
11B-1)
Tubulina AB3201 Millipore 50kDa 1:500 rb
detirosinada

La deteccion de los anticuerpos se ha realizado mediante el uso de anticuerpos secundarios conjuga-
dos a peroxidasa (HRP), analizados con el kit quimioluminiscente de deteccién de peroxidasa EZ-ECL
(Biological industries 20-500-120), mediante la exposicién de las membranas a films fotograficos (Fuji
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Medical X-ray film 47410) y su posterior revelado.

La cuantificacién de la intensidad de las bandas de films procedentes de western blot se realizé con
el programa Imaged (National Institutes of Health).

(Protocolo detallado en la versién en CD)

6.3 Cromatografia en capa fina

Esta técnica consiste en la extraccion de lipidos de una muestra para la posterior separacion de las
diferentes especies lipidicas segun su hidrofobicidad. En esta técnica las diferentes especies lipi-
dicas son arrastradas a lo largo de una placa de silice por capilaridad gracias a su solubilidad a un
disolvente orgéanico (Fase moévil). Debido a la diferente solubilidad de los lipidos segun el disolvente
organico, el uso de fases moviles con diferente composicion permite la separacion de diferentes
especies lipidicas.

En nuestro caso realizamos una cromatografia en capa fina con dos fases méviles, que nos permite
en primera instancia separar los lipidos polares (fosfolipidos esencialmente) y en segunda instancia
separar los lipidos neutros de manera que se obtiene un patréon de bandas que corresponden tanto a
lipidos polares como apolares permitiéndonos, en una misma cromatografia, cuantificar fosfolipidos
y triglicéridos. De otro modo, con sélo una fase mévil una de las dos especies quedaria en el punto
inicial del carril y no la podriamos separar de otros lipidos de similar hidrofobicidad.

El protocolo, brevemente, consiste en la extraccion lipidica de las muestras mediante el método de
Bligh y Dyer para seguidamente cargar los lipidos de cada muestra en una placa con carriles de si-
lice. Dicha placa se incuba con la Fase movil 1 (Cloroformo:Metanol:Agua, 65:30:5) hasta que sube
por capilaridad a 1/3 del recorrido del carril y posteriormente con la Fase movil 2 (Hexano:Dietil
éter:Acido acético, 70:30:1) hasta que sube por capilaridad a 0,5cm del final del recorrido del carril.

En los experimentos con radioactividad se ha expuesto un film a la placa durante unos dias y segui-
damente se ha revelado el film. Segun la intensidad de las bandas, se han realizado sucesivas expo-
siciones a tiempos mayores o menores. Las bandas han sido cuantificadas por densitometria como
se explica en el apartado de western blot.

En los experimentos con fluorescencia la fluorescencia de la placa se ha leido en un lector Image-
Quant LAS400 (GE Healthcare) con un filtro de excitacion de 460nm vy el filtro de emisiéon Y515Di (dado

que el lipido fluorescente usado es el BODIPY-FLC16, con una emision de color verde).

(Protocolo detallado en la version en CD)
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6.4 Ensayo de actividad ACSL

Este ensayo (realizado como se describe en [719]) permite la cuantificacién de la actividad ACSL total
en un lisado celular, incubando el lisado con acido oleico radioactivo y analizando la produccién in
vitro de su forma unida a coenzima A.

En los ensayos con células transfectadas con siRNA, se han transfectado 3 pocillos de 9cm? (dia
anterior 100000) y al dia siguiente replantado en una placa de 60cm?. El ensayo se ha realizado a las
72h de transfeccion.

En los ensayos con células transfectadas con ADN se planté una placa de 60cm? por condicion que
fue transfectada con lipofectamina al dia siguiente. El ensayo de actividad ACSL se realiz6 a las 24h
de la transfeccion. En este caso, se comparé mediante citometria de flujo la expresién de GFP de los
diferentes péptidos para corregir la cantidad de proteina con que se realiza el ensayo por la expresion
diferencial de los plasmidos.

(Protocolo detallado en la version en CD)

6.5 Analisis de la secrecion de lactato al medio y del con-
tenido de TAG

En estos experimentos se planta una placa de 60cm? de células COS-1 o Vero por condicion (900000
células/placa). Una vez enganchadas, las células son tratadas con acido oleico 175ug/ml durante 24h
y posteriormente durante 16h con los tratamientos indicados (minimizar el medio por placa a 6ml).

Al cabo del tratamiento se recogen 200ul de medio para medir la concentracion de lactato y se re-
cogen las células por tripsinizacion en 220 pl de tampén de lisis (50mM Tris-HCI, pH: 7.5, 150mM
NaCl, 5mM EDTA + inhibidores de proteasas y fosfatasas). Las muestras se sonican y se cuantifica
la proteina. Posteriormente se cuantifica la concentraciéon de TAG en los lisados y la concentracion
de lactato en el medio recogido en el laboratorio de andlisis clinicos del Hospital Clinic i Provincial de
Barcelona, usando kits enzimaticos colorimétricos comerciales de la marca Bayer. La concentracion
de ambos metabolitos fue corregida por la cantidad de proteina.

(Protocolo detallado en la versién en CD)
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7. Ensayos de metabolismo

7.1 Respirometria de alta resolucién

Este método consiste en el analisis de la concentracion de oxigeno en el medio en el que estan las
células, y como esta se modifica al anadir determinadas drogas que afectan a la cadena respiratoria.
Los experimentos de respirometria de células intactas del primer apartado de resultados los realicé en
el laboratorio del Dr. Antonio Zorzano. La respirometria mostrada en el Ultimo apartado de resultados
fue realizada por la Dra. Marta Bosch en nuestro laboratorio. En ambos casos se us6 un respirometro
de alta resolucion Oxygraph-2K (Oroboros instruments).

Aunqgue en esta tesis hemos aplicado este método al andlisis de la respiracién en células intactas (los
experimentos realizados en mitocondrias aisladas fueron realizados por el grupo del Dr. Fernandez-
Checa usando otro sistema de respirometria), también se puede analizar la respiraciéon en muestras
de tejido, mitocondrias aisladas o células permeabilizadas. En los dos Ultimos casos es necesaria la
adicién de determinados substratos como ADP o succinato.

Hay diversos protocolos de respirometria, que permiten analizar diferentes pardmetros de la cadena
respiratoria. El protocolo usado en esta tesis consiste en la adicion seriada de oligomicina, FCCP y
antimicina A.

Inicialmente se analiza el consumo de oxigeno de las células en suspension en la camara del respiré-
metro con el medio en que se han resuspendido, a este consumo de oxigeno se le llama respiracién
de rutina (R).

Posteriormente se afiade oligomicina (inhibidor de la ATP-sintasa) para que la concentracion final
sea 0,5ug/ml. Su adiciéon disminuye la salida de protones del espacio intermembrana aumentando el
potencial de membrana y reduciendo el flujo de electrones en la cadena respiratoria y como conse-
cuencia el consumo de oxigeno. La disminucion de la respiracion al afiadir esta droga corresponde al
porcentaje del consumo de oxigeno destinado a la sintesis de ATP. Una vez afadida la droga, al
estabilizarse la lectura, se determina el consumo de oxigeno restante, que esta dedicado a compen-
sar la pérdida de protones del espacio intermembrana independiente de la sintesis de ATP por lo tanto
corresponde a la respiraciéon no asociada a la produccion de ATP (L, proton leak).

Seguidamente se afiaden sucesivas dosis de 4pl de FFCP 0,1mM, dejando estabilizar la lectura des-
pués cada dosis, el consumo de oxigeno aumenta después de cada dosis hasta llegar a un punto en
que disminuye. EI FCCP es un agente desacoplador que permeabiliza la membrana interna mitocon-
drial promoviendo el paso de protones a la matriz mitocondrial y por lo tanto la pérdida de potencial
de membrana. Para compensar la enorme pérdida de protones, al afiadir FCCP, la cadena respiratoria
funciona al maximo de su capacidad, consumiendo el maximo de oxigeno. En el respirometro se
selecciona el maximo consumo de oxigeno (E) que corresponde a la capacidad maxima de la
cadena respiratoria mitocondrial. En células intactas, sin la adiciéon de concentraciones saturantes
de determinados substratos, esta capacidad maxima depende de la disponibilidad de substratos,
la presencia de oxigeno en cantidad suficiente y de la capacidad de la célula de producir NADH o
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FADH2 esencialmente en el ciclo de Krebs. Asi, células con un ciclo de Krebs reducido tendran una
capacidad maxima menor. La dosis de FCCP a la que se obtiene la maxima respiracién varia segun
las células y condicién metabdlica, siendo mayor en situaciones de mayor potencial de membrana.

Una vez la dosis de FCCP reduce el consumo de oxigeno se procede a anadir 1pl de Antimicina 5mM.
Esta droga inhibe el complejo Il de la cadena respiratoria, cortando el flujo de electrones hacia el oxi-
geno. La adicién de esta droga inhibe completamente la cadena respiratoria eliminando el consumo
de oxigeno dependiente de ésta. El consumo de oxigeno restante se considera consumo de oxigeno
extramitocondrial (ROX) y debe ser restado del resto.

En muchos casos, los resultados de la respirometria se expresan en forma de tasas, analizando los
diferentes consumos en relacion a la capacidad maxima:

R/E: Respiracioén de rutina (R) (previa a la adicion de ninguna droga) dividida por la capacidad maxima
de la cadena respiratoria (E). Expresa la proporcién de la capacidad maxima de respiraciéon que las

células usan de rutina, dando una idea del margen de incremento de respiracion que tienen.

L/E: Respiracién en presencia de oligomicina (L) (no acoplada a la sintesis de ATP) dividida por la ca-
pacidad maxima (E). Da una idea de la cantidad de pérdida de protones del espacio intermembrana,
siendo una medida del proton leak. Una mayor L/E es indicativa de un mayor desacoplamiento de la
cadena respiratoria con la fosforilacién oxidativa.

netR/E: (R/E)-(L/E). Esta tasa nos da una idea de la proporcion del consumo méaximo de oxigeno (E)
que es destinado a la sintesis de ATP en estas condiciones. Da una idea del flujo de la ATPsintasa en
estas células en las condiciones en que son cultivadas.

ROX/E: Respiracion en presencia de antimicina A (ROX) dividida por la capacidad maxima (E). Expre-
sa la proporcion de consumo de oxigeno dedicado a la respiracion extramitocondrial.

(Protocolo detallado en la versién en CD)

7.2 Ensayo de oxidacion de glucosa

En este ensayo se incuban células con glucosa marcada radioactivamente y se analiza la radioactivi-
dad asociada al CO, obtenido al final de la incubacion, que representara la capacidad de oxidacion
de la glucosa en esa condicion.

Las células se incuban durante 3h a 37°C en 450ul de KRBH (KRBx5 1:5; NaHCO, 2mM; Hepes
pH:7,4 10mM en H,0) + 50ul de Glucosa-"“C 250mM preparada en KRBH. Los pocillos de la placa se
sellan con parafilm y se prepara una camara estanca de parafilm encima de cada pocillo abierta a este
por un agujero. Dentro de cada camara se pone un papel whatmann de 2x2cm mojado con 150ul de
KOH 1M. EI CO, quedara retenido en el papel whatmann mojado con KOH, debido a que en un entor-
no acuoso basico como la solucion de KOH se disuelve formando bicarbonato que queda en el papel.

EI KRBH se prepara a partir de KRBx5 (NaCl 9,86g/1; 0.335g/I KCI; 0.085g/I NaH,PO,; 0.125g/I MgSO ;
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0.275g/1 CaCl, en H,0), que se puede guardar unos dias a 4°C.

Al acabar la incubacion se inyectan 50ul de HCIO, 40% con una jeringuilla a cada pocillo y se incuba
un minimo de 1h (en células oxidativas) o O/N (en células con poca capacidad de oxidacién) a 37°C.

Finalmente se lee la radioactividad asociada a cada papel whatmann, submergiéndolo en liquido de
centelleo, en un lector de radioactividad.

En un vial aparte se mide la radioactividad de un volumen conocido de medio con glucosa-'“C para
determinar a cuantas cpm corresponde una cantidad conocida de glucosa.

(Protocolo detallado en la version en CD)

7.3 Ensayo de p-oxidacion de AGs del medio

Mediante este ensayo se analiza la capacidad de las células de B-oxidar &cido oleico presente en el
medio. La B-oxidacion se mide mediante el analisis del CO, producido, del mismo modo que en el
ensayo de oxidacion de glucosa, y también mediante la cuantificacion de la radioactividad en forma
de intermediarios solubles en agua, llamados productos solubles en acido (ASP). Estos intermediarios
corresponden mayoritariamente a cuerpos cetoénicos, intermediarios del ciclo de Krebs, acilcarnitina,
acetil-CoA o acil-CoA, y se pueden separar del acido oleico radioactivo presente en el medio debido
a la precipitacion de éste en el entorno 4cido creado al inyectar acido perclérico.

Las células fueron plantadas en placas de 9cm? de modo que al final del experimento estuvieran con-
fluentes. En el caso de Vero y C2C12 se plantaron 100000 y 85000 células respectivamente. A las 48h
de plantar las células se realizé el experimento.

Las células se incuban con 1ml de mix de acido oleico radioactivo (Para cada pocillo: 50l de acido
oleico-"“C (706,2ug/ml) + acido oleico no marcado + medio, de manera que la concentracion final de
acido oleico sea 175pg/ml) a 37°C durante 6h con un montaje de parafiim y papel whatmann como el
del ensayo de oxidacion de glucosa. Al cabo del tratamiento se inyectan 100pl de acido perclérico
40% y se incuba la placa O/N a 37°C.

Finalmente se lee la radioactividad asociada a cada papel whatmann, submergiéndolo en liquido de
centelleo, en un lector de radioactividad, obteniendose la produccién de CO, a partir del oleico marca-
do. Aparte, se recoge parte del volumen del medio y se centrifuga para eliminar el oleico precipitado.
Parte del sobrenedante se mezcla con liquido de centelleo y se lee en un contador de radioactivvidad,
obteniendose la cantidad de ASP producidos a partir del oleico marcado.

Siempre se mide la radioactividad de un volumen conocido del medio en que se han tratado las célu-
las, para conocer a qué cantidad de acido oleico oxidado corresponden las cpm obtenidas.

(Protocolo detallado en la versién en CD)
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7.4 Acumulacion de AGs marcados en los CLs

Para poder analizar el destino metabdlico de los AGs contenidos en los CLs, es necesario acumular
AGs marcados en los CLs. Para ello, en esta tesis, optimizamos los tratamientos con AGs marcados
hasta tener la mayor parte de AGs en los CLs. Se realizaron diferentes tiempos de tratamiento como
los indicados en el gréafico y se realizé un fraccionamiento celular como se ha indicado anteriormente.
Posteriormente, se analiz6 la cantidad de fluorescencia debida al BODIPY-FLC16 presente en cada
fase del fraccionamiento celular mediante un lector de placas.

El protocolo de tratamiento que mayor rendimiento obtuvo fue el tratamiento de 12h con acido oleico
y BODIPY-FLC16 1uM, y posteriormente otras 12h con acido oleico (Figura 3). Este tratamiento dio un
buen rendimiento en diferentes lineas celulares como AML12, COS-1y Vero .

Distribucidn subcelular del BODIPY-FLC16 (BP)

en los diferentes tratamientos (COS1)

B 20h AO - 3h BP+AO - 1h AO
70 4

0 J B 20h AO - 4h BP+AO
3 5 501 I 12h BP+AO > 12h AO
]
S w
< g 301
o O
< c
x 9 20 +
10
04
Fase 1 Fase 2 Fase 3 Fase 4 Fase 5 Fase 6
(CLs) (RE) (RE)

Figura 3. Comparativa de diferentes protocolos de acumulaciéon de AGs marcados en CLs en
células COS-1.

Este protocolo de acumulacién de AGs marcados en CLs se ha usado para analizar el direcciona-
miento de los AGs contenidos en éstos a la sintesis de fosfolipidos (explicado anteriormente) o a la
B-oxidacién (explicado posteriormente).

7.5 Ensayo de (-oxidaciéon de los AGs procedentes de
CLs

En este ensayo se acumula acido oleico radioactivo en los CLs de las células (como se ha explicado
anteriormente) y se analiza la posterior produccion de CO, y ASP marcados en los tratamientos co-
rrespondientes.

En estos experimentos se plantan las células para que al cabo de dos dias estén a 80-90%. COS-1:
200000 células. Vero: 150000 células. Una vez adheridas a la placa se incuban 12h a 37°C con una
combinacion de acido oleico frio con &cido oleico radioactivo. La proporcion usada depende de la
cantidad oxidacion de las células. En células COS-1 se usa la misma proporcion que en el ensayo de
oxidacién de AGs del medio, y en Vero el doble de acido oleico-"C con la misma concentracion total
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de &cido oleico.

Posteriormente se incuban las células 12h a 37°C con &cido oleico frio. Al acabar la carga de CLs se
incuban las células a 37°C durante 16h en los tratamientos indicados tapando la placa con el montaje
de parafilm con papeles whatmannn para recoger el CO, como en el ensayo de oxidacién de glucosa.
Al acabar los tratamientos se inyecta acido perclérico 40% y se incuban 24h adicionales a 37°C.

Finalmente se lee la radioactividad asociada a cada papel whatmann, submergiéndolo en liquido de
centelleo, en un lector de radioactividad, obteniendose la produccion de CO, a partir del oleico marca-
do. Aparte, se recoge parte del volumen del medio y se centrifuga para eliminar el oleico precipitado.
Parte del sobrenedante se mezcla con liquido de centelleo y se lee en un contador de radioactivvidad,
obteniendose la cantidad de ASP producidos a partir del oleico marcado.

Siempre se mide la radioactividad de un volumen conocido del medio en que se han tratado las célu-
las, para conocer a qué cantidad de acido oleico oxidado corresponden las cpm obtenidas.

(Protocolo detallado en la version en CD)

7.6 Ensayo de paso de AGs entre células

En este ensayo se analiza el paso de AGs de una poblacién con CLs a una poblacién sin CLs, compa-
randolo con el paso a otra poblaciéon con CLs. Para ello se realiza un experimento similar al de tincion
de células con DDAO-SE explicado anteriormente.

En este caso se compara la fluorescencia verde de células no tratadas con acido oleico y marcadas
con DDAO-SE como se ha explicado anteriormente que han sido mezcladas o bien con otras células
no tratadas, o bien con células en que se ha acumulado AG BODIPY-FLC16 en los CLs (del modo en
que se indica en el apartado correspondiente).

En estos experimentos también se compara la pérdida de fluorescencia verde en células cargadas
con BODIPY-FLC16 que han sido mezcladas con células cargadas del mismo modo o bien con cé-
lulas no cargadas.

Por lo tanto se han tratado placas para acumular AG fluorescente en los CLs y otras no cargadas.
Posteriormente se han mezclado y tefiido con DDAO-SE como se ha comentado anteriormente y
vuelto a plantar. Seguidamente, las células han sido incubadas en medio control durante 24h.

Al cabo de este tiempo las células han sido tripsinizadas y analizadas por citometria como en el

ensayo de captacion de AGs, detectando con el laser 633nm Yy filtro 660/20 las células tefidas con
DDAO-SE.
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8. Citometria de flujo

En todos los ensayos mediante esta técnica se ha usado el citometro BD FACS Canto Il (BD Bioscien-
ce) con laseres 405nm, 488nm y 633nm, excepto en los ensayos de cell sorting.

Independientemente de la tincién, inicialmente se seleccionan las células individuales separandolas
del debris celular y de los agregados de células, usando los parametros de tamafio (Forward scatter,
FSC) y complejidad o refringencia intracelular (Side scatter, SSC). Para ello se representa un diagrama
de puntos de FSC-A y SSC-A, en el que se selecciona la poblacién correspondiente a las células
separandola del debris celular (de tamafio mucho menor). Seguidamente, se representan FSC-A y
FSC-H, estos parametros deben ser proporcionales si se trata de una sola célula, mientras que no lo
seran si la particula analizada es un agregado de células (con un mismo valor de FSC-H pero un valor
de FSC-A mayor). Asi, se seleccionan las particulas que se encuentran en la diagonal, que corres-
ponderan a células individuales. La fluorescencia de la tinciéon correspondiente se analiza tan sélo en
estas células individuales.

8.1 Analisis del perfil de ciclo

Mediante esta técnica se obtiene un perfil de ciclo celular, donde se observa un primer pico corres-
pondiente a las células con el ADN sin duplicar (Fase G1 del ciclo celular) y un segundo pico de célu-
las con el ADN duplicado (Fases G2/M del ciclo celular). Las células con contenido de ADN intermedio
entre ambos picos corresponden a las células en Fase S del ciclo celular.

En este ensayo se recogen las células por tripsinizacion y se fijan con etanol 70% a 4°C O/N o 3’
a -20°C. Una vez fijadas las células se incuban en 500ul de solucién de ioduro de propidio (0,1%
TritonX100; 0,2mg/ml RNAasa DNAasa free; 0,02mg/ml ioduro de propidio; en PBS) durante 15’ a
temperatura ambiente evitando la exposicion a la luz.

La fluorescencia del ioduro de propidio se detecta con el laser 488nm vy filtro 585/42. La fluorescencia
del ioduro de propidio se muestra en un histograma lineal y se ajusta el voltaje para detectar clara-
mente el pico de células en fase G1 y el pico de células en fase G2 (con el doble de contenido de
ADN).

(Protocolo detallado en la version en CD)

8.2 Analisis de la apoptosis

Este ensayo permite analizar el porcentaje de células apoptoéticas y necréticas. Durante el inicio de
la apoptosis, las células pierden la asimetria entre las monocapas externa e interna de la membrana
plasmatica, aumentando la cantidad de fosfatidilserina expuesta al medio. La AnnexinaV tiene alta afi-
nidad por este fosfolipido, asi, la incubacion con esta proteina en células no permeabilizadas permite
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detectar qué células han iniciado la apoptosis.

Por otro lado, el ioduro de propidio es un agente que emite fluorescencia cuando se intercala en
el ADN. La célula no es permeable a esta molécula, de manera que la incubacién con ésta permite
detectar las células necréticas con menor integridad de membrana plasmatica, o aquéllas células en
estadios avanzados de apoptosis.

En estos experimentos se parte de una placa de 9cm? para cada réplica de cada condicién. En los
experimentos realizados se plantaron 100000 células MEF o 3T3L1 y al dia siguiente se analiz6 la
apoptosis.

Para este ensayo se recogen las células que quedan en suspensién en el medio y mediante tripsini-
zacion las que quedan adheridas a la placa.

Para la tincién con annexinaV y ioduro de propidio se incuban las células 15’ a temperatura ambiente
protegidos de la luz en 500l de tampdn de annexinas (10mM Hepes (pH 7.4); 140mM NaCl; 2,5mM
CaCl,) con las tinciones: loduro de Propidio 1:10000 a partir del stock 1mg/ml (Sigma P4864); An-
nexinV-APC 1:250 (BD Pharmigen 550474).

Finalmente se analiza la fluorescencia del ioduro de propidio (laser 488nm vy filtro 585/42) y de la
annexinaV-APC (laser 633nm vy filtro 660/20) en el citbmetro. En la doble tincién, las células tan solo
positivas por ioduro de propidio seran consideradas necréticas, las células tan solo positivas por
AnexinaV estaran en un estadio inicial de la apoptosis y las células con la doble tincién corresponde-
ran a estadios avanzados de apoptosis.

(Protocolo detallado en la versién en CD)

8.3 Analisis del potencial de membrana

En estos experimentos se parte de una placa de 9cm? para cada replica de cada condicion. En los
experimentos realizados se plantaron 100000 células MEF o 3T3L1 y al dia siguiente se analizé el
potencial de membrana mediante la tincién con TMRM. EI TMRM (Invitrogen T668) es un marcador
fluorescente que emite de forma proporcional al potencial de membrana mitocondrial.

Para este ensayo se recogen las células mediante tripsinizacién y se incuban a oscuras a 37°C du-
rante 5-10’ en 500ul de PBS con TMRM 50-500nM. Hay que tener en cuenta que se debe ajustar la
concentracion para que la fluorescencia sea directamente proporcional al potencial de membrana,
dado que a partir de una determinada concentracion la fluorescencia es inversamente proporcional
al potencial de membrana.

Finalmente se lee la fluorescencia en el citometro excitando con el laser 488nm y recogiendo la fluo-
rescencia con el filtro 585/42.

(Protocolo detallado en la versién en CD)
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8.4 Analisis del estrés oxidativo

El estrés oxidativo se ha analizado mediante la tincién con H,DCF-DA (Invitrogen D-399). El H,DCF-
DA es una molécula que entra en las células donde es modificada por esterasas intracelulares ob-
teniéndose una molécula que al reaccionar con especies reactivas de oxigeno (especialmente H,0,)
emite fluorescencia.

La fluorescencia de las células puede medirse en un lector de placas con las células adheridas (corri-
giendo el valor de fluorescencia posteriormente con una medida del nimero celular, mediante contaje,
bradford o cristal violeta) o célula a célula mediante citometria. Seguidamente se explica el protocolo
de medida por citometria, que ha sido el usado mas frecuentemente en esta tesis.

El estrés oxidativo en algunos casos también se ha analizado mediante la tincion de dihydroethidium
(DHE) (Invitrogen D-11347) mas especifica por los iones superoxido (subclase de radicales de oxi-
geno). Cabe tener en cuenta que en algunos casos ambas tinciones de ROS pueden dar resultados
diferentes por su diferente especificidad.

Las células se incuban 30’ a 37°C en 1ml de DMEM-fenol free sin suero (puede contener esterasas)
con H,DCF-DA 15uM o DHE 10uM. Posteriormente se recogen por tripsinizacion neutralizando la
tripsina en medio fenol-free y se resuspenden en PBS. La fluorescencia se lee en el citbmetro usando
para el H,DCF-DA el laser 488nm y el filtro 530/30, y para el DHE el laser 488nm y el filtro 585/42.

(Protocolo detallado en la versién en CD)

8.5 Analisis de la cantidad de CLs

En esta tesis hemos usado el andlisis de tinciones fluorescentes de CLs por citometria de flujo para
cuantificar el contenido de CLs y la heterogeneidad poblacional en éste en diferentes condiciones.
El andlisis de CLs por citometria de flujo habia sido usado en algunas publicaciones [228, 328, 616]
aunque el uso de esta técnica no estaba muy extendido en el campo. Por ello optimizamos la tincion
de Nile red (explicado anteriormente) para su analisis por citometria de flujo.

Se usé como stock de Nile red una dilucion de éste en DMSO a una concentracion conocida (2,5mg/
ml) que se puede mantener a -20°C.

Inicialmente se probaron diferentes concentraciones de Nile red y nimero de células con el fin de
obtener una concentracion de Nile red, la fluorescencia de la cual no cambiara segun el nimero de
células. A concentraciones entre 0,1y 1ug/ml la intensidad disminuia segiin aumentaba el nimero de
células, mientras que a partir de 5ug/ml la fluorescencia era exactamente la misma, probablemente
debido a que la cantidad de tincion esta en exceso y su fluorescencia solo depende de la cantidad
de lipidos, no de la cantidad de células en que se reparte la tincién. Este punto es importante, debido
a que en este trabajo realizamos tratamientos con diferentes drogas y condiciones metabdlicas que
afectan a la proliferacion celular y a la apoptosis, de manera que frecuentemente se comparan condi-
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ciones con diferente nimero de células.

La cantidad de CLs analizada por este método reproduce la cuantificaciéon bioquimica de los triglicéri-
dos, asi como la cantidad de CLs detectada mediante el andlisis por citometria de flujo de la tincién de
BODIPI 493/503, otro marcador de lipidos neutros (Figura 4A). Ademas, la heterogeneidad observada
entre ambas tinciones de CLs es similar (Figura 4B).

A B Heterogeneidad en el contenido
de CLs(NR vs BP)

Contenido de lipidos

Acumulacion de lipidos neutros

7 M Control ONile red
80

6 oAo m Bodipy 493/503
s ° B AO+TRC
g 4
s 3
8
32
g

4

0

TAG Nilered  BODIPY 493/503 Control A0 AO+TRC  AO+DEUP

Figura 4. Comparativa de diferentes métodos de analisis del contenido celular de lipidos neu-
tros. (A) Andlisis del contenido de CLs. (B) Analisis de la heterogeneidad en el contenido de CLs

mediante diferentes métodos.

PROTOCOLO:

Para estos experimentos se plantaron las células de modo que el dia del experimento esten a un 75-
80% de confluencia.

- Recoger las células por tripsinizacion y centrifugarlas a 700G durante 4’ a temperatura ambiente.
- Resuspender las muestras en PBS y centrifugarlas a 700G durante 4’ a temperatura ambiente.

- Resuspender cada muestra en 500ul de PBS-Nile red 5ug/ml preparado inmediatamente antes (en
el caso de la tincion con BODIPY 493/503 (Invitrogen D-3922), 0,1ug/ml en PBS).

- Incubar durante 15’ a temperatura ambiente evitando la exposicion a la luz.

- Leer en el citémetro usando el laser 488nm. Los filtros de emisién usados son: 585/42 para analizar
los lipidos neutros tefiidos con Nile red (CLs); 670/20 para analizar los lipidos polares tefiidos con
Nile red (PL) (no mostrados en esta tesis) y 530/30 para analizar los lipidos neutros en la tincién con
BODIPY 493/503.

La fluorescencia de esta tincion es estable durante aproximadamente 1h, es recomendable leer todos
los tubos en este periodo de tiempo. En algunos casos al cabo de los 15’ la tincién no es completa,
para evitar infravalorar la cantidad de CLs, releer los primeros tubos al cabo de un cierto tiempo y
comprobar que se obtenga el mismo valor.

Como en la mayoria de tinciones in vivo, en caso de haber réplicas es recomendable primero leer una
réplica de todas las condiciones y luego la segunda réplica.

Analisis de la heterogeneidad:

En el andlisis del contenido de CLs por citometria, ademas de la fluorescencia promedio también se
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ha analizado el coeficiente robusto de variacion (%rCV) que permite valorar la heterogeneidad de
la muestra para el parametro estimado. Este parametro ha sido calculado por el programa propio del
citometro (BD FACSDiva) segun la férmula:

%rCV = rSD/mediana*100, donde: rSD=mediana(|x-mediana, [)*1,4826

Los estadisticos robustos permiten minimizar el impacto de un bajo nimero de valores que se esca-
pen mucho de la mediana de la poblacién.

Ademas del %rCV, en algunos casos se ha calculado el coeficiente de asimetria. Para dicho calculo
se ha exportado los datos de cada célula analizada en el citometro al excel, donde se ha calculado el
coeficiente de asimetria de la distribucion de puntos, segun la férmula:

=3
Coeficiente de asimetria = n *Z (xi - x)
m-—1*Mn-2) s

8.6 Analisis de la captacion de AGs

La captacién de AGs se ha cuantificado tratando las células con el &cido graso fluorescente BODIPY-
FLC16 (Invitrogen D-3821) 1uM durante 20’ en el medio de las células y analizando la cantidad incor-
porada por las células.

Para estos experimentos se plantaron las células de manera que el dia del experimento esten a un
75% de confluencia, y al dia siguiente fueron tratadas con acido oleico 175pg/ml. El experimento se
llevé a cabo a las 24h de carga de CLs.

Al acabar la incubacién con BODIPY-FLC16, las células se recogen por tripsinizacion y se resuspen-
den en PBS. Finalmente la fluorescencia asociada al BODIPY-FLC16 se lee en el citdmetro excitando
con el laser 488nm y recogiendo la fluorescencia con el filtro 530/30.

En otros experimentos la captacion de AGs se ha medido en poblaciones mixtas formadas por células
muy cargadas de CLs y otras poco cargadas con CLs y previamente tefiidas con DDAO-SE.

8.7 Separacion de células con diferente contenido de CLs
(cell sorting)

Debido a que los CLs son organulos muy refringentes, la acumulacién de CLs incrementa el parame-
tro SSC-A que mide la complejidad celular. Asi, el valor de este parametro es proporcional al conteni-
do de CLs y se ha usado para cuantificar estos organulos [720]. En este trabajo hemos comprobado
esta proporcionalidad (Figura 5).

Cabe destacar que en cambio no existe correlacion con el parametro FSC-A, que mide el tamafo
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celular (datos no mostrados). Correlacién entre SSC-A
y contenido de CLs

Aprovechando esta caracteristica, se separaron las Ll

células en un citémetro BD FACSAria SORP (BD Bios-

ciences) usando el noozle de 100, el laser de 488nm a

20mwatts y area scaling de 0,49.

Fluorescencia de
Nile red (U.A.)

0 50000 100000 150000
SSC-A

A) Preparacion de las células:

Figura 5. Correlacion entre SSC-A y el

contenido de CLs en células AML12.
Para estos ensayos se plantaron 6 placas de 150cm?

con células AML12 para que estén confluentes el dia

del experimento. Al dia siguiente se trataron con acido oleico 175ug/ml. Al cabo de 24h se recogieron
por tripsinizacién en tandas de 2 placas, neutralizando la tripsina con tampén de sorting filtrado
(EDTA 1mM; Hepes 25mM pH: 7.0; FBS 1% en PBS). Posteriormente se contaron las células, se
centrifugaron y se resuspendieron a una concentracion de 6-7-10° células/ml en tampdn de sorting.
Finalmente, las células se filtraron en un filtro de 0,45 ym y se llevaron al citbmetro.

B) Separacion de las células seguin su contenido de CLs:

En el citémetro, las células se mantuvieron en agitacion a 37°C en tampon de sorting. Inicialmente
se seleccionaron las células vivas e individuales mediante FSC-A/SSC-A y FSC-A/FSC-H. Poste-
riormente, entre las células individuales, se seleccioné el 15% de cada extremo de la distribucion
de SSC-A, que representa el 15% de células con mayor y menor contenido de CLs, y se recogen en
tubos diferentes a temperatura ambiente, en medio de cultivo. La separacion se llevé a cabo a unos
3000 eventos/segundo.

C) Andlisis posteriores:
Una vez separadas las células se han realizado diferentes experimentos:

- Andlisis por citometria del contenido de CLs (para comprobar la separacién por cantidad de CLs),
el estrés oxidativo y la captacion de AGs. En estos experimentos se dividen las células en tubos con
100000 células por tubo, se centrifugan y se resuspenden en las diferentes tinciones de DCF (estrés
oxidativo) y Nile red (CLs) en PBS a las concentraciones indicadas en cada caso. En los experimentos
de captacién de AGs, se resuspenden en PBS con BODIPY-FLC16 1uM y se incuban 10’ a tempera-
tura ambiente, posteriormente se centrifugan y resuspenden en PBS. La lectura en cada caso se lleva
a cabo como se explica en los protocolos individuales

- Plantar las células de alto y bajo contenido de CLs, obtenidas mediante cell sorting, en placas sepa-
radas (250000 células/placa 9cm?) y cultivarlas durante una semana para descargarse de CLs. Poste-
riormente se trataron 24h en medio control o con acido oleico 175ug/ml y se analiz6 el contenido de
CLs como se ha explicado en el protocolo de andlisis del contenido de CLs por citometria. En estos
experimentos se plantaron las células en tandas, cada vez que se obtenia 1-10° células separadas
con alto o bajo contenido en CLs, esas células eran plantadas (para evitar la muerte celular por estar
demasiado tiempo en suspension).
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8.8 Analisis de la fluidez de la membrana mitocondrial

En esta técnica, optimizada por la Dra. Marta Bosch, se aislan mitocondrias de higado de ratén y se ti-
fien con la sonda fluorescente di-4-ANEPPDHQ (Invitrogen D-36802) que cambia de emisién segun si
se encuentra en una membrana mas condensada o mas fluida [721]. Excitada con el laser de 488nm,
esta sonda emite fluorescencia a 540-580nm al encontrarse en dominios ordenados (condensados) y
a 620-700nm al encontrarse en dominios desordenados (fluidos).

Brevemente se aislaron mitocondrias de higado segun el protocolo descrito por Frezza y colaborado-
res [722] y se cuantificé la proteina mitocondrial obtenida.

En algunos casos se ha procedido a reducir o aumentar la concentracion de colesterol mitocondrial.
Reduccion del colesterol

Para reducir el colesterol se incubaron muestras de mitocondrias con methyl-B-cyclodextrin (Sigma
C4555) 4mM durante 5’ a temperatura ambiente. Posteriormente las muestras se centrifugaron a
7000G durante 10’ y se sigui6 el protocolo como el resto de muestras.

Enriquecimiento en colesterol

Para incrementar el colesterol mitocondrial se incubé 1mg de proteina mitocondrial con solucién de
enriquecimiento con colesterol (ver version en CD) durante 10’ a temperatura ambiente en agita-
cioén. Posteriormente las muestras se centrifugaron a 7000G durante 10’ y se siguio el protocolo como
el resto de muestras.

Posteriormente se procede a la tincién de las mitocondrias con Di-4-ANEPPDHQ o Mitotracker
DeepRed. Para ello se incuban 2ng/pl de proteina mitocondrial en 500ul de PBS con 1pg/ml Di-
4-ANEPPDHQ o 250nM Mitotracker DeepRed a 37°C durante 10’.

Finalmente se lee en el citometro una dilucién 1/100 en PBS de las muestras anteriores. Las mito-
condrias tefiidas con Mitotracker-Deep red (Invitrogen M22426) son seleccionadas en el citémetro
usando el laser 633nm y filtro 660/20. La tincién con este marcador nos permite detectar las mitocon-
drias y asi, seleccionar la region del diagrama de puntos de FSC-A/SSC-A correspondiente a estos
organulos.

Posteriormente, se analiza la fluorescencia de di-4-ANEPPDHQ de las particulas de esta region, ex-
citando con el laser 488nm y recogiendo la emisién en los filtros 530/30 y 670/20. A partir de estos
valores se calcul6é para cada particula el indice general de polarizaciéon (GP) = (1530/30 — 1670LP) /
(1530/30 + 1670LP), calculandose seguidamente el GP promedio de todas las particulas. Los valores
de GP se encuentran entre -1 (membranas muy fluidas) y 1 (membranas muy condensadas).

(Protocolo detallado en la versién en CD)
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