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1. ENTRADA Y TRANSPORTE DE ACIDOS GRASOS EN LA CELULA

En los mamiferos, en situaciones fisiologicas caihayuno, dieta rica en grasa y
ejercicio fisico prolongado, cuando la disponitatidde glucosa no permite cubrir las
necesidades energéticas de la célula, el mantartonie la glucemia es indispensable
para el funcionamiento normal de los tejidos domtlemetabolismo oxidativo es
parcialmente (cerebro) o totalmente (eritrocitoa ymédula renal) dependiente de la
glucosa. Una de las estrategias de adaptacion afietabs la utilizacion preferencial de
los acidos grasos de cadena larga como fuenteeailgiarcon el fin de ahorrar glucosa y
reservarla para los tejidos dependientes de glud@saxidacion mitocondrial de los
acidos grasos de cadena larga juega un papel amperen la conservacion de la
hemeostéasis energética ya que constituye una fpeintgpal de energia para muchos
organos sobre todo el musculo y el higado.

Los acidos grasos de cadena corta (4-6 atomosridentg y de cadena media (8-10
atomos de carbono) pueden penetrar en las céltlagés de las membranas por simple
difusion debido a su pequefio tamafo y sus carsiited hidrosolubles. En cambio, la
entrada de los acidos grasos de cadena larga eelidas de diferentes tejidos es un
mecanismo todavia poco conocido. Se han propuestonddelos: un transporte pasivo
no saturable y un transporte facilitado, saturapléevado a cabo por diferentes
proteinas $chaffer, 2002; Hajri, 2002 Cuando la concentracion extracelular de los
acidos grasos de cadena larga es elevada del pkdeéstos son capaces de difundir
libremente a través de las membranas plasmaticaslifusion pasiva o “flip-flop”,
mecanismo similar al de entrada de los acidos grdsocadena corta y de cadena
media. En cambio, cuando la concentracion plaseéliclos acidos grasos de cadena
larga es baja, del orden nM, su transporte esadtury se efecta por transporte
facilitado.

La primera proteina implicada en la captacion @gedcdos grasos fue la albumina
(Weisiger, 1981; Ockner, 1983El complejo formado por acidos grasos de cadena
larga/albumina permite su interaccion con la memdrplasmatica y facilita su
disociacion. A continuacion, diferentes proteinashacen cargo de los acidos grasos
libres para asegurar su paso a través de la memplasmatica tales como la FABPpm
(plasma membrane Fatty Acid Binding Pro)enue es una proteina de membrana
expresada en higado, tejido adiposo, corazon estime Gtremmel, 1985;
Schwieterman, 1988; Sorrentino, 1)8ta FAT (Fatty Acid Translocage(Harmon,
1993 también llamada CD36S(remmel, 198py la FATP Eatty Acid Transport
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Protein) (Schaffer, 199} FAT/CD36 y FATP se expresan notablemente eddsjgue
tienen un metabolismo elevado de acidos grasoadkna larga-ajri, 2002).

Cualquiera que sea el mecanismo de transportetdada de los acidos grasos de
cadena larga en la célula es bidirectional. Sinagdy cuando la transferencia se
acopla a la activacion de los acidos grasos deneadarga en aciles-CoA, la
transferencia se hace unidireccional y conduceaaasumulacion del acil-CoA en el
citosol (Schaffer, 200Q

2. TRANSPORTE INTRACELULAR Y ACTIVACION DE ACIDOS GRAS OS
DE CADENA LARGA A ACILES-CoA

Una vez captados por la célula, los acidos grasastemados por las FABPc
(cytosolic Fatty Acid Binding Proteirque juegan un papel esencial en el transporte de
estos acidos grasos hacia sus diferentes sitiagtiliEacion intracelular, tales como
mitocondrias, reticulo endoplasmatico y peroxisoriasnliohr, 1997; Glatz, 1997
Antes de ser dirigidos hacia su almacenaje, hacit@ssrcion en las membranas o hacia
su oxidacién, se activan primero a aciles-CoA. Esgcion es cataliza por el enzima
acil-CoA sintetasa (ACS) que utiliza ATP y constéua Unica etapa del catabolismo de
los acidos grasos que requiere gasto de energia.

Existen diferentes tipos de acil-CoA sintetasawsrtibn de su especificidad por la
longitud de la cadena de atomos de carbovaiins, 1996; Kerner, 19%8Los acidos
grasos de cadena corta y acidos grasos de cadelia sne activados directamente en
la matriz mitocondrial por la accion de acil-CoAtstasa de cadena corta y de la acil-
CoA sintetasa de cadena media respectivametitenperg, 197). En cambio, los
acidos grasos de cadena larga son activados @osdlgor una acil-CoA sintetasa de
cadena larga abundante en la superficie de mitomdperoxisomas y retliculo
endoplasmatico{atkins, 199Y. La acil-CoA sintetasa de cadena larga es unzipi
de transmembrana que se encuentra asociada a |&@ramammitocondrial externa
(MME) con el sitio activo expuesto hacia el citgoa (Hesler, 199))

La ACBP @cyl-CoA Binding Proteinjuega un papel importante en el transporte de
los aciles-CoA de cadena larga hacia los diferemtgdnulos donde seran esterificados
(reticulo endoplasmatico) u oxidados (mitocondiyaperoxisomas) y favorecen la
formacion de un "pool” intracelular de aciles-Ca#&i(dsen, 200§
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3. MODULACION DE LAS RESERVAS DE COENZIMA A EN LA CELU LA

Las células contienen reservas limitadas de coenAnjCoA) que son esenciales
para activar metabolitos carboxilicos. La estaiion de los acidos carboxilicos a CoA
a través de un enlace tioéster es una estrategiarcasada en procesos metabolicos
para “activar” un metabolito relevante y que recpliel gasto de energia. Los aciles-
CoA resultantes de la activacion de estos acidoggpcionan sustratos activados para
muchas rutas metabdlicas importantes tales comiclelde Krebs, la sintesis de lipidos
y colesterol, la modificacion post-traduccional pieteinas y para mecanismos de
detoxificacion.

Esta activacion tiene dos consecuencias: en priogar, mantiene el acil-CoA
formado impermeable a las membranas celularessggundo lugar, secuestra el CoA
de los acumulos limitados que existen en los cotmpantos subcelulares. Como
resultado, los aciles-CoA se mantienen separado®<wliferentes compartimentos
celulares, lo cual es muy importante debido a tia attividad biolégica mostrada por
alguno de ellos, incluyendo la regulacién de expregeénica, el trafico a través de las
membranas y la modulacion de las actividades d&esuionicos. Consecuentemente, la
célula requiere dos sistemas: primero, un mecanigam el control de las
concentraciones de ésteres de CoA que es rapidonigvolucra las energéticamente
costosas hidrolisis y resintesis de los éstereartir gle acidos grasos libres, y en
segundo lugar, un sistema que después de la simesal del ester de CoA, permite a
la parte acil del acil-CoA atravesar las membrasiada necesidad de gastar de nuevo
energia Lammit, 1999a; Ramsay, 2004

La célula consigue estos requerimientos graciasstdma carnitina que consiste en
varias proteinas que transportan la carnitina ywaeos de carnitina a través de las
membranas y enzimas. Se trata de las proteinagimaraciltransferasasZgmmit,
19999 que catalizan la reaccidon de transesterificaceuersible entre acil-CoA y L-
carnitina para formar el correspondiente esteratmitina y regenerar el CoAigura
1). Por tanto, el sistema de carnitina aciltransi@saconecta las diferentes reservas de
aciles-CoA y amortigua las fluctuaciones en su destacilado que podrian ser
perjudiciales para la homeostasis celutanr(isay, 200)1
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Figura 1. La reaccidén catalizada por las carnitinaaciltransferasas La parte acil, esta
representada en color rojo.

4. LAS CARNITINA ACILTRANSFERASAS UNA FAMILIA DE ENZIM  AS

Las carnitina aciltransferasas se dividen en ttases que se diferencian por la
afinidad selectiva hacia la longitud de cadenaatbano del acido graso que utilizan
como sustrato. Ademase diferencian por distinta distribucion subceluldistintas
cinéticas y funciones fisioldgicas. lEgura 2 ilustra las posiciones de las diferentes
aciltransferasas en la célula.
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Figura 2. Localizacién de las carnitina aciltransfeasas en las células de mamifero$Se
muestra el enzima carnitina/acil-carnitina tranasac (CACT) en cuadros rayados. OCTN2:
transportadores de cationes organico dependiensodie. CrAT: carnitina acetiltransferasa.
COT: carnitina octanoiltransferasa. CPT: carnitpamitoiltransferasa. Acetil-L-Cn: acetil-
carnitina. Figura tomada de la referenc¢iaifisay, 200/

La carnitina acetiltransferasa o CrAT (EC. 2.3.1(B)eber, 198% actua con
sustratos de cadena corta como el acetil-CoA ga#ita en la matriz mitocondrial, en
el reticulo endoplasmatico (RE), en los peroxiso(hasucci, 1983 y se ha descrito su
presencia también en el ndcleo. Mientras, la damibctanoiltrasferasa o COT (EC.
2.3.1.137) se localiza en la matriz peroxisomahgilita el transporte de acidos grasos
de cadena media de atomos de carbongCig) desde los peroxisomas hasta las
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mitocondrias a través de la conversion de acileS-@cortados tras I@-oxidacion
peroxisomal a acil-carnitina~¢rdinandusse, 19R9La B-oxidacion peroxisomal no
proporciona energia directamente pero es capazattaalos acidos grasos de cadena
muy larga, preparandolos para la posteffleoxidacion mitocondrial. COT tiene
también una importante accién detoxificadora deéecuwhs oxidadas en el peroxisoma
como eicosanoides y xenobidticos. Finalmente, lamiitna palmitoiltransferasas
(CPTs) (EC. 2.3.1.21) 1y 2/¢Garry, 1997 localizadas en la membrana mitocondrial
externa y membrana mitocondrial interna respecteras) facilitan el transporte de los
acidos grasos de cadena largas @ la matriz mitocondrial donde se utilizan paf-I
oxidacion {(/icGarry, 199). CPT1 es la Unica aciltransferasa que tiene aatiescto a
las reservas citosolicas de aciles-CoA.

5. TRANSPORTE INTRAMITOCONDRIAL DE LOS ACIDOS GRASOS D E
CADENA LARGA: EL SISTEMA CARNITINA PALMITOILTRANSFE = RASA

Los aciles-CoA de cadena larga activados y ori@stdcia la via de la oxidacion
deben penetrar en la matriz mitocondrial dondens@mxidados. Al ser la membrana
mitocondrial interna impermeable a estos aciles-Ce# necesario un sistema de
transporte para su transferencia en la maffigufa 3). Esta translocacion esta
asegurada por el sistema de las carnitina paltn#ogferasas (CPT, EC 2.3.1.2) y se
efectla en tres etapas distintasufisay, 200t

s En primer lugar, CPT1 se hace cargo de los aci@s40rmados por la accion
de acil-CoA sintetasa de cadena larga en la meralaocondrial externa. Esta
enzima, localizada en la misma membravar(hy, 1987 cataliza la formacion
de acil-carnitina a partir de acil-CoA y de L-caima, trasladando el grupo acil
del atomo de azufre del coenzima A sobre el grudookilo de la carnitina
(Fritz, 19585.

% Los productos de la reaccion (acil-carnitina) somoeces translocados a la
matriz mitocondrial en un intercambio catalizado poa proteina integral de
membrana, carnitina/acil-carnitina translocasamteé¥ndo asi a los residuos de
cadena larga atravesar la membrana mitocondrednatPande, 1976

% Dentro de la matriz mitocondrial, CPT2, enzima &t a la cara interna de la
membrana mitocondrial interna cataliza la formaadii@h acil-CoA a partir de
aciles carnitina importados desde el citosol yladen el grupo acil de las acil-
carnitina sobre el coenzima Al(rthy, 1987.
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Los aciles-CoA en la matriz mitocondrial proveneana la vez del transporte de los
acidos grasos de cadena larga desde el citosolayat#ivacion al nivel de la matriz de
los acidos grasos de cadena corta y acidos grasoad&na media son degradados por
las enzimas de Ig-oxidacion.

El paso limitante de la transferencia de los adlles a la matriz mitocondrial y de
hecho, de la oxidacion de los acidos grasos deneddega, es catalizada por CPT1. La
actividad de esta enzima es controlada y fuerteeneegulada por su inhibidor
fisiolégico malonil-CoA, el primer intermediario di& lipogénesis. Este proceso,
permite que la célula senale la disponibilidadtredade lipidos e hidratos de carbono
en el higado, corazdén, musculo esquelético y kitas$ pancreatica.

/@TE\
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Figura 3: Transporte de acidos grasos dentro de lmitocondria mediante el sistema CPT.
Los &cidos grasos de cadena larga (AGCL) se activacil-CoA por accion de acil-CoA
sintetasa de cadena larga (CL-ACS). El transpatead|-CoA al interior de la mitocondria se
lleva a cabo por accién de CPT1 localizada en lalonana mitocondrial externa (MME) y que
convierte el acil-CoA en acil-carnitina, carnitiaail-carnitina translocasa (CACT) que
transporta la acil-carnitina a través de la memdbraitocondrial interna (MMI) y por accién de
CPT2 que reconvierte la acil-carnitina en acil-CaAs niveles de malonil-CoA, inhibidor de
CPT1, estan regulados por las actividades de defil carboxilasa (ACC) y malonil-CoA
descarboxilasa (MCD). Estas dos proteinas estarvazsreguladas por AMPK. AGCM: acidos
grasos de cadena media, AGCC: 4cidos grasos deaadda, CM-ACS: acil-CoA sintetasa de
cadena media, CC-ACS: acil-CoA sintetasa de cacema.
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5.1Topologia y conformacion de CPT1

CPT1 es una proteina integral de membrana mito@nduyos extremos N-
terminal (residuos 1-47) y C-terminal (residuos -¥23) estan proyectados hacia el
citosol, ya que muestra dos regiones hidrofobicds® primeros 150 aminoacidos de la
proteina Esser, 1998 Estas dos regiones hidrofébicas son segmerdnsrrembranas
compuestos de putativashélices hidrofébicas (segmento transmembrana 11{TM
residuos 48-75 y segmento transmembrana 2 (TM8)ues 103-122) y serian las
responsables del anclaje del enzima CPT1 en la na@alnitocondrial externa. Los 18
primeros aminoacidos estan altamente conservados @&anbas isoformas—d&PT1A
y CPT1B. El pequefio lazo de 27 residuos entre éessegmentos transmembranas se
orienta hacia el espacio intermembranasr, 1996(Figura 4). Se ha sugerido que el
segmento transmembrana 2 es esencial para la teoo@sformacion y repliegue del
dominio catalitico C-terminaljue es insensible a la accion de las protegsase los
residuos 123-147 localizados inmediatamente tras selgmento segmento
transmembrana 2 funcionan como sefal de direccieméoma la matriz mitocondrial y
no es proteolizada. Estos residuos especificanciitacion en mitocondria, mientras
que los segmentos transmembranas actian como uwnweens@ de “paro de
transferencia” que detiene y ancla CPT1 transloeada mitocondrial{ohen, 200).

La expresion heteréloga en levadura de proteinas @iPmeras o parcialmente
deleccionadas permiti6 mostrar que el dominio Mieal es esencial para la
adquisicion y la conservacion de la conformaciotadaoteina y también es importante
para su actividad enzimatica y su sensibilidad domilaCoA (Cohen, 1998 Este
extremo citosolico N-terminal de CPT1A enmascarasiiio de corte de la tripsina
localizado en los 150 ultimos residuos del domi@iterminal que es muy compacto y
gue se encuentra en parte escondido en el resagpdeteina por el extremo N-terminal.
Asi, la extremidad N-terminal de CPT1A (residuog7)-estaria espacialmente proxima
al dominio catalitico C-terminal. Por otra parteacdo las mitocondrias intactas de
levadura que sobreexpresan CPT1A deleccionada si@kulltimos aminoacidos C-
terminales son incubadas en presencia de tripkinproteina es digerida totalmente
(Pan, 200). Esto sugiere que los 31 ultimos aminoacidosidues 743-773) son
esenciales para el plegamiento y estabilidad dairen
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Figura 4: Topologia de CPT1.Representacion de la topologia de CPT1 deduciddaser

(Fraser, 199y con algunas modificaciones. Se indican los anuitleé localizados en las
entradas y salidas de los elementos transmembraivdls y TM2. MME: membrana
mitocondrial externa, N-ter: dominio amino termigal-ter: dominio carboxi terminal.

5.21soformas de CPT1

Existen varias isoformas de CPT1 codificadas pstirdds genes y que presentan
propiedades bioquimicas y distribucion tisular iifge (/icGarry, 1997.

5.2.1 Isoforma hepatica (L-CPT1 o CPT1A)

El gen de CPT1A humano ha sido localizado en emosmma 11g13.1-q13.5
(Britton, 1997). EI cADN de CPT1A de rata codifica una proteima7d3 aminoacidos
de masa molecular aparente 88 kBaser, 1998 En rata adulta, CPT1A se expresa
fuertemente en higado, pulmén, pancreas, intestifidn, cerebro y ovarios. En
cambio, se expresa débilmente en corazon y tefigmso blanco y esta ausente en el
musculo esquelético y el tejido adiposo marrbtrc@arry, 1997; Brown, 1997 Su
actividad es inhibida por malonil-CoA y su sengilaitl frente a este inhibidor varia
segun las condiciones fisiopatologicas 5lG 3-30 uM). CPT1A tiene una gran
afinidad por los sustratos carnitinanfkc 30 uM) y acil-CoA de cadena larga (Kpara
el sustrato palmitoil-CoA 40 - 150uM).

5.2.2 Isoforma muscular (M-CPT1 o CPT1B)

El gen de CPT1B humano ha sido localizado en ehcsoma 22q13.31-q13.32
(Britton, 1997. EI cADN de CPT1B de rata codifica una proteiea7/d@2 aminoacidos
de masa molecular aparente 82 kBaser, 1996 CPT1B se expresa esencialmente en
musculo esquelético, corazdn, tejidos adiposoblgmmarrdn, testiculos y en una sola
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region del cerebro, el cerebela{rentyev, 200)t Una de las funciones importantes del
cerebelo es el control de la contraccion musculse ya sugerido que la expresion de
CPT1B en esta region del cerebro permitiria unrobmias sensible de [&oxidacion.
CPT1B presenta una afinidad mas débil para elaostarnitina (k= 500 uM) pero
una afinidad para el acil-CoA de cadena larga escma a la de la isoforma hepética.
Su sensibilidad a la inhibicién por malonil-CoAd=s 30 a 100 veces mas elevadadIC
~ 0,03 uM) que la de CPT1ANcGarry, 1983; Mills, 1983; McGarry, 19n7Asi, la
actividad CPT1B dependeria Unicamente de las vanes en las concentraciones del
inhibidor. De hecho, en el corazon y los musculsqueléticos donde CPT1B se
expresa mayoritariamente, el flujo depaxidacion de los acidos grasos de cadena
larga va a ser modulado por variaciones muy débitedss concentraciones de malonil-
CoA, ya que la sensibilidad del enzima frente & @shibidor es muy elevada. No
obstante, teniendo en cuenta que la concentraaibacelular del malonil-CoA es
similar en muasculo e higado (1 a M) (Saddik, 1998 CPT1B estaria inhibida
constantemente. Se ha propuesto que malonil-Cakiastecuestrado por una proteina
impidiéndole interaccionar con CPT1Brown, 1999.

Se ha demostrado que CPT1B de rata, (19980 y humana (u, 19989 pueden
sufrir dos formas dsplicing alternativo de los exones 4 y 5. Esto daria or@dres
ARN madurosl (CPT1B),32 (CPT1B deleccionada del exdn 4 y parte del eyon 3
B3 (CPT1B deleccionada del exon 5). La forfia no tiene el segundo dominio
transmembrana (TM2) con lo cual no esta claro sdpuinsertarse en la membrana
mitocondrial. En cuanto de la forng3, le faltan 34 aminoacidos en el extremo N-
terminal y sus propiedades bioquimicas son desaamcAmbas isoformas mantienen
el extremo C-terminal catalitico y los residuos eddremo N-terminal cruciales para la
inhibicion por malonil-CoA. Ademas, se ha sugerigiee ambas formag2 y B3
codificarian para proteinas que, incluso aunquensertaran correctamente en la
membrana mitocondrial externa, tendrian propiedadesliticas y de sensibilidad al
malonil-CoA alteradas. Sin embargo, cuando las &srf y B3 se expresan en
levadura, no se detecta ninguna actividad CR/EL (der Leij, 200).

5.2.3 Isoforma cerebral (CPT1C)

Recientemente, un nuevo miembro de la familia defICRCPT1C, ha sido
identificado y su cADN clonadoP(ice, 200). El gen de CPT1C humano ha sido
localizado en el cromosoma 19q13.33. La secugmuizaria de la proteina, deducida a
partir de la secuencia del cADN esta formada p@raffiinoacidos. Un alineamiento de
secuencias de cADN de las proteinas de raton y maimauestran una identidad del
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83,5% (rice, 200). Se ha descrito que CPT1C se expresa esencigmenésticulos y
en el cerebro, concretamente en regiones implicadasl control de la ingesta tales
como el hipotalamo, hipocampo, corteza y los niclearaventriculares. Este enzima
presenta una gran similitud de secuencia aminaacicbhn CPT1A (70%) y CPT1B
(66%) y contiene todos los residuos importantesa plx actividad carnitina
aciltransferasa y para la union del malonil-CoAsat#os en otos miembros de la
familia. Segun el estudio realizado por Lane yslaboradoresiiai, 2007, se trata de
una proteina integral de membrana presente enrn@naea mitocondrial externa y es
capaz de unir malonil-CoA con una constante ded#thKp = 0,3 UM, que esta dentro
de las concentraciones hipotalamicas del inhib{@¢dk-1,4 uM), lo que sugiere que la
actividad de CPT1C puede estar controlada por rmdah (\Wolfgang, 2006x La
interaccion entre malonil-CoA y CPT1C podria sepamiante para la sefalizacion en
las neuronas hipotalamicas que regulan el consweralighentos y el gasto energético
periférico Cha, 200}

Otros estudios realizados por el mismo grupo da@@sbn que los ratones
deficientes (knockout) en CPT1C, presentan pérdidaapetito y tienen un peso
corporal inferior a los animales control cuand@eslimentados con una dieta normal.
Paraddjicamente, estos ratones knockout de CPTA@&s susceptibles a la obesidad
bajo una dieta rica en grasa. La sobreexpresio@RIELC en el hipotalamo protege
estos ratones de la ganancia de peso bajo lardiaten grasa, sugiriendo que CPT1C
protege contra los efectos de este tipo de alimi@may que este enzima es necesario
para la regulacion de la homeostasis energéficai(jang, 2006)

Sin embargo, estudios mas recientes realizadoswestro grupo fierra, 200}
demuestran que la sobreexpresion de CPT1C fusiankdgroteina fluorescentgréen
fluorescent protein en células de cultivo (linea celular embrion d@m humano
HEK293T vy fibroblastos humano PC-12) indican claeate que CPT1C se localiza en
el reticulo endoplasmatico en vez de la mitocongrique la region N-terminal de
CPT1C es responsable de la localizacion de la ipeoten este organulo. El estudio
demuestra que CPT1C utiliza el palmitoil-CoA corastgato y que tiene una actividad
carnitina palmitoiltransferasa. Debido a su lo@dian especifica en el cerebro, CPT1C
no participa en la oxidacion mitocondrial de losidés grasos sino que esta
probablemente implicada en rutas biosintéticas|ittatdo el transporte constante del
palmitato a través de las membranas del reticuibmasmatico, manteniendo un
equilibrio entre las reservas en acil-CoA del atoy el limen del reticulo
endoplasmatico.
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5.3La proteina CPT2

Contrariamente a CPT1, solo existe una isoform@Ri€2. El gen de CPT2 humano
has sido localizado en el cromosoma 1p32liera, 199). ElI cADN de CPT2 ha sido
clonado de rata\\(oeltje, 1990n y de humano Kinocchiaro, 199y codifica una
proteina de 658 aminoacidos (74 kDa) donde los ggom 25 residuos del dominio
amino terminal (N-terminal) constituyen una sefial direccion hacia la matriz
mitocondrial, que se parte durante la importaciénlal proteina a la matrizz(own,
1991). La forma madura de CPT2 (68 kDa) esta débilmestxiada a la membrana
mitocondrial interna del lado de la matriz. Su egpin enEscherichia coliy en las
levadurasSaccharomyces cerevisigePichia pastorispermitio poner en evidencia una
actividad CPT insensible al malonil-CoA. Su expdases ubicua en rata y humanos y
no varia segun las condiciones fisiopatolégicasGarry, 1997.

6. CARNITINA ACILTRANSFERASAS SENSIBLES A MALONIL-CoA

Una caracteristica que diferencia a las variagideties carnitina aciltransferasas es
su sensibilidad frente a la inhibicion por maldddA, el primer intermedio en la
sintesis de acidos grasos. CPT1 y COT son sensiltegonil-CoA mientras que CrAT
y CPT 2 no lo sonNcGarry, 199). ElI malonil-CoA es sintetizado a partir del aketi
CoA por el enzima acetil-CoA carboxilasa. Una dieacion de las carnitina
aciltransferasas basada en sus sensibilidadesoaitv@abA, se resume en Teabla 1.

12



Introduccién

o Masa Localizacion Compartimento Especificidad
Abreviacién
molecular intracelular accesible de acil-CoA
Sensibles a malonil-CoA
Membrana mitocondrial _

CPT1 88 kDa externa Citosol GsCoA
CPT1per 88 kDa Peroxisomas Citosol 16COA
CPT1ret 88 kDa Reticulo endoplasmico Citosol 16-CoA
COTper 69 kDa Peroxisomas Lumen peroxisomal ;,-CDA
I nsensibles a malonil-CoA

Membrana mitocondrial o )

CPT2 69 kDa interna Matriz mitocondrial GsCoA
CrATmit 67,5 kDa Matriz mitocondrial Matriz mitocdnial G-CoA
CrATper 69 kDa Lumen peroxisomal Lumen peroxisomal C,-CoA

Tabla 1. Clasificacién de las carnitina aciltransfeasas basada en la sensibilidad a malonil-

CoA.

7. DEFICIENCIAS HUMANAS EN CARNITINA ACILTRANSFERASAS

En patologia humana sélo son conocidas las deficisren CPT1 y CPT2, siendo
las mas frecuentes las de CPT2. Hay mas de 206 asaleficiencias en CPT2
descritos en el mundo. Sin embargo, sélo se conages 20 casos de deficiencias en
CPT1A (ver Apéndice 4 y ninguno para CPT1B y CPT1C.
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RELACION ESTRUCTURA-FUNCION DE LAS CARNITINA
ACILTRANSFERASAS
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8. ESTRUCTURA TRIDIMENCIONAL (3-D) DE LAS CARNITINA
ACILTRANSFERASAS CRISTALIZADAS

Los modelos estructurales 3-D de CrAT human@a (2003 y de raton {ogl, 200y
fueron descritos casi simultdneamente. CrAT denrdéb@ cristalizada sola o con el
sustrato CoA o carnitina, mientras que CrAT humiamacristalizada sola o con la L-
carnitina Govindasamy, 2003aTambién, se ha descrito la estructura cristakoga de
COT de raton sola o unida al sustrato octanoiltami mostrando por primera vez la
estructura del sitio de union del grupo acil efalailia de las carnitina aciltransferasas
(Jogl, 200). Recientemente, se ha descrito el cristal dedenkas enzimas que utiliza
aciles-CoA de cadea larga, CPT2 de rataigo, 200} Hasta hoy, no se ha obtenido
ningun cristal del enzima CPT1 aunque un posibleletw estructural para CPT1A
humana y de rata han sido publicados respectivarmnt Gobin y sus colaboradores
(Gobin, 200} y por nuestro grupad\orillas, 2009. Ambos modelos estan basados en
la similitud de estos enzimas con el cristal de Tdé raton.

8.1El centro activo y la histidina catalitica

La estructura de CrATJ(gl, 2003; Wu, 2003revela una proteina monomérica
formada de dos dominios N y C y constituida de djasp y 20 hélices: para CrAT de
raton (Jogl, 200} y de 14 hojag y 17 hélicesx para CrAT humana/(u, 2003. Estos
dominios tienen una organizacion similar, presemtay poca homologia de secuencia
y crean un tunel de aproximadamente 10A de dianwieoatraviesa la proteina. Este
tunel define una superficie accesible al solventeek centro de la proteina que
constituye el sitio activoiigura 5A).

Las estructuras de COT y de CPT2 son notablememi#aies a la de CrAT,
consecuente con el hecho que ambas enzimas compadéddentidad de secuencia de
aminoacidos del 36% y de 35% respectivamente cé&T Csin embargo, se observan
diferencias significativas en la region de uniom gieipo acil en el sitio activo que
define la diferente especificidad del sustrato-&oA de ambas enzimasogl, 2005;
Hsiao, 200 (Figura 5B y 5C). En la estructura de COT se observa un canaheral
sitio activo hacia el centro del dominio N que wlegrupo acil de los sustratos de
cadena mediaF{gura 5B) (Jogl, 200} y en la estructura del cristal de CPT2, se
observan tres dominios: uno de union de la camititro de unién del CoA y el ultimo
para la unién del grupo acil de cadena larga detfraio Figura 5C). Ademas, CPT2
presenta en el dominio N una insercion de 30 residarmando dos helices (06" y
a6") de naturaleza hidrofébica y unidas a dos pegaé@oja$ (B1' yp2"). Es probable
gue esta superficie sea importante para la asoniag este enzima con la membrana
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mitocondrial interna. Esta superficie se localieeca del tunel de entrada al sitio activo
del enzima sugiriendo que las acil-carnitina de eoad larga que hayan sido
transportadas a través de la membrana mitocondriatna pueden ser dirigidas
directamente al sitio activo de CPT2. En este dengs posible que este inserto pueda
favorecer interacciones directas entre CPT2 y ttaanacil-carnitina translocasa en la
membrana mitocondrial interna lo que puede coordthransporte de los acil-carnitina
y su conversion a acil-CoAs.

Los estudios bioquimicos y de mutagénesis hanifitento la Hi$** en CrAT como
el residuo catalitico. H&® en CrAT esta posicionado en el centro del tinelddose
encuentre el sitio activo y es accesible por las cinales: uno es el canal para unir el
sustrato carnitina y el otro para unir el CoRigura 5A). Ademas, el cambio del
residuo homoélogo de H en CrAT en los enzimas CPT1 de rata {F)s CPT2
(His*"3) y COT (Hi$?") mostré una inactivacion total de estas enzimasi{las, 2001;
Brown, 1994a; Morillas, 2000
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Figura 5. Estructuras cristalograficas de carnitinaaciltranferasas. A) Representacion en
cintas de la estructura de CrAT de ratdng(, 200}. Se representan las héliaegn amarillo,
las hojasB en azul, los lazos en magenta vy el residuo tatallis’* en rojo. Se muestran las
posibles posiciones de la carnitina y los atomoscadono del CoA en verde y marron
respectivamenteB) En la misma orientacion se muestra la estructetecistal de COT de
raton (ogl, 200) en la que se representa el sustrato octanoitteren verde y el residuo
catalitico Hi$*’ en rojo.C) Estructura de CPT2 de ratas(ao, 200} Se representa la carnitina
en verde, el CoA en marrén, la Biscatalitica en rojo y se numeran las héliegslas hojas
implicadas en la union del enzima a la membranaawitdrial interna en color azul oscuro. Se
numeran e indican en negro las tres cadenas edigdtibservadas en la estructura del cristal y
que fueron generadas en presencia del detergerité (Badecilo-dimetilo-benzil-bromuro de
amonio) puesto en la solucion de cristalizacion.
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8.2 Sitio de union de la carnitina

La estructura del cristal de CrAT de raton unida saktrato carnitina fue
determinada a una resolucion de 1,998¢(, 200). Cuando se une la carnitina aparecen
cambios estructurales menores en el enzima. Esteaguse une a la proteina en una
conformacion parcialmente replegada con sus gropdsoxilo e hidroxilo orientados
en direcciones opuestas. El sitio de union detaitt@a esta formado por las hojékl-
14 del dominio C y de la héliags-hojapl y la héliceal2-hojap8 del dominio N
(Figura 6A). Una vez unida al enzima, una sola cara de l&ecntd de la carnitina esta
expuesta y es accesible. Este sustrato interacidaelenzima via interacciones de
puentes de hidrégeno y interacciones electrostatioa diferentes residuos del tunel.
Segun el modelo de ratdn es evidente que el grigsoxXio de la carnitina interactda
con la histidina catalitica HiE. El &tomo de carbono del grupo carboxilo de laitaa
establece un enlace electrostatico con la argiilBa(Arg*®) (corresponde a APE en
CPT1A) localizada en la héliagl8. Los atomos de oxigeno de este grupo carboxilo
interactian formando puentes de hidrogeno con Hoegog hidroxilos de los residuos
Tyr**? y Sef** localizados en la hojall (Tyr®®y Ala®®* en CPT1A), con el residuo
Thr*®®localizado en la hoja12 (Thf°?en CPT1A) y con una molécula detH(Figura
6B). Esta molécula de agua establece también trestgmuale hidrégeno con los
residuos de Tri%? y Tyr'®” ambos localizados en la hélio®, y otro con el GRf’
localizado en la interseccion entre la hpgay la hélicenl2 (Tr*°, Ty y Ala*’® en
CPT1A).

Finalmente, el grupo amino de la carnitina se Ieaakn un entorno bastante
hidrofébico y orientado hacia los residuos de’8ePhe®® y Val® localizados en las
hojasp13 yp14 (Sef®® Phé'?y Ala™®en CPT1A) Figura 6A y 6B) (Jogl, 200). Los
residuos S&r~Thr°:Ser>* que han sido modelados en CrAT humana como préximo
a la carnitina, pertenecen a un grupo -STS- mugamado en las aciltransferasas y que
jugaria un papel en la estabilizacion de un estagéomediario durante la catalisig/(l,
2003. La mutacion de esta Ser a Ala en COT bovina Z8%4ausé un aumento de 17
veces en el valor derKpara la carnitinaironin, 1997h EI grupo trimetilamonium de
la carnitina no muestra muchas interacciones dsgescicon el enzima ya que su carga
positiva no es reconocida por un residuo cargadatn@mente préximo a esta carga de
la carnitina. El analisis estructural sugiere gsia €arga positiva debe ser mantenida y
juega un papel importante para la catalisis enztaat

La gran mayoria de los residuos implicados en lerume la carnitina estan
altamente conservados en las carnitina aciltramsdst Es el caso de la Tfiry de la
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Arg>*® (Thi*?y Arg®?en CPT1A) erel enzima CrAT, que juegan un papel importante
en el reconocimiento del grupo carboxilo de la itaa La mutaciéon de ArRg® de
CrAT a su homoélogo la ASH en COT bovina (R505N) condujo a un aumento de 1650
veces en el valor derKpara la carnitina sin cambios importantes enrtapéara el CoA

o en el valor de Bat del enzimaCronin, 1997} lo que confirma el papel critico de la
Arg en la unién de la carnitina.

GovindasamyGovindasamy, 200)aristalizo el enzima CrAT humana formando
un complejo con la carnitina y caracterizo via rgéateesis dirigida algunos residuos
implicados en la unién con la L-carnitina, comdgt*>?y Thr*®®. La mutacién de estos
residuos posiblemente elimina la interaccion deinpe de hidrogeno entre el enzima y
el grupo carboxilico de la L-carnitina. Ademaspriatacion del residuo cargado At
por un residuo no cargado (R518Q), aumento6 el w@doKm para la L-carnitina 232
veces. Tal como se esperaba, esta sustituciomuntpid la interaccion electrostatica
entre el enzima y el grupo carboxilato de la caraitEste resultado es consecuente con
un estudio previo en COT(onin, 1997h

5552

Carnitina

i B2

Dominio Co T e B,

Figura 6. Modelo estructural de unidén del sustrato carnitinaen CrAT de ratén. A)
Representacion en cintas del centro activo de udera carnitina en CrAT de ratén. Se
muestra la cadena lateral del residuo cataliticd*Hen rojo, la carnitina en verde y se indica
con una W la molécula de agua cerca de la carni®aDibujo esquematico de las
interacciones entre carnitina (verde) y CrAT. Seestian las interacciones que unen hidrégeno
con lineas gruesas discontinuas y la interacciéctrektatica entre el grupo carboxilato y la
Arg>'® se muestra con una linea fina discontinua. Lagseptaciones se toman de Joglo,
2003.
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8.3 Sitio de unién del CoA

El sitio de unién del CoA se localiza a nivel dehlatidina catalitica H%® en el
lado opuesto al sitio de union de la carnitinalesristal de CrAT de ratériF{gura 7A).
El grupo tiol del CoA reacciona con la Efia través de un puente de hidrégeno. Esta
interaccion esta directamente implicada en el msgan de reaccion. ElI grupo 3'-
fosfato del anillo purinico del CoA interacciona ncdas Ly$"® y Lys*?®

(correspondientes a Y8y Lys"® en CPT1A). También, la cadena pantoténica del

OA Interacciona con los residuos u Igura ogl, .
CoA i i | iduos Ay GIu*™3 (Fi 7B) (Jogl, 2003}

Figura 7. Modelo estructural de unién del CoA en CrAT de raté. A) Mapa de densidad
electronica para el CoA a una resolucion de 2,3répyesentacion de la superficie de CrAT en
la regién de unidn del CoMR) Representacion en cintas del sitio de unién dél @o CrAT de
ratbn. Se muestra la molécula del CoA en marrome yndica la cadena lateral del residuo
catalitico Hi*® en rojo. Representaciénes tomadas de Jogl (2004: Jogl, 2005

8.4 Sitio de unidén de los acidos grasos

El modelo estructural de CrAT de ratdn sugiere Xistencia de un bolsillo
hidrofébico de unién de los &cidos grasos. Estsilbmestaria formado por las hojgs
y B8 y también la hélicel2 del dominio N y por las hojgd3 y 14 del dominio C
(Figura 8A) (Jogl, 2003. En la hojaB14 se encuentra el residuo Métue juega un
papel importante en la selectividad de los sudra® las carnitina aciltransferasas
(Hslao, 2004; Jogl, 200ya que su cadena lateral obstruye la entradasisustratos
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acil-CoA de cadena media y larga al bolsillo hidlmto preformado. Este residuo esta
conservado solamente en CrAT y esta sustituidouparglicina en las otras carnitina
aciltransferasas (CPT1, CPT2 y COT). Resultadoseptados por nuestro grupo
confirmaron que el residuo M&t mutado a una glicina era critico para la espediit
del enzima CrAT de rata hacia el sustrato acetdCBlI mutante CrAT M564G
permitié alojar aciles-CoA de cadena media, comvido el enzima CrAT de rata en
COT (Cordente, 2004

Igual que en el cristal de CPT2, en el cristal d®@TCde raton unido a la
octanoilcarnitina se observa un tercer canal cer@rsitio activo hacia el centro del
dominio N. Esta canal corresponderia a un bolsidaunién al acido graso de cadena
media que estd enmarcado longitudinalmente paduesihidrofobicos que definen un
sitio de union estrecho y en forma cilindricad/, 200). Este sitio representa un lugar
adecuado para el entorno de los grupos &igufa 8B y 8C). La diferencia mas
importante entre COT y CrAT es la presencia de Gh&> en COT que en CrAT
corresponde a la M¥&. El pequefio tamafio de esta Gly en COT crea unciespa
adicional para la unién de aciles-CoA de cadenaandiliestro grupo demostré que la
sustitucién del residuo Gl en COT de rata por un residuo mas voluminoso, éa M
(mutante COT G553M) cambia su especificidad deatashacia aciles-CoA de cadena
corta Cordente, 2004

El residuo Met** forma parte de una secuencia de tres aminoacidf6&>Wet®*-
Phe®® en CrAT de raténHsiao, 200} y de Vaf**Met*~Ser® en CrAT de rata
(Cordente, 200/} En el caso de CPT1, esta secuencia correspotids aesiduos de
glicina (Gly%-Gly"**-Gly’"*Y). Estos residuos que tienen una cadena de &atomos d
carbono mas corta, permiten la existencia de umsillwolhidrofobico mas ancho
accesible a los aciles-CoA de cadena larga. Agispeecificidad por los sustratos acil-
CoA de las carnitina aciltransferasas seria depetwide la naturaleza de tres
aminoacidos al nivel de la entrada al bolsillo bidbico. La importancia de estos
residuos de glicina se ha puesto de manifiestcesstudio con pacientes deficientes en
CPT1A que permitio identificar a dos pacientes mopaentados que tenian la
mutacion G709E y G710E, respectivamente. Estaagiumes sustituyen las pequefas
glicinas por un grupo cargado que seguramente gripidinion del sustrato. El analisis
funcional de estas mutaciones mostr6 que ambasuc@ma una pérdida total de la
actividad catalitica del enzim&i(p-Buus, 2001; Gobin, 2003

No solo algunos aminoacidos son fundamentaleslpaelectividad de la longitud
de la cadena del acido graso, también variaciostsicturales entre las diferentes
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carnitina aciltransferasas jugarian un papel relievaLa diferencia mas remarcable en
las enzimas CPT1 es la presencia de una insereid® @aminoacidos entre dos hofas
(B13 yp14 en la estructura de CrAT de ratdn) que pasatdireente por el sitio activo.
Estos cambios en CPT permiten formar un bolsillo utgn flexible que puede
acomodar grupos acil-CoA de cadena mas larga gAd @o puede utilizar como
sustratos\(/u, 2003.

Se propuso un posible sitio de union de los grgeilsde cadena larga cuando se
cristalizd CPT2 de rata. La utilizacion del detetrgeBAM (dodecilo-dimetilo-benzil-
bromuro de amonjo que también es un inhibidor de la actividad CPa 2altas
concentraciones, afiadido a la solucion de crisiglhn del enzima CPT2, reveld la
existencia de tres moléculas de cadenas alifatieaBAM en la estuctura del enzima
(Hsiao, 200). Dos de estas moléculas de BAM se localizan eitielactivo dentro del
tunel y parecen bloguear el acceso de los sustcarogtina y CoA al enzima-{gura
5C y Figura 8D). Es interesante destacar que la tercera caddatical de BAM se
localiza en otro tinel mas estrecho y esta reladorcon el sitio activo del enzima
(Figura 8D). Este sitio corresponderia al del grupo acil @éena larga del sustrato de
CPT2. Esta tercera molécula de BAM esta situad® d¢mthojaBl4 (parte del dominio
N) y una cara de las hoja$5,p16, yp10 en el dominio C. Este bolsillo no existe en las
estructuras de CrAT y de COT. Sin embargo, la dabiben de una estructura
cristalografica de CPT2 formando complejo con akraio acil-CoA o el acil-carnitna
confirmaria el posicionamiento exacto del grup® deli sustrato en este bolsillo.
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Figura 8. Posible sitio de union del acido graso elas carnitina aciltransferasas.A) Se
muestra un modelo para el modo de unién de acetilcea en CrAT. Se indica la HfE
catalitica en rojo y la molécula de acetilcarnitaraverde Jogl, 200}. B) Posicionamiento de
los tres tuneles de unién de carnitina, el CoA grepo acil en el sitio activo de COT; se
representa en rojo como punto de referencia latmatcatalitica (Hi¥"). llustracién tomada de
Jogl (ogl, 200%. C) Dibujo esquemético del modo de union del octaaailitina en COT. Las
interacciones de unién de hidrogeno entre el dosyral enzima COT se muestran en lineas
rojas discontinuas y la interaccion electrostatedre el grupo carboxilato y la Af§ se
muestra con una linea negra discontini@y(, 200). D) Superficie molecular del sitio activo
de CPT2. Se representa el CoA en marron y se nanfesdres cadenas alifaticas del inhibidor
BAM en negro siao, 200}

9. MODELO BIOINFORMATICO 3-D DE CPT1A

Tras la cristalizacion de CrAT de ratam(l, 200y un modelo 3-D “in silico” de
CPT1A de rata fue obtenido por nuestro grugor(llas, 2009 y por otro grupo el de
CPT1A humanaobin, 200).
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Nuestro modelo basado en el cristal de CrAT denratdmprende los residuos 166-
773 de CPT1A ya que CrAT carece de la region N4iteahde CPT1A que comprende
ambos segmentos transmembrana. La estructura 3-@bdenio catalitico de CPT1A
es semejante al de CrAT e implica 20 héliegs16 hojasl. No obstante, se observan
ciertas diferencias, CPT1A posee un lazo adiciendlle la hélicex12 y la hojaB9 y
entre las hojaB13 yp14 (Figura 9A) (Morillas, 2009. Los residuos AP’y Asp®’ en
CPT1A de rata son importantes para la catalisigugasus mutaciones a Ala producen
una pérdida casi total de la actividad enzimatidar{las, 2009. Segun el modelo,
estos residuos se localizan cerca de la histiditalitica, Hi§"® y participarian en la
reaccion enzimatica. En cambio, el A¥pen CPT2 (Asp* en CPT1A) estaria
implicado en la estabilidad de la proteimac{vn, 1994% Los residuos del tripéptido
STS (Sef>Thr*®-Sef®”) estan muy préximos a la carnitina y participartm la
reaccion enzimatica. La mutacién de los residuog®Tly Sef®” a Ala produce una
pérdida total de la actividad enzimatica. Estogdtes mantendrian el sitio activo del
enzima en una conformacion Optima para la catdlisisillas, 2009.

También se han descritos algunos residuos implgado la union del sustrato
palmitoil-CoA en CPT1. Los residuos Gifj Asp®’, Leir®’, Ser®® Lys™®y Lys™®
localizados a menos de 5 A de distancia del CoArastuarian con éste mediante
puentes de hidrogeno o interacciones electrossatfeenrilias, 2004; Jogl, 2003
Ademas, se ha propuesto un sitio de unién del gpajoitato del palmitoil-CoA en un
bolsillo hidrofébico que esta formado por la hekde y la hoja314 (Morillas, 2009.
Los tres residuos GI-Gly"**-Gly’** mencionados anteriormentapértado 8.4,
serian importantes para la correcta ubicacion dadana hidrocarbonada del acil-CoA.

Tras la cristalizacion de otros dos miembros de fdmilia de carnitina
aciltransferasas, COT de ratdn unida a acilcamfimtrada PDB; 1XL8)J0g!, 200}y
CPT2 de rata (entrada PDB; 2H4TF)s(ao, 200), presentamos en este trabajo un nuevo
modelo estructural 3-D de CPT1A y CPT1B basado as informaciones
proporcionadas por los cristale®( apartado Resultado3.
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Palmitoil-CoA

Figura 9. Modelo estructural de CPT1A de rata.Representacién en cintas del modelo
propuesto para CPT1A. Se representan las Hj@snarillo), las hélicest (azul), los sitios
putativos de la carnitina (negro) y del palmitodA (magenta). Se numeran los elementos
segundarios segun la estructura cristalografic@rdd de raton {ogl, 200). Representaciones
tomadas de Morillad\orillas, 2009.

Otros residuos han sido caracterizados como e$es@ara la actividad catalitica
del enzima. Sin embargo, estos residuos se loodigas del sitio catalitico y jugarian
un papel estructural mas que funcional. El tratatoiele mitocondrias de levadura que
sobreexpresan CPT1A con fenilglioxilato y N-broomasnimida (agentes quimicos
gue modifican especificamente y respectivamentedsisluos de Arg y Trp) inducen
una pérdida importante de la actividad enzimatica,(200(. Esto sugiere que uno o
varios residuos de Arg y Trp juegan un papel eséram la actividad catalitica del
enzima. Se ha mostrado por mutagénesis dirigiddoguesiduos de AF§’y Arg*™* asi
como los residuos TPy Trp*? estan implicados en la actividad catalitica deirea
CPT1A de rata ya que su sustitucion por Ala, rectamesiderablemente la actividad
enzimética Dai, 2000. Sus mutaciones conducen a una disminucién dénmlad por
los sustratos carnitina y palmitoil-CoA. Se ha p@Egio que estos cuatro residuos
(Trp**, Trp*? Arg®®y Arg*™?), aunque alejados del sitio catalitico, estan icapbs en
la estabilidad del complejo enzima-sustratai( 2000).

El analisis de los residuos C-terminales de CPTWLBopen evidencia el papel
esencial de la Lé6 en la actividad enziméatic@i, 2003. Su mutacién conduce a una
disminucién de la actividad del enzima. Se ha sdge&jue este residuo jugaria un papel
importante en el plegamiento correcto de la pratdimai, 2003). También, se ha
mostrado que la delecién de los 31 dltimos amimwécidel dominio C-terminal de
CPT1A, conduce a un plegamiento anormal del endomgue la hace totalmente
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inactiva an, 200p. Asi el residuo Lel?* constituiria un determinante estructural
esencial para la adquisicion de una correcta cord#oion de CPT1.

10.CPT1, PRINCIPAL SITIO DE REGULACION DE LA B-OXIDACION

Tres mecanismos de regulacion de la oxidacion @esgrasos permiten modular
la actividad de CPT1: 1) modificaciones en la egiire del gen que en consecuencia
producen variaciones de la cantidad de proteinar(elin, 1994; Chatelain, 195&)
variaciones de la concentracion hepatica de subitohi fisiolégico, malonil-CoA
(McGarry, 1977; 3) alteraciones de su sensibilidad a la inidoigor malonil-CoA.

10.1 Regulacion transcripcional

En funcion de las situaciones fisiologicas y pajalas, la actividad CPT1A se
controla a largo plazo por modificaciones de laresion de su gerV{cGarry, 199).
La concentracion de mARN de CPT1A se eleva durah&yuno y tras un régimen
hiperlipidico (situaciones asociadas con un aumelgtda oxidacion de los acidos
grasos de cadena larga) y opuestamente, la coaceémitde mARN esta reducida en las
situaciones donde la R-oxidaciéon de los &cidosograde cadena larga es débil
(realimentacion después de un ayuno y un réginenean carbohidratos)r(ilumelin,
1994; Park, 1996 Estas situaciones estan asociadas a una maitbicae la ratio
molar de las concentraciones plasmaticas de irsylime glucagonirard, 1992;
Chatelain, 1996

El estudio de los mecanismos de regulacion de ildaoin hepatica de los acidos
grasos de cadena larga permiti6 mostrar que era@miento la induccion de la
capacidad del higado para oxidar los acidos grdsosadena larga estaba bajo el
control de las hormonas pancreaticas. El AMPc egéirde un modo dosis-dependiente
la expresion del gen de CPT1A mientras que la imsue opone a estos efectos
(Chatelain, 1996 El promotor de CPT1A dispone de elementos deuesta al AMPCc:
CRE CAMP Response ElemgnEl gen de CPT1A de rata posee un elemento CRU
(cAPM Response Unif-2938 a -2831) funcional constituido por un motCRE y por
un motivo DR1 Direct Repeat L Se ha mostrado en hepatocitos de rata que dzas
secuencias unen respectivamente, la proteina CREBE Binding Proteijy el factor
hepatico HNF4 en forma de dimerd_guet, 200). HNF4a es un factor nuclear que
tiene un papel central en la conservacion de laesiyn de genes hepaticos implicados
en la homeostasis lipidical§yhurst, 200). Ademas, experimentos de co-transfeccion
mostraron que la presencia del co-activador PGEPAR Coactivator )} ampliaba
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considerablemente la induccién de la transcripaéh gen de CPT1A por AMPc
(Louet, 200). PGC-1 se uniria al complejo CREB-HNF$reformado sobre el
elemento CRU del promotor para estimular la expreslel gen de CPT1AS(ng,
2009.

La expresion de CPT1A también esta bajo el conedbs acidos grasos de cadena
larga que inducen un aumento de mARN. La acumuladosis-dependiente de mARN
es consecuencia de dos mecanismos: una estimuldeida expresion del gen de
CPT1A y una estabilizacion del mARN. EIl nivel des ImARN de CPT1A es mas
elevado en animales tratados con fibratos que igamdos de PPAR (Peroxisome
Proliferator Activated Receptar) (Chatelain, 1996 Los acidos grasos de cadena larga
activan la expresion de CPT1A via un sitio de restas FARE Fatty Acid Response
Elemen} situado en el primer intron del gen (+19 a +12@5)atelain, 1996; Louet,
2007). CPT1B también responde a la acumulacion denmdiarios de los acidos
grasos intracelulares mediante la presencia de AREFen el promotor \ascaro,
1999. Aunque hacen falta mas estudios para definir fecanismos moleculares
implicados en esta regulacion, se sabe que laaaahiv de la transcripcion por los
acidos grasos de cadena larga seria independient®PRAR. (Issemann, 1990;
Desvergne, 1999Esto se ha confirmado por el estudio fenotipiegaton knockout de
PPARu (Leone, 1999; Le May, 2000; Louet, 200El gen de CPT1A contiene un sitio
PPRE PPAR response elemgntorrespondiente a un DR1 alejado del sitio de
iniciacion de la transcripcion (-2883 a -2773). lftsatos se unen a los receptores de
PPARy, los cuales una vez activados, van a fijarse sebetemento PPRE formando
un heterodimero con el receptor RXR ouet, 200).

La expresion del gen de CPT1A estad también bajooetrol de las hormonas
tiroideas. Asi, las ratas hipertiroideas preseniaa acumulacion de mARN que
codifica para CPT1A con respecto a ratas hipotasd(/ynatt, 1994. Un sitio TRE
(Thyroid hormone Response Elemema sido identificado a nivel del promotor de
CPT1A (-2938 a -2923)B@rrero, 200 Para activar la transcripcion del gen, la
hormona T3 se fija a su receptor TRhyroid hormone Receplogue a su vez se fija
sobre el elemento TRE formando un heterodimeroetaeceptor del acido retindico
RXRa (Retinoid X Receptar) (Sharma, 2000 Se ha mostrado que la activacion de la
expresion del gen de CPT1A por las hormonas tiesidequiere otros factores: C/EBP
(CCAAT/enhancer-binding protgiry USF1 y USF2 pstream Stimulatory Factpr
Estos factores se fijan en secuencias distintaditaclas en el primer intron entre los
nucleodtidos +659 y +729{ickson-Hayes, 2003
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10.2 Regulacion de la actividad CPT1A por malonil-CoA

Existe una competicion entre la union del malordACy del acil-CoA de cadena
larga (VicGarry, 1978; Saggerson, 1981b; Mills, 1p8ka presencia del sustrato
palmitoil-CoA reduce la capacidad de union del m&lGoA en mitocondrias intactas
de higado, de corazén y de musculo esqueléticatde(rills, 1983). Sin embargo,
varias evidencias sugieren que malonil-CoA no semiaimple inhibidor competitivo
sino que se comportaria también como un inhibidottigo alostérico ook, 1994;
McMillin, 1994) y que por tanto existiria un sitio de union pafranhibidor diferente
del sitio catalitico. Esto se ha demostrado poeerpentos de unidén del malonil-CoA
que pusieron en evidencia dos sitios distintos giénuuno de alta y otro de baja
afinidad para el inhibidor\ills, 1983; Bird, 198). La utilizacion de moléculas
inhibidoras permiti6 mostrar que el sitio de bajmidad esta solapando al sitio de
union del acil-CoA que esta oculto en la proteirgug es insensible a la accion de las
proteasasook, 199). Al nivel de este sitio, existe una competici@uhion entre los
aciles-CoA y malonil-CoA. En cambio, el sitio deiam de alta afinidad es
independiente del sitio activo del enzima y estéo@alizado en la superficie de la
proteina al nivel de una region sensible a la acdlas proteasaS ok, 199). Este
sitio se comportaria como un sitio alostérico doladanion del inhibidor conlleva un
cambio conformacional del enzima el cual hace gquardteina sea menos sensible a la
accion de las proteasasster, 19983 A pesar de estos estudios no se conoce la
localizacion exacta de estos dos sitios de uniomdenil-CoA en CPTL1.

10.2.1 Importancia del dominio N-terminal en la inhibicida CPT1 por malonil-CoA

La protedlisis del extremo N-terminal por la acctnla proteinasa K=(aser, 199)
o la delecién de los 18 primeros aminoacidos del@P(Ehi, 1999 causa una pérdida
total de la sensibilidad al malonil-CoA y del sitle unién de alta afinidad. Con el fin
de determinar qué aminoacidos de los 18 son imuedaara la sensibilidad a malonil-
CoA, varias mutaciones han sido realizadas. Esigerenentos de mutagénesis
mostraron que el Gfy la His’ eran esenciales para la conservacién de la skatesibal
malonil-CoA y de su sitio de unidn de alta afinidadi, 1999; Woldegiorgis, 2000La
longitud de la cadena de atomos de carbono y lgacaegativa del glutamato son
importantes para la conservacion funcional deb sig alta afinidadJ@ckson, 2001 El
glutamato podria establecer una interaccion catomlinio C-terminal del enzima via
un puente de hidrégeno o un puente salimckson, 2001 La implicacion de los
residuos Gl y His® difiere ligeramente entre la isoforma hepatica ysaular. La
mutacion E3A tiene un efecto menos pronunciadoestzbafinidad al malonil-CoA de
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CPT1B que de CPT1A. La mutacion H5A altera comphetate el sitio de union de
baja afinidad de CPT1B mientras que afecta débilenaha de CPT1Ahi, 1999; Zhu,
2003. Por otro lado, un estudio reciente demostré ejuesiduo Glul7 en CPT1B de
cerdo era importante no solo para la sensibilidadanil-CoA sino también para la
alta afinidad del enzima hacia el sustrato camifitelat, 2003

Los estudios funcionales de las proteinas quine#aSPT1A y CPT1B indican que
la naturaleza de ambos dominios de la proteinardeta el grado de sensibilidad de
CPTL1A frente al malonil-CoAJgackson, 2000aCPT1A delecionada en sus 82 residuos
N-terminales, ademas de ser activa, conserva ssibdetad frente al malonil-CoA
(Jackson, 2000b; Cohen, 2008in embargo, la delecion de los 6 primeros tesd
induce una pérdida total de la sensibilidad al m&lGoA. Esto sugiere que el dominio
N-terminal de CPT1A contiene dos tipos de elememg®rtantes para la sensibilidad
al malonil-CoA: un elemento positivo (los 18 primeraminoacidos de N-terminal) y
un elemento negativo (entre los aminoacidos 19 ge3R-terminal). Experimentos de
delecidn parcial permitieron poner en evidenci@esiementos positivos y negativos.
La delecion de los residuos 19-30 provoca un aumiemportante de la sensibilidad al
malonil-CoA (Jackson, 2000Qblo que los convierte en elementos negativos ya qu
reducen la sensibilidad al malonil-CoA. En camtasta modulacién negativa no se
observa en CPT1B, sugiriendo que esta region ejgr¢geno” en CPT1A presentando
una menor sensibilidad al malonil-CoA respecto d 182 El estudio descrito por Nicot
y sus colaboradores\icot, 2009 en quimeras entre CPT1A de rata y de cerdo
demostré que en el dominio C-terminal de la prateadica la sensibilidad del enzima
hacia malonil-CoA y que el grado de sensibilidaehel determinada por la estructura de
este dominio. La deleccion de los primeros 18 aatitms del dominio N-terminal en
CPT1A de cerdo confirman que la sensibilidad de I¥hacia malonil-CoA depende
de las interacciones entre ambos dominios N- yr@i@l. Otro analisis permitid
mostrar que esta regulacién negativa se lleva a pab los residuos S&ry GIn*° ya
que sus sustituciones conduce a un aumento ennksibdielad por el inhibidor
comparable o igual a la observada en respuesta delécion de la region 19-30
(Jackson, 2001

Ademas, un estudio por un método fisico-quimico am que CPT1A adopta
estados conformacionales diferentes que son manosisensibles a la inhibicion por
malonil-CoA. Estos estados estructurales tambiéplican diferentes grados de
proximidad entre unos residuos especificos del dianMN- y C-terminal en condiciones
caracterizadas por cambios en la sensibilidad &mia&CoA (Faye, 200k Por otro
lado, ha sido observado que los cambios (bien pserciones o deleciones) en la
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longitud del lazo proximo al dominio transmembra@nan CPT1A pueden aumentar su
sensibilidad frente al malonil-CoAB(rthwick, 200§. Recientemente durante la
realizacion del presente trabajo, nuestro grupomustrado la importancia de la
interaccion estructural entre el dominio N- y Qytaral de CPT1A de rata por mutacion
de dos residuos Giti(N-terminal) y Lys®* (C-terminal). Dichas mutaciones eliminan
la interaccion entre ambos dominios ya que losyassde inhibicion mostraron una
disminucién de 12 veces en el valor de lgyi@specto al control Opez-Vinas, 200)0

Asi, el extremo N-terminal de CPT1A juega un papely importante en los
mecanismos implicados en la inhibicion por mal@uwlA. Sin embargo, este dominio
es incapaz, independientemente del dominio C-teimde unir con una alta afinidad
malonil-CoA (Pan, 200). El papel del extremo N-terminal seria pues eind@tener el
dominio C-terminal en un estado conformationalraptpara la unioén del inhibidor.

10.2.2 Residuos del dominio C-terminal implicados en lbicion por malonil-CoA

Se reporté que los residuos Aty GILP?® y Arg®® ademaés de ser esenciales para la
actividad catalitica del enzima, también juegampapel importante en la sensibilidad al
malonil-CoA. Sus mutaciones inducen una pérdidi @etividad enzimatica asociada a
una fuerte disminucion de la sensibilidad al mal@uA (Treber, 2008 En cambio, la
mutacién del residuo Gitf esencial también para la actividad del enzimaglgoa a un
aumento en la sensibilidad del enzima al malonkQapal, 200% Se ha sugerido
que estos cuatro residuos estarian implicados trrfeacion del bolsillo de unién del
CoA del sustrato (palmitoil-CoA) y del inhibidor &onil-CoA) (Treber, 2003; Napal,
2003. Este sitio corresponderia al sitio de union dg@ kafinidad para malonil-CoA
donde existe una competicion entre el sustratoiyhgbidor. Estos resultados han sido
confirmados por la localizacién del Gifien nuestro modelo estructural de CPT1A al
nivel del sitio de union del palmitoil-CoA y en coeto del grupo CoAlNorillas,
2009.

El analisis de otros residuos conservados en |isasferasas sensibles al malonil-
CoA mostré que los residuos de Hisy His**® asi como la AlH®y la Mef®* juegan un
papel importante en la inhibicion de CPT1A de natat malonil-CoA ya que sus
mutaciones conducen a una pérdida importante deraibilidad frente al inhibidor
(Morillas, 2002; Morillas, 2008 Todos estos estudios de mutagénesis dirigida
analizados en el modelo de CPT1 propuesto pormugsipo aportaron informacion en
cuanto a la comprension del funcionamiento catalidle CPT1A. Sin embargo, este
modelo obtenido a partir del cristal de CrAT tisus limites ya que no tiene en cuenta
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el dominio N-terminal de la proteina y no permigtudiar las relaciones que existen
entre este dominio y el dominio catalitico C-teratidel enzima.

10.3 Regulacion de la cantidad de malonil-CoA

Segun el estado nutritivo y de desarrollo, las eotraciones intracelulares del
malonil-CoA varian. En un estado de alimentacié@nyib de sinteside novode los
acidos grasos de cadena larga es estimulada y @®nduun aumento en la
concentracion del malonil-CoA que inhibe CPT1 y lootanto se impide su entrada en
la via de la 3-oxidacion. Por el contrario, enyelre, la sintesis del malonil-CoA esta
reducida y conduce a una ausencia de la inhibideita 3-oxidacion. Asi, cualquiera
que sea el tejido considerado, el papel doble @bmi-CoA (metabolito e inhibidor)
permite el control coordinado de la sintesis ya®@xidacion de los acidos grasos de
cadena larga en la célulal{Garry, 1989. Ademas, la interacciéon malonil-CoA/CPT1
representa para la célula un mecanismo que le ferestar informada sobre la
disponibilidad relativa de acidos grasos y de glac@uderman, 1999 La alteracion
de este sistema de control, podria ser la baseedescdesordenes metabdlicos tales
como la obesidad y la diabetes tipo 2.

Malonil-CoA es sintetizado por el enzima acetil-Co&rboxilasa (ACC)Kigura
3). Existen dos isoformas de esta enzima, ACC1l (cCHCy ACC2 (o ACQ)
codificadas por diferentes genes. ACC1 es la istdopredominante de los tejidos
lipogénicos tales como el higado y el tejido adipawientras que ACC2 se expresa
mayoritariamente en el corazon y el musculo estjoeléThampy, 1989; Bianchi,
1990; Ha, 1996; Abu-Elheiga, 1991a estructura molecular de estas dos isoformas
difiere a nivel de su extremo N-terminal ya que AC@osee 114 aminoacidos
suplementarios. Se ha mostrado que esta secuareiesgnuy hidrofobica sirve como
un punto de anclaje de ACC2 en la membrana mitag@nexterna {bu-Elheiga,
2000. ACC1 no posee esta secuencia y se localiza eitosol. Se ha sugerido que
malonil-CoA producido por ACC1 participaria en la de la lipogénesis, mientras que
el producido por ACC2 a nivel de la mitocondriadea como papel el de inhibir
CPT1. Ademas, los ratones transgénicos del gen A@€Zentan un aumento de la
oxidacion de los acidos grasos de cadena largaloeges el musculo, sino que también
en el higado y el tejido adiposo, lo que indica @sta isoforma juega un papel
importante en el control del flujo de oxidacion lds acidos grasos de cadena larga
(Abu-Elheiga, 2001; Oh, 20)5La actividad ACC esta regulada estrechamente por
factores hormonales y nutritionaleshémpy, 1988; Mabrouk, 19%0En efecto, en un
estado de alimentacion, la sintesis de ACC es ekttta y su actividad aumentada. En

31



Introduccién

cambio, durante el ayuno o la diabetes, su expres® reprimida y su actividad
disminuida. La actividad de ACC se modula a cot&z@ por una activacion alostérica
por citrato, por una inhibicion por acil-CoA de ead larga y por modificaciones
reversibles de su estado de fosforilaciérlréd, 1996. El glucagon estimula la
fosforilacion de ACC, provocando su inactivaciostafosforilacion es catalizada por
AMPK (AMP-activated protein kinay€Hardie, 1997; Brownsey, 1907

La concentracion de malonil-CoA en los tejidos estatrolada no solo por la
modulacion de la actividad de ACC, sino tambiénvalnde su degradacion que esta
catalizada por malonil-CoA decarboxilasa (MCBp/(attukudy, 198). La expresion de
este enzima esta elevada en las situaciones daridexidacion de los acidos grasos de
cadena larga es importante y su actividad tambigtaria controlada por una
modificacion de su estado de fosforilacion, sieladforma fosforilada, la forma activa
del enzimalpyck, 2000. La inhibicion farmacoldgica a corto plazo de M@idtege el
corazén de la isquemia, aumentando los nivelesadelulares de malonil-CoA,
disminuyendo la oxidacion de acidos grasos y auanelat la oxidacion de glucosx
vivo (corazones de rata)ie vivo (corazones de cerdopyck, 2009. En un estudio
realizado en ratones knockout de MCD en corazénsen@bservo un cambio en la
oxidacion de los acidos grasos y de la glucosa ecap con los ratones salvajes. Sin
embargo, los corazones de los ratones deficient®CGD mostraron un aumento en la
expresion de genes que regulan la utilizacion dealmdos grasos y una preferencia
marcada para la utilizacion de la glucosa despeésnd isquemia, lo que indica que
una inhibicion cronica de MCD puede ser una bugmaxamacion para el tratamiento
de la isquemia cardiacayck, 20049.

Ademas de los cambios de concentracion del maltoil; CPT1A presenta en
funcién de las situaciones fisiopatologicas, vaoiaes de sensibilidad hacia su
inhibidor (Prip-Buus, 199k La sensibilidad de CPT1A esta reducida en lasmsiones
asociadas a un aumento de la oxidacion hepatidasdécidos grasos de cadena larga
(periodo neonatal, ayuno, diabetes de tipo 1, régihiperlipidico) l(icGarry, 199) y
al contrario, en las situaciones asociadas conbajea de la oxidacion de los acidos
grasos de cadena larga (realimentacion, diabetéipald tratado con insulina, destete
sobre régimen hiperglucidico, obesidad, gestacitactancia) {icGarry, 199). Estas
observaciones sugieren que los cambios de sedatikstarian bajo el control de las
hormonas pancreéticas. En hepatocitos fetalesrmga;el glucagon (AMPc) provoca a
largo plazo una disminucién de la sensibilidad & CA hacia malonil-CoA, mientras
que la insulina se opone a los efectos del glucégon-Buus, 199))
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10.4 Otros factores que modulan la actividad y la sensilidad de CPT1 al malonil-
CoA

El cambio de pH podria afectar la actividad delimazCPT1. Cuando se varia el
pH de 7,6 a 6,8, se reduce la afinidad de CPT1Aepsustrato carnitina pero no se
afecta la del palmitoil-CoANills, 1984) y ademas, aumenta la sensibilidad del enzima
hacia su inhibidor fisiologicaS(ephens, 1993Este aumento de sensibilidad se explica
por una disminucion de la constante de disociafiid), es decir, un aumento en la
afinidad del malonil-CoA por el enzima CPT1Al(s, 1984). La modulacion de la
sensibilidad de CPT1A hacia malonil-CoA en functtet pH, podria jugar un papel
importante en las situaciones de cetoésis acidadisminucion del pH observada en
estas situaciones atenuaria el flujo de oxidacerod acidos grasos de cadena larga
aumentando asi la sensibilidad de CPT1A hacia nislom.

La sensibilidad de CPT1 hacia su inhibidor fisicddgdepende también de la
temperatura. Varios parametros pueden variar coriemaperatura tales como la
estructura del enzima y la estabilidad del compégjpima-sustrato o enzima-inhibidor
que llevan a una modificacion de las propiedadegticas. Ensayos de actividad
realizados a 20°C y a 37°C en presencia de corzmaories crecientes del malonil-CoA
muestran que CPT1A es menos sensible a la inhib&i87°C que a 20°C(lodzie],
1990. Esta disminucion de sensibilidad se deberia aawmento del valor de iK
indicando que la afinidad del enzima por maloniACasi como la capacidad de
inhibicion disminuye con la temperaturaaGhfi, 199).

Existe una dependencia de las propiedades funemnde CPT1 hacia su
microentorno en las membranag/deltje, 198). Cuando CPT1A se solubiliza por
detergentes, la proteina es inactiva e insensibheabonil-CoA (Woeltje, 1987; Prip-
Buus, 1998; McGarry, 2000A la inversa, cuando la proteina solubilizadaeseserta
en una membrana biolégica, su actividad y su siidsith al malonil-CoA son
restauradas\(oldegiorgis, 1992; McGarry, 2000Se ha establecido una correlacion
entre la fluidez de las membranas, la activida€CB&1A y su sensibilidad al malonil-
CoA. Un aumento en la fluidez de la membrana mitddal externa inducidan vitro
por el alcohol bencilico produce un aumento de stividad catalitica y una
desensibilizacion de CPT1A al efecto inhibidor aehlonil-CoA (Kolodziej, 1990).

El estudio de la ubicacion de CPT1A al nivel denkembrana mitocondrial externa

muestra la existencia de dos localizaciones difescille CPT1 de higado de rata
alimentada. Un 40-60% de las moléculas estariaalitacdas al nivel de los sitios de
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contacto mitocondriales-(aser, 1998; Hoppel, 19R&Sstos sitios corresponden a zonas
de acercamiento entre la membrana mitocondriakmtg la membrana mitocondrial
interna y representan unicamente el 5-10% de larSoje mitocondrial, lo que sugiere
un enriquecimiento de CPT1A al nivel de estos sitie contacto. A este nivel, CPT1A
colocalizaria con otras proteinas como acil-CoAtesasa y porinaHraser, 1998;
Hoppel, 1993 Ademas, CPT1A cuando se localiza en estos sidosontacto presenta
una afinidad mas alta por el palmitoil-CoA y unasbkilidad mas débil por malonil-
CoA. Se ha demostrado que el tipo de inhibicionGiRT1A por malonil-CoA es
diferente segun la localizacion de este enzimaaemeémbrana mitocondrial externa.
Malonil-CoA se comporta como un inhibidor no conipes de CPT1A respecto al
sustrato palmitoil-CoA fuera de los sitios de cotda mientras que actia como un
inhibidor competitivo frente a los aciles-CoA aelide estos sitios-(aser, 200)L Sin
embargo, la reparticion de CPT1A a nivel de la nramdé mitocondrial externa en
situaciones asociadas con un aumento de la oxma@dos acidos grasos de cadena
larga (ayuno y diabetes) no es del todo conocida.hBcho, no se pudo establecer
ninguna relacion entre el estado fisiopatoldgicbagkmal y la localizacion de CPT1A
en la superficie de la membrana mitocondrial exérnaser, 1998

Varios estudios pusieron en evidencia una modutad® la actividad CPT1A por
interacciones con el cioesqueleto. En primer lugar,ha sugerido que la actividad
CPT1A podria ser controlada a corto plazo por un camemo de
fosforilacion/defosforilacion de la proteinasi(zman, 2000; Velasco, 1998La
incubacion con el acido okadaico, un inhibidor de fosfatasas 1 y 2A, muestra una
estimulacion del 50% de la actividad de CPT1A emab®citos aislados vy
permeabilizados Guzman, 1991; Guzman, 1992Sin embargo, no se observa este
efecto cuando se realizan los experimentos concomtlrias aisladas. Ademas, la
incubacion de mitocondrias aisladas o de membratecomdrial externa en presencia
de proteinas quinasas (PKA, AMPK) o de fosfata&a®A4) no afecta la actividad de
CPT1A Guzman, 199 Asi el aumento de la actividad CPT1A observadoseria
debido a una fosforilacién directa de la proteipa gstas quinasas, sino implicaria la
fosforilacion de componentes citosodlicos o de mamés perdidos en el momento del
aislamiento de las mitocondriaS&i(zman, 199} Se ha descrito que al inhibir las
fosfatasas 1 y 2A por el acido okadaico en célidagnantenia la proteina quinasa Il
CaZ dependiente de calmodulina (proteina quinasa 2f/€almodulina) bajo su forma
fosforilada activa la cual fosforilaria los elenm@ntel citoesqueleto conduciendo a su
reorganizacion y rotura de su interaccion con CPTjie se vuelve mas activa
(Velasco, 199y, Ademas, AMPK también participaria en un aumeigero de la
actividad de CPT1A tras la fosforilacion de lastpioas del citoesqueleto tales como
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las citoquinas, citocreatininas 8 y 18>(asco, 1997; Velasco, 1908

Kerner y sus colaboradores pusieron en evidencagalaactividad de CPT1A es
modulada por fosforilacion/defosforilacion diragteerner, 200). Este trabajo mostro
que cuando se aislan las mitocondrias de higadmtdealimentada en presencia de
inhibidores de fosfatasas, se fosforilan los residide Se€f'y Sef*’ de CPT1A y que
este enzima presenta una sensibilidad mas délal iahibicion por malonil-CoA.
Ademas, se modifica el tipo de inhibicion del mal@oA que pasa de una inhibicion
de tipo competitiva a una inhibicion no competiti&n embargo, entre las proteinas
quinasas normalmente implicadas en el control @éghbolismo, sélo la caseina quinasa
Il (CKIl) es capaz de fosforilar CPT1A, ya que PKAMPK, PKC vy la proteina
quinasa Il Ca2calmodulina son ineficaces. Sin embargo, los cambe sensibilidad
de CPT1A a la inhibicién por malonil-CoA, han sioleservadosn vivo (Ontko, 1980;
Bremer, 1981; Grantham, 1986; Grantham, }988n vitro (Prip-Buus, 199p en
mitocondrias aisladas en ausencia de inhibidorefosiatasas. Esto sugiere que la
fosforilacion de CPT1A en el estado de alimentacé@nia constitutivo y contribuiria al
establecimiento de las propiedades cinéticas s#cias del enzima. Por otra parte, no se
sabe si el estado de fosforilacion de CPT1A se ficaden situaciones asociadas con
una disminucién de su sensibilidad frente al m&GoiA como, por ejemplo, durante el
ayuno.
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Regulacion farmacologica de CPT1
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La inhibicion de la oxidacion de acidos grasos fader una buena estrategia para
disminuir los niveles de glucosa en sangre en dasmgiabéticos y en la diabetes de
tipo 2 en generalA(nderson, 1998 En la literatura se han utilizado varios inhdyies
con el fin de caracterizar la actividad de CPT1 e@h4-hidroxifenilglioxilato (HPG),
Ro  25-0187, succinil-CoA, metilmalonil-CoA, R)-N-(tetradecilcarbamoil)-
aminocarnitina  (ST-1326), acido tetradecilglicidicdTDGA) vy 2-[6-(4-
clorofenoxi)hexilJoxirano-2-carboxilato o etomoxXiCook, 1994; Kashfi, 1994; Obicl,
2003; Weis, 1994

Etomoxir es uno de los inhibidores de CPT1 masdesios. Actia como un
inhibidor irreversible y solo es activo una vezngfrmado a etomoxir-CoA/\(eis,
1994). Tomado oralmente, etomoxir es un inhibidor eficke la actividad CPT1 en
higado y musculo proporcionando una actividad atdgénica e hipoglucémica en
animales modelo de diabetes tipo 2. Se ha demostrael mejora la sensibilidad a la
insulina en pacientes diabéticasupinger, 199). Sin embargo, el farmaco no ha sido
desarrollado como un agente antidiabético debidoeacausa hipertrofia del corazon.
Ademas, de momento, las estrategias usadas patadecion de la oxidacion de acidos
grasos a nivel de I@-oxidacion no han sido satisfactorias debido acidades y
hipoglucemias incontroladas.

11.C75, UN INHIBIDOR DE LA ACIDO GRASO SINTASA

C75 es un inhibidor sintético y quimicamente estalel la acido graso sintasafty
Acid Synthase~AS), el enzima encargado de la sintesis dediol®s grasos. C75 es un
derivado de la cerulenina, otro inhibidor de FASeoio de forma natural del hongo
Cephalosporium caerulen€erulenina se une irreversiblemente al centralitiab de
FAS de tipo | (FAS de mamiferos y levaduras) yige tl (FAS de bacterias) mediante
una modificacion covalente del dominio transportade la proteina, I$-cetoacile-
ACP sintasal(loche, 1999; Price, 20).1Estructuralmente, C75 es uaanetileny-
butirolactona y ha sido disefiado para ser menasiveajue cerulenina, ya que no tiene
el epoxido presente en cerulenina, con lo cuaktabéidad quimica y su especificidad
aumentarian, permitiendo su posible uso como fasnf@gura 10). Del mismo modo
que cerulenina, que inhibe FAS formando un enlasmlente con la proteina, C75 se
comporta como un inhibidor irreversible de unidmde{<uhajda, 2000r

37



Introduccién

HOOC CH,
)gd [
o ,. o Yo
NN
3 g o OH
o~
C75 Etomoxir
(o] (6] (e} (o]
H,C )J\/U\
3 M%NHZ HO S-CoA
(0]
Cerulenina Malonil-CoA

Figura 10. Estructuras quimicas del C75, ceruleninaetomoxir y malonil-CoA.

12.C75 COMO AGENTE ANTITUMORAL

FAS (EC. 2.3.1.85) es el Gnico enzima responsablia dintesisle novode acidos
grasos a partir del malonil-CoA y el acetil-CoAopenientes del metabolismo de
carbohidratos. EI mecanismo por el cual dos unslaidecarbono del malonil-CoA se
adicionan secuencialmente a la cadena crecientédigb graso es Unico entre los
vertebrados, convirtiendo a FAS en una diana ateagqiara el disefio de agentes
terapéuticos. De hecho, una actividad elevada d@ y¥Ana sintesis de acidos grasos
aumentada son dos alteraciones frecuentes presentesmrios canceres humanos,
incluyendo carcinomas de pecho, préstata, ovadlmn¢ pulmones, estémago, piel y
endometrio Kuhajda, 2000} Esta diferente expresion de FAS entre tejidosnates y
cancerosos ha llevado a la nocién que FAS puedensediana para el tratamiento del
cancer.

C75 se ha ensayado como droga antitumoral capanhiler a la FAS en el
tratamientan vivo de xenotransplantes de canceres humanos. Estmigato produjo
una potente y rapida inhibicién de la replicaci@nADN y de la progresion a la fase S
del ciclo celular, conduciendo a apoptosiszér, 199%

Debido a la inhibicibn de FAS, C75 produciria ummaato de los niveles de
malonil-CoA, primer metabolito de la sintesis d&lds grasos. Se ha propuesto que los
niveles aumentados de malonil-CoA son los respéesate la citotoxicidad de las
células. Ademas, experimento en el que TOFA, Badetiloxi)-2-4cido furoico, un
inhibidor competitivo de acetil-CoA carboxilasa,esizima implicado en la sintesis de
malonil-CoA, inhibe drasticamente la sintesis ded@grasos, pero no es téxico para
las células de cancer humano en cultivoz€r, 200). El tratamiento de células de
cancer con TOFA antes de la administracion del &@86ata a las células del efecto
citotdxico y previene los incrementos en los nigaele malonil-CoA inducidos por C75
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(Pizer, 200). Por lo tanto, C75 bloquea a FAS con lo que lgsles de malonil-CoA
aumentan y desencadenan la apoptosis, mientraBQfad bloquea los incrementos en
los niveles de malonil-CoA inducidos por C75, pgieado a las células de la apoptosis.
Todo ello, sugiere que son los niveles de malon#@crementados, los responsables
de la sefal proapoptética. Ademas, de los efedtosoxicos descritos, C75 tiene
también efectos citoestaticos que cursan a trawds deplecion de los acidos grasos en
las células tumoralesi( 2001).

13.EFECTO CENTRAL DEL C75 Y DE LAS ALTERACIONES DEL
METABOLISMO DE LOS ACIDOS GRASOS EN LA INGESTAY EL PESO
CORPORAL

Se ha descubierto otra propiedad muy interesaht€#teen relacion al tratamiento
de la obesidad y la diabetes de tipo 2. Loftus lalbmmradores L(oftus, 2000
demostraron que el tratamiento sistémico e intederentricular (i.c.v) con C75
conducia a una inhibicion del apetito y a una dtamagérdida de peso en ratones
delgados, obesos inducidos por una dieta grasa )(BDiOtambién en ratones
geneticamente obesos y deficientes en leptb#). Esta accion era independiente de
la leptina, ya que C75 causaba pérdida de pesatenes deficientes en leptina. Sin
embargo, los ratones delgados se volvieron resestesl C75 tras unos dias con el
tratamiento y exhibieron una hiperfagia despuégrde@miento. En cambio, los ratones
obesos mostraron una tolerancia incipiente al @@%ual solo fue evidente tras la
pérdida de peso.

Recientemente se ha implicado al malonil-CoA conhomediador de la via
hipotalamica que indica el estado energético y medcomportamiento de la ingesta en
raton (Gao, 2003; Hu, 2003 Asi, C75, aumentando los niveles del malonil-CoA
alteraria el metabolismo de las neuronas del Hgrota responsables de la regulacion
de la ingesta. Ademas, TOFA (inhibe acetil-CoA oailasa y por lo tanto evitaria la
sintesis de malonil-CoA) restaura la ingesta arealonormales en ratones tratados
previamente con C75, apoyando la hipotesis de quenih-CoA media la inhibicion de
la ingesta K{lu, 2003. Este efecto del malonil-CoA podria cursar a ésade la
inhibicion de CPTL1, y por lo tanto de la oxidacdmlos acidos grasos, haciendo que se
acumularan y creando una sefial de disponibilidadutiéentes aumentada, llevando a
sefales de inhibicién de la ingesta. Esta posdiilidene apoyada por el hecho de que
en el hipotalamo los inhibidores de CPT1 provocaa disminucion de la ingesta
(Obici, 2003.
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El hipotalamo es el responsable de monitorizaakdrre energético que responde a
sefales periféricas promoviendo la liberacion deopéptidos que regulan la ingesta y
el gasto de energia. La restriccion en la ingeaymn0) conduce a una expresion
incrementada de neuropéptidos orexigénicos, comoeeftopéptido Y (NPY), y la
AgRP fgouti-related proteiy y a una expresion disminuida de péptidos
anorexigénicos, como la proopiomelanocortina (POMCeI transcrito regulado por
cocaina-anfetamina (CART). En conjunto, estos casmprovocan un aumento en la
ingesta y un menor gasto de energia. Cuando senesdhn los animales en ayuno,
ocurre lo contrarioKigura 11).
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Figura 11. Modelo del papel del malonil-CoA como naador hipotaldmico de la expresion
de los neuropéptidos orexigénicos y anorexigénicgda ingesta de comidaSe representa un
esquema de regulacién de la ingesta por los infribgd de FAS via malonil-CoAFigura
obtenida deHju, 2003; Loftus, 2000con algunas modificaciones.

La administracion i.c.v del C75 provoca un aumeantdos niveles del malonil-CoA
en el hipotdlamo causados por la inhibicion de H#8quea la expresién inducida por
el ayuno del NPY y reduce la ingestaitus, 2000). Ademas, parece que C75 ejerce
sus efectos a corto y largo plazo previniendo laresxpresion de los neuropéptidos
orexigénicos y la disminucion en la expresion de meuropéptidos anorexigénicos
(Shimokawa, 2002; Cha, 2004Datos recientes sugieren que la modulacion de la
actividad de FAS por C75 en el hipotalamo puedeped, alterar la percepciéon del
estado energético reduciendo la actividad de AMBKe actia como un sensor
energeético fisioldgico en este orgaroni, 2004).

40



Introduccién

14.EFECTO PERIFERICO DEL C75 Y DE LA ALTERACION DEL
METABOLISMO DE LOS ACIDOS GRASOS

Ademas de sus acciones hipotalamicas, se ha desgué¢ C75 reduce la
acumulacion de grasa en higado y tejido adiposatd@es obesos inducidos por dieta
(ratones DIO) l(oftus, 2000(). Esta interesante observacion plantea la sigugrggunta
¢,como puede haber una reduccion de los nivelesada @n tejidos periféricos (por
aumento en Ig-oxidacion) en una situacion donde los niveles @onil-CoA estan
aumentados y con ellos CPT1 inhibida?

En un estudio llevado a cabo en ratones DIO seébbareado un aumento del gasto
de energia y de oxidacion de acidos grasos tragranistracion del C75, mientras que
la administracion del etomoxir, un potente inhibide la actividad CPT1, revierte este
incremento en la produccion de energia y la pérdedpeso inducida por C75Hupari,
2002. Ademas, el tratamiento de adipocitos, hepategitaélulas humanas de cancer
de mama con C75 produjo un aumento en la oxidage@cidos grasos y de ATP,
aumentando la actividad CPT1, incluso en presetkei@oncentraciones elevadas de
malonil-CoA. En este estudio se propuso un segunecanismo de accidén para C75
que se resume en Fgura 12. Por un lado, C75 tiene una accidon central sobre e
hipotalamo donde inhibe FAS e incrementa los ns/elel malonil-CoA, alterando la
expresion de neuropéptidos que conducen a unamniisin de la ingesta y por otro
lado, también actia sobre tejidos periféricos aatlo CPT1, la oxidacion de acidos
grasos y la produccién de energia llevando a usaiducion de la masa grasa del
tejido adiposo y del higado, ayudando asi a laigemdel peso. Por lo tanto, estos datos
describen por primera vez un farmaco capaz deaad@i??T1 e identifican a este enzima
como una posible diana terapéutica para el tratamige la obesidad y la diabetes de
tipo 2. En otros estudios se ha observado que &vibién activa CPT1 sobreexpesada
en levaduras sin desplazar al malonil-CoA unidan(y, 200). Estos resultados
sugieren un mecanismo de accion dual para C75.aSebkervado también en otro
estudio en ratones obesos inducidos por dieta gquetamiento con C75 a largo plazo
resultaba en un aumento en la expresion de mARNQGI-3 en musculo esquelético,
sugiriendo que esta estimulacion de la regulacién UWCP-3 puede aumentar la
termogénesis y esto explicaria el aumento en &b giesenergialiha, 200).
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Figura 12. Modelo propuesto para los mecanismos deccion del C75 a nivel central y
periférico. Centralmente, C75 inhibe FAS, conduciendo a casnl@a la expresién de
neuropéptidosque causan una reduccion neta delumonge alimentos. En los tejidos
periféricos como el higado y el tejido adiposo, @denta la actividad CPT1, conduciendo a
un aumento en la oxidacién de acidos grasos y poidiu de energia. Ambos mecanismos
contribuyen a la pérdida de peso, pero el mecanpritérico es el responsable de la reduccion
selectiva de la masa del tejido adiposa y la resiudel higado. Figura tomada de(pari,
2002.

La naturaleza anfipatica del C75 puede tener impora en la estimulacion de
CPT1 ya que el palmitoil-CoA, el sustrato de CPE$, también una molécula
anfipatica, activa a CPT1 y en exceso puede reveartinhibicion por malonil-CoA
(Bremer, 198) Cerulenina que tiene un Unico grupo dicarbogibo su forma ciclica,
no es anfipatica, y al contrario que C75, se hardesque inhibe la actividad CPT1
(Thupari, 2001; Jin, 2004En el caso del C75](upari, 200), la disminucion de la
actividad CPT1 se ha correlacionado con una redncde la oxidacion de acidos
grasos y un incremento en la citotoxicidad en es8lue cancer de mama humano
tratadas con cerulenina. Jin y sus colaboradares 2009, han demostrado que el
tratamiento de ratones con cerulenina tiene urtetlal en higado y musculo, con una
inhibicion de la actividad CPT1 en primer lugamysda por una estimulacion después
de un tratamiento intraperitoneal con ceruleninabablemente mediada por una
activacion del sistema nervioso simpatico.

En resumen, C75 actia tanto centralmente reduciendgesta de comida y podria
estimular periféricamente la actividad CPT1 y laidegion de acidos grasos,
conduciendo a una drastica pérdida de peso y gé@rmhda de masa grasa en tejido
adiposo e higado. En tejidos periféricowivo, el efecto inhibidor de la actividad CPT1
causado por un alto contenido en malonil-CoA delaida inhibicion de FAS, parece
ser superado por la estimulacion de la activida@XQsor C75.
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Ademas del malonil-CoA, sustrato de FAS, otras més son necesarias para la
sintesis del palmitato incluyendo el ATP (requermiy ACC para generar malonil-
CoA) y el NADPH requerido por FAS. También han sidonsiderados varios
candidatos metabdlicos que podrian estar afectamioan cambio de la disponibilidad
de energia mediada por C75. Es bien conocido quPKkk un sensor del balance de
energia periférico\{inder, 1999. Los aumentos en el ratio celular de AMP/ATP,
cambios en el pH y el estado redox, y aumentos|aati® creatina/fosfocreatina
fosforilan y activan AMPK\(Vinder, 200) que a su vez, altera el metabolismo celular y
la expresion de genes para inhibir los procesobddicas (sintesis de acidos grasos y
TG) y para estimular los procesos de catabolismm#oion de acidos grasos, glicolisis
y consumo de glucosa) con el fin de restaurar ibsles de ATP Klardie, 200). En lo
que concierne la sintesis de los &cidos grasos, KANWforila y inactiva ACC
inhibiendo asi la sintesis de acidos grasos y disyendo la disponibilidad en malonil-
CoA (Frederich, 200R AMPK también fosforila y inactiva HMG (3-hidro@g-
metilglutarilo)-CoA reductasa, afectando asi lashitesis de isoprenoides y colesterol
(Clarke, 1990

En este estudio se examina con mas detalle ebefdet interaccion del C75 sobre
la actividad CPT1n vitro e in vivo en diferentes tejidos de rata y raton y también en
levadura sobreexpresando CPTL1.
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