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Discusion

1. UN NUEVO MODELO DE ESTRUCTURA 3-D PARA CPT1

A pesar de los esfuerzos realizados para caraateiznzima CPT1, todavia no se
conoce su estructura debido, posiblemente, a lguldldd de obtener un cristal
apropiado, ya que CPT1 es una proteina integradetaebrana. Por ello, en ausencia del
cristal de CPT1 son de gran utilidad las herramaebioinformaticas.

El desarrollo de un modelo estructural completanitiia predecir la localizacion
del inhibidor fisiologico, malonil-CoA, y su haliiad de interactuar con los sustratos
carnitina y palmitoil-CoA. Anteriormente, nuestraugo propuso un modelo estructural
del dominio C-terminal de CPT1 (modelaje de 607rna@cidos de 773 para CPT1A de
rata) basado en el cristal de CrAT de ratdr(llas, 2009). En el presente estudio se
propone un nuevo modelo estructural 3D silico mas afinado. Se han utilizado
métodos bioinformaticos que utilizan procedimientts modelaje por homologia
basados en alineamientos multiples de estructuistalograficas de las enzimas CPT2
de rata y COT de raton, las cuales fueron cristdfiz durante la realizacion de este
trabajo. CPT1, CPT2 y COT unen aciles-CoA de dsstiongitud. El nuevo modelo 3-
D de ambas isoformas de CPT1A y CPT1B de rata,&ssraefinado que el anterior que
utilizaba el enzima CrAT como molde. El modelo uyd la mayor parte de la
secuencia de la proteina, 615 aminoacidos de 7B @RT1A y 612 aminoacidos de
772 para CPT1B. Las posiciones del sustrato caaitCoA y el grupo palmitoil del
sustrato palmitoil-CoA fueron asignados por supsiqon y andlisis de Docking.

Lo mas importante fue observar que CPT1, COT y CPpigsentan modelos
estructurales préacticamente idénticos en su regi@mtral, la cual contiene
putativamente el lugar catalitico. Independientamele la localizacion subcelular del
enzima o de la longitud del sustrato acil-CoA quiizan, parece obvio que las
carnitina aciltransferasas conservan un gran phreen su centro catalitico. Las
estructuras modeladas de CPT1A y CPT1B de ratasemcialmente similares a COT.
Sin embargo, cabe destacar algunas diferenciasydassignificativas son el modelaje
para ambas isoformas de CPT1 de dos lazos extalariélicenl? y hoja13 y entre
las hojaspl7 y 18 de la estructura de COT que ha servido como endtlos es
debido a la presencia de residuos extra en lasesei@as de aminoacidos de estas
proteinas, lo cuales estan ausentes en COT. Comse@gencia de ello, se debe
considerar el modelaje de la estructura de estosados menos exacta que el resto del
modelo.
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Comparado con otras carnitina aciltransferasas, 1ICpfEsenta un dominio N-
terminal de 160 residuos. Este dominio contiene segmento citosdlico de 47
aminoacidos y dos regiones transmembrana. Al igual el dominio C-terminal, el
dominio N-terminal se proyecta hacia el citosold&minio amino terminal esta ausente
en CPT2, COT o CrAT. Por ello, no se ha podido rtardetilizando los critales de
CPT2 y COT que carecen de esta region. Existen aeditdratura numerosas
publicaciones incidiendo en la importancia del aotd entre los dos dominios N- y C-
terminal de ambas isoformas de CPT1 en la actiidedsensibilidad hacia malonil-
CoA. La importancia de dicha interaccion ha sideembada por estudios de quimeras
(Cohen, 1998; Jackson, 2000@or delecidon Brown, 1994a; Shi, 1998; Shi, 1999;
Jackson, 2000b; Dai, 2003; Shi, 2)0por mutacién de residuo$\anson, 1998;
Jackson, 2001; Zhu, 20))3or adicion de secuencigsofthwick, 200§ y también por
cambios fisico-quimicos-@ye, 200k Nuestro grupo ha reportado por primera vez un
modelo 3-D parcial del dominio N-terminal de CPTd@A rata. Este modelo carece de
los 9 primeros aminoé&cidos. Dicho modelo se obtha@sandose en la busqueda de
estructuras 3-D homologas a la secuencia de estaidoutilizando comparaciones en
PSI-BLAST dirigido contra la base de datos SCOPclsificacion de proteinas
(Lopez-Vinas, 200) El mejor candidato fue la estructura 3-D deltdacde
transcripcion IlIA deXenopus laevigcodigo PDB, 1TF3). El Docking entre la zona N-
terminal y C-terminal ha ampliado y mejorado laredtra 3-D y ha permitido una
mejor resolucion del Docking del malonil-CoA. EnHagura 1 se muestra la dicha
interaccion entre ambos dominios N- y C-terminaladproteina y también la union del
inhibidor malonil-CoA al enzima.
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. C-tepwjnal malonil-CoA

(sitio A)
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o malonil-CoA
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Figura 1: Modelo estructural de interaccion entre ds dominios N- y C- terminal de
CPT1A vy localizacion de los sitios de union de mald-CoA en el enzima. Utilizando
procedimientos de Dokingn silico para predecir la interaccion proteina-proteinaotgina-
ligando, un putativo complejo entre los dominios (Merde) y C-terminal (azul) de CPT1A
humana fue utilizado para predecir un sitio de mmié malonil-CoA en la cavidad del sustrato
acil-CoA de la molécula. Se representa una sedoidgitudinal del canal catalitico con una
linea (negro, continua y discontinua) para mostrardetalle las putativas posiciones y
interacciones de las moléculas del inhibidor ydiedtrato carnitina. Las representaciones de la
proteina fueron tomadas de LoOpez-Vifiaspez-Vinas, 200)/ con algunas modificaciones y
fueron realizadas utilizando el programa PyMOL (Bed Scientific, San Carlos CA).

2. VALIDACION DEL MODELO 3-D DE CPT1A

Se ha confirmado la validez del nuevo modelo de 12Pde rata mediante la
localizacion de varios aminoacidos descritos ditdeatura y que son importantes para
la actividad enzimatica y mantenimiento de unauesitra funcional como: 1) los
implicados en la catdlisis: Hi§y Asp'”’, 2) en la unién del sustrato carnitina y/o en el
mantenimiento de una conformacién correcta delneazArd>°, Thi*%, Tyr®® Thi*®y
Sef? 3) en la interaccién o estabilizacién del grupatpténico del CoA del palmitoil-
CoA: Asp®’, GIr® Lys™® y Lys® y finalmente, en la conformacion del bolsillo
hidrofébico para el posicionamiento de la cadembaraada del acil-CoA.

2.1El inhibidor malonil-CoA se une al enzima CPT1A erdos sitios opuestos

Durante mucho tiempo se han realizado numerosasiestpara poder determinar
los dominios de CPT1 a los que se une malonil-GiAembargo su localizacion, hasta
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la realizacidon de este trabajo, era totalmenteahessda. Aqui, se presenta por primera
vez mediante metodologia de Docking la putativallpacion del malonil-CoA en el
modelo 3-D del enzima CPT1A humana. Los andlisis Dieking predicen la
localizacion del inhibidor en dos sitios distinesel canal catalitico. Uno, llamado sitio
A, que esta préximo a la zona de interaccion dogelominios N- y C-terminal de la
proteina Figura 1). Este sitio esta situado en el lado de entratlautrato acil-CoA e
implica residuos de ambos dominios de la proteinka @nion del inhibidor. En cuanto
al segundo sitio de localizacién del malonil-CoAnflado sitio O, esta situado en el
extremo opuesto del canal cataliticofez-Vinas, 200)/

Varios autores habian descrito anteriormente Istextia de dos sitios de union del
inhibidor malonil-CoA en CPT1, uno de alta afinidadtro de baja afinidad’(ok,
1994; Zammit, 1984a, 1984b; Bird, 1984; Bird, 1988j, 1999; Shi, 2000 pero hasta
ahora ningun modelo estructural ha puesto en esidesste resultado. Del modelo
propuesto para la localizacién del malonil-CoA &aitio A se puede deducir que no es
posible la colocacién simultanea del acil-CoA y iddlibidor, ya que se superponen en
el espacio l(0pez-Vinas, 200)/ Por tanto, el efecto inhibidor del malonil-CoA &
actividad CPT1 se deberia a que su unidn en estiioimpediria la entrada del acil-
CoA al canal catalitico. Estos datos se ven apayado un estudio en que se observo
que el sustrato palmitoil-CoA desplaza la unién[d&]malonil-CoA unido a su sitio
de baja afinidad en mitocondrias de higado de latzyal sugiere que el sitio regulador
de union del malonil-CoA con una baja afinidad esponderia al sitio de unién de
aciles-CoA (rantham, 1986 Ademas, se ha demostrado que los endobidticos
naturales como Co0A-SH, acetil-CoA y propionil-CoAhiben la actividad CPT1
ligandose al sitio del acil-CoA<@ashfi, 1999. De todo ello se deduce que el sitio A de
unién del malonil-CoA corresponderia a aquellasérubs que necesitan el coenzima
A para ligarse. Dicho CoA favoreceria el alojamiede sus mitades acidas en sus
posiciones finales.

El segundo sitio de union del malonil-CoA, sitio iazdria corresponder a un sitio
de unidon exclusivo para el inhibidor propuesto @manthan y sus colaboradores
(Grantham, 1986 En este lugar, la interaccion del malonil-CoAncel enzima
dependeria mas del grupo dicarbonilo (estructueaS@-CH-CO o CO-CO) que de las
interacciones del CoA en si mismo con los aminaécipréximos. En este sentido,
Cook y sus colaboradores{qshfi, 1999 mostraron que las moléculas con una
estructura dicarbonilica (entre ellas, 4-hidroxifgioxilato y Ro 25-0187) inhiben de
forma variable la actividad CPT1, ligandose a siie especifico de union del malonil-
CoA, que es completamente diferente del sitio dérudel acil-CoA. Nuestros estudios
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de Dockingin silico realizados con Ro 25-0187 en nuestro modelo del&Pdstan de
acuerdo con los estudios de Cook y muestran geecestpuesto tiene una preferencia
significativa, en términos de estabilizacién dergiee por el sitio O respecto al sitio A.
Otros compuestos considerados inhibidores débilegug contienen estructuras
dicarbonilica y también CoA, como succinil-CoA y titmealonil-CoA (Kashfi, 1999
interactian con este segundo sitio de unién débiohdr malonil-CoA. Se cree que la
parte del CoA de estas moléculas podria aumentpotiencia de su inhibicién. Sin
embargo, los inhibidores de alta potencia como ROIB7 no necesitan estar en forma
de éster de CoA para ejercer su inhibicion, sugileeque la estructura dicarbonilica es
la responsable de sus efectos inhibidores.

Los resultados cinéticos también apoyan el moitesidlico y los dos posibles sitios
de union del malonil-CoA situados a lo largo delelicatalitico, desde el bolsillo de la
carnitina donde esta la Hig catalitica, hacia la superficie distal opuesteC@RT1. El
modelo de Docking del malonil-CoA en el sitio A mstra la existencia de interacciones
polares entre los residuos conservadosfyHis'’®, Asp'’, Ala*™® Tyr® ThFf%
Sef® y Sef®" y el sitio de unién de la carnitina. El residudatitico His'"® (Morillas,
2007) entraria en contacto con el grupo carboxilo ddonmilaCoA, sugiriendo una
posible interaccion electrostatica entre ellos.a®tinteracciones polares entre los
atomos de oxigeno del grupo carboxilico del malGaih y CPT1A incluyen los
grupos hidroxilos de T9#, Tyr®®y Th”° La mayoria de los residuos en el bolsillo de
la carnitina son compartidos por ambos sitios Ay O

En este estudio, el andlisis funcional de los dtisssde unién del malonil-CoA a
CPT1A fue realizado por la localizacion en el modestructural de varios residuos
descritos en la bibliografia como implicados esdasibilidad a malonil-CoA y también
por mutagénesis dirigida de residuos que defineamhl de uniéon del malonil-CoA en
el modelo, y que estan putativamente relacionadossti union. Asi, la union del
malonil-CoA en el sito A y la implicacién del dononN-terminal en esta union, fue
confirmada por anélisis mutacional de residuos’Qen N-terminal) y Ly®* (en C-
terminal) de CPT1A de rata realizados por nuestopa@ Estas mutaciones alteran el
reconocimiento mutuo de las interacciones de supEsfentre N- y C-terminal Opez-
Vifias, 2007.

En cuanto a la unién del malonil-CoA en el sitio €8, comprobé mediante la
mutacién de los residuos Afd y Trp’®® que estdn completamente conservados en
ambas isoformas de CPT1. El modelo de Docking maegie la cadena lateral del
residuo Arg* se encuentra a menos de 4 A de la molécula denih@oA y esta
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expuesta al solvente lejos del centro cataliticopado por la carnitina. Este residuo
estableceria interacciones polares con la partedgbfalonil-CoA, supuestamente por
el grupo hidroxilo del fragmento pantoténico délibidor. La mutacién de Af§®a Thr
presente en CPT2, enzima insensible al malonil-CmAafectd la actividad CPT1 pero
disminuyo ligeramente la sensibilidad del enzineatie a malonil-CoA, apoyando asi la
posicion de este sitio O. La alteracion del volurdehresiduo Trff? en esta posicién
por uno mas pequefio, Ala en CPT2, afectd a laidativdel enzima lo que indica que
probablemente este residuo este implicado en kbibdad de la proteina y/o al
complejo enzima-sustrato. Las mutaciones que pewwanfermedades en CPT1A
pueden ser divididas groseramente en dos categee@® si afectan directamente
(determinante funcional) o indirectamente el siictivo del enzima (determinante
estructural) Gobin, 2003. La Trp®? pertenece claramente a la segunda clase ya que se
encuentra a mas de 8 A del sitio activo del enzima.

Otro residuo, AI&® ha sido relacionado con la sensibilidad a malGoih en
CPT1A de rata Morillas, 2003. En nuestro modelo estructural este residuo esta
localizado en el sitio catalitico del enzima, erbelsillo de la carnitina y en contacto
con ambas posiciones del malonil-CoA. El doble migtaCPT1A R243T/A478G era
menos sensible a malonil-CoA que los simples masariisto podria deberse a la suma
de las interacciones especificas de cada residu@ldahibidor, ya que estos residuos
estan lejos el uno del otro en el tinel cataliti@diferencia en la composicién de los
aminodcidos alrededor de los sitios A y O indica malonil-CoA podria establecer una
red diferente de interacciones polares y no polacgs una diferente estabilidad de
unién dependiendo del sitio al que se une. Sin egobaunque los detalles mecanicos
de su papel en el centro activo del enzima perneamsdefinido, un solo residuo
hidrofébico Met®® conservado en todas las carnitina aciltransferasaseptibles a la
inhibicién por malonil-CoA, es esencial para lasskitidad al malonil-CoA [florillas,
2003. En el modelo de CPT1, este residuo se situa leoigllo de la carnitina a menos
de 4 A de la molécula del malonil-CoA en el sitio Parece que cualquier cambio en
esta posicion, ya sea por residuos pequefios comABey Glu (Vorillas, 2003 o
voluminosos como Lys y Arg, o por doble mutaciéwolncrando este residuo (CPT1A
R243T/M593S y CPT1A A478G/M593S), altera la unid ohhibidor y confiere al
enzima una insensibilidad total hacia el inhibidisiolégico malonil-CoA e incluso
hacia el propio CoA. Los resultados obtenidos @osmutantes confirman el papel de
estos residuos y apoyan las putativas localizasialeeambas moléculas de malonil-
CoA.
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La mutacién de Cy& provoca una disminucién en la sensibilidad de GPRacia
malonil-CoA y un incremento en la afinidad del saist carnitina. Este efecto no se
puede explicar por la posicidon que ocupa esteweséth el actual modelo de CPTL1. La
Cys%® esté localizada cerca del sitio A a una distadelagrupo CoA del malonil-CoA
de 13,82 A y de la carnitina de 14,71 A. Sin embaegta localizada en un lazo que une
la hojap16 y la hélicen20 y por tratarse de una zona poco estructuradghlpmente
su posicion real respecto al malonil-CoA sea mésaca de la predicha por el modelo
estructural de CPT1A.

2.2 Malonil-CoA y carnitina compiten por su union en elcentro activo del enzima

Malonil-CoA es un inhibidor competitivo de CPT1 camspecto al sustrato
palmitoil-CoA (Grantham, 1986y presenta otro tipo de interaccion con el segund
sustrato, la carnitina. Para determinar que tipmtgaccion existe entre malonil-CoA y
carnitina, hemos analizado los datos de variosresitque estudiaron las dCpara
malonil-CoA y Km de carnitina bajo diferentes condiciones y coro,eliemos
encontrado una formula que los relaciona. Es ratevdestacar que a pesar de la amplia
variedad de las fuentes de datos, la relacion érgréCso de la inhibiciébn por malonil-
CoA y log Km de la carnitina es lineal y la pendiente es esémente la misma en
todas las situaciones analizadas (variedad deesmkamtre -1,37 y -1,65, con un valor
medio de -1,49). Los datos cinéticos indican quniaCoA interfiere con la union de
la carnitina y que sus sitios respectivos de umstan muy préximos. Ademas, los
experimentos cinéticos y de inhibicion realizadeos este estudio confirman esta
hipétesis. Asi, en extractos de levadura expres@RIGLA salvaje de rata, un aumento
de concentracion de carnitina produce un aumentosdealores de 1§ para malonil-
CoA. Asi mismo, cuando se realizaron experiment@séticos variando las
concentraciones de carnitina a varias concentrasififas de malonil-CoA, se obtuvo
una cinética de Michaelis-Menten hiperbdlica endal el valor aparente denkpara la
carnitina aumentaba a cada concentracién progrekvealonil-CoA. Sin embargo,
esta relacion (valor de kg alto, valor de Kn para carnitina bajo y viceversa) no se
aplica a los enzimas CPT1A y CPT1B de cerdo. CPd&Acerdo es una quimera
natural que presenta un valor dgd®ajo para malonil-CoA (mas sensible) cuando se
compara con CPT1A de rata, pero todavia mantienealor bajo de kn para el
sustrato carnitina, una caracteristica de las eawiBPT1A [{licot, 2001; Relat, 2004
Por el contrario, CPT1B de cerdo cuando se companegCPT1B humana se comporta
como un enzima CPT1A, con un valor deg@lto para malonil-CoA (menos sensible)
y un valor de Kn para carnitina bajdielat, 2004; Relat, 2008
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2.3 ¢ Qué estequiometria guardan CPT1 y malonil-CoA?

Nuestros resultados indican que las dos moléc@asalonil-CoA compiten por el
mismo espacio dentro del sitio catalitico. Estaengguna estequiometria funcional 1:1
entre malonil-CoA y CPT1A. Por otra parte, una gqsiemetria 2:1 implicaria en
nuestro estudio cinético la formacién de un supuesmplejoEl, y eso daria un patron
de lineas rectas que no se cruzarian en el mismtw @n la representacion de los
dobles reciprocos (representacion de Lineweavek)Bwyr cuya representacion
secundaria (pendientes versus [l]) produciria unaal parabdlica. Dado que estos
graficos no han sido obtenidos en nuestro ests@igugiere que la interacciéon sigue
una estequiometria 1:1 malonil-CoA/CPT1A.

Hasta ahora, ningiin mecanismo de estequiometrfdiaiao ha sido descrito en la
literatura. Sin embargo, varios estudios bioquisican mostrado que malonil-CoA se
une a dos sitios, uno de alta y otro de baja afthidlas representaciones de Scatchard
de unién del 'CJmalonil-CoA en la isoforma hepética de CPT1 alaeate muestran
gue hay dos sitios de union del malonil-CoA que sméticamente distintos3(rd,
1984; Grantham, 1986; Zammit, 198Sin embargo, Kolodziej y ZammiKlodzie],
1990 reevaluaron la interaccion del malonil-CoA corsistema CPT1 mitocondrial de
higado de rata, utilizando membranas mitocondrialegrificadas. De las
representaciones de Scatchard, estos autores gerariugue la unidn del malonil-CoA
fue en gran parte explicada por la presencia d®lmcomponente de alta afinidad para
CPT1, en contraste con el sitio dual previamenpdrtado en mitocondrias intactas.
Los autores de este trabajo sugirieron que la udirbaja afinidad observada con
mitocondrias intactas de higado de rata puedandepéndiente del sistema CPT1 y que
podria estar relacionado con otras proteinas pessem el espacio intermembrana, o
con la membrana interna, asi como con otras estagctjue contaminan las muestras de
extractos crudos de mitocondrias (peroxisomas yasimnas). Todo ello sugiere una
estequiometria malonil-CoA-CPT1A de 1:1. Ademasgstudio realizado por Cook y
sus colaboradores 0ok, 199) de inhibiciébn de CPT1A con los inhibidores, mallon
CoA y CoA, demostro que cada uno de estos inhib&lee une a un sitio diferente, de
lo cual se podia deducir que la estequiometri&CRIEl/malonil-CoA/CoA podia ser de
1:1:1. Esta observacién apoyaria nuestro modeloya-Bue el CoA libre podria unirse
libremente al sitio A sin impedir la unién simulé&ndel malonil-CoA en el sitio O.
Ademas, nuestro modelo 3-D permite la unién de mokcula de malonil-CoA en el
sitio O simultdneamente con la unién del palmi@dlA en el sitio A. Esta observacion
también estaria apoyada por los datos aportado&godziej (Kolodzie], 1990 que
mostré que la presencia de concentraciones satgreblpalmitoil-CoA en el ensayo no
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tenfan ningun efecto en la capacidad maxima denudié [“C]malonil-CoA en
mitocondrias de higado de rata. En este caso,témeemetria de CPT1A/malonil-
CoA/palmitoil-CoA seria de 1:1:1. En un estudicedéinte, Zammit y sus colaboradores
(Zammit, 1985; Kolodzie], 1990también sugirieron que la temperatura podria
modificar la fluidez de la membrana y como conseciz la estructura terciaria de
CPT1 podria estar modificada de tal modo que padiaceptar, en ciertas
circunstancias, la union de la segunda moléculandébnil-CoA en el sitio de unién de
baja afinidad, sitio A.

De los datos cinéticos presentados concluimos §le o de los dos sitios de
inhibicion es competitivo con respecto al sustcamitina, y que los dos sitios de unién
tienen diferente afinidad para malonil-CoA tal cos® ha deducido del valor de
obtenido. Hay dos posibles explicaciones de lossdainéticos: 1) los dos sitios de
union para malonil-CoA son mutuamente excluyentekighibidor se uniria al enzima
con una afinidad diferente para cada uno de loks unién del malonil-CoA a un sitio
excluye la unién del sustrato, pero la union deom&CoA al segundo sitio seria
posible solo si el sustrato carnitina esta ya uridegel, 1998 Con los datos que
hemos analizado en este estudio, no estamos toglaasicion de decidir que modelo
sera el mas exacto.

3. VALIDACION DEL MODELO 3-D DE CPT1B
3.1His*?Y Asp*’” en CPT1B juegan un papel crucial en la catalisis

Las carnitina aciltransferasas parecen compartir macanismo comun de
transesterificacion. En general se ha aceptado wueesiduo de histidina muy
conservado es esencial para la catalisis en too®smiembros de la familia de
carnitina/colina aciltransferasas. Cuando la digetcde la reaccion implica la
formacion de la acilcarnitina, esta histidina cetiactia como una base general para
extraer el proton del grupo 3-hidroxilo de la Lydéina. En CPT1B de rata el residuo
implicado en este proceso es la¥flsEl mutante H473A fue expresado®ncerevisiae
y el hecho de que esta mutacion implique una adialicion de la actividad catalitica
apoya su papel en el centro catalitico.

También se ha postulado que un residuo de aspasgtitanvolucrado en la catalisis,
sugiriendo que el mecanismo de catalisis ocurrawe$ de una triada catalitica similar
al de las serin-proteasasrfwn, 1994). En la estructura cristalografica de CrAT
humana \(Vu, 2003 un glutdmico conservado, Gfd (Asp'”” en CPT1B de rata),
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interact(ia con la histidina catalitica. La mutacitinAsfi’’ a Ala en CPT1B de rata
(mutante D477A) abolio la actividad enzimética iggae ocurre con la mutacion del
residuo en esta posicion en las enzimas CPT2, CRII&AT (Brown, 1994b;
Morillas, 2004: Cordente, 2004Por lo tanto, Asf’ junto con Hi§"® pueden estar
involucrados directamente en la catdlisis. Prolmabfee, Asp’’ potencia la actividad
catalitica de Hi¥>y también estabiliza la carga positiva que se igeee el anillo de la
histidina después de la desprotonizacién del ghigixilo de la carnitina\{/u, 2003.

La desprotonizacién de la carnitina facilita elgaa nucleofilico del oxianion resultante
sobre el grupo carbonilo del tioéster del acil-CaéAsultando la formacion de un
intermediario tetraédrico. En el sitio activo, elgendo residuo serina &¥r del
conservado tripéptido STS, parece que ayuda ailesdalel intermediario oxianiéon
cargado negativamente. Asi, nuestros resultadosriexgntales con los mutantes de
His*"*y Asp*’’ junto con los descritos por nuestro grupo en euahposible papel del
tripéptido STS {lorillas, 2009, apoyan la hipétesis de que CPT1B asi como otras
carnitina aciltransferasa&iown, 1994b; Jogl, 2003; Wu, 200parecen utilizar mas
bien una diada catalitica de His-Glu/Asp que uiaaldrpara su mecanismo de catalisis.
Mientras que el estado de transicion estaria digtdd por un residuo de Ser.

3.2 Especificidad por el acil-CoA y unién de la carnitha en CPT1B

El conocimiento de cuales son los aminoacidos mdpe para el correcto
alojamiento de los sustratos es esencial para eombenecanismo de catalisis de estos
enzimas y también para el disefio de posibles farmaa especificidad por el sustrato
acil-CoA viene dada por la longitud de la cavidatdk se aloja el acil-CoA y por las
interacciones con los aminoacidos del entorno. éfeli en cuenta la informacion
estructural del cristal de COT de ratén y CrAT d&ar(ogl, 2004; Jogl, 200Ghemos
intentado redisefnar la especificidad del sustralmpoil-CoA en CPT1B de rata para
usar aciles-CoA de cadena media o corta.

El residuo descrito en el cristal de CrAT de ratdmo posible candidato para el
alojamiento del sustrato acil-CoA (M&Y) corresponde al residuo G en CPT1. El
analisis de estructura de ambas isoformas de Chifrfata muestra que este residuo
forma parte de un trio de glicinas, las cualesnelstéalizadas cerca del sitio activo del
enzima y a la salida de la hg}a4 que esta muy conservada en las distintas caniti
aciltransferasasFHgura 28, apartado Resultados Nuestro razonamiento fue que al
mutagenizar los tres residuos consecutivos denglipor los presentes en COT 0 en
CrAT, conseguiriamos cambiar la especificidad destrato palmitoil-CoA de CPT1B
de rata por el de aciles-CoA de cadena media a.d@ar ello, generamos los dos triples
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mutantes CPT1B-CrAT (cambio d&GGG por***¥MF) y CPT1B-COT (cambio de
GGG por>QGV). El cambio de estas glicinas conduce en anmhogntes a la
introduccién de grupos voluminosos en el canal didbico del enzima y como
consecuencia, su estrechamiento, lo que impidettada del palmitoil-CoA. En teoria
dicho estrechamiento podria favorecer la entradaales-CoA de cadena media o
corta. Los resultados de actividad enzimatica nmaiesjue CPT1B mutada pierde la
capacidad de metabolizar aciles-CoA de cadena.l&iganzima mutado tampoco es
capaz de transformar los aciles-CoA de cadena med@orta en sus derivados
acilcarnitina. Asi, la pérdida total de actividatzienatica en los mutantes de glicina de
CPT1B puede ser explicada por sus posiciones égitas en el alojamiento de
cualquier acil-CoA sea cual sea la longitud de aldena. Estos resultados demuestran
que en las diferencias estructurales entre CrAT/@Q@PT1B subyacen las bases para
la especificidad cinética de estas enzinfixes.los estudios de modelaje estructural por
Docking estas tres glicinas estan formando partesttecturas secundarias en forma de
lazo que no estan presentes en CrAT y que puederafanteracciones adicionales con
el dominio catalitico. Una mejor exploracion funtab de estos elementos estructurales
secundarios de CPT1 requiere una estructura cggtédica especifica para cada una de
las isoformas de CPT1Ay CPT1B.

Asi, los tres residuos pequefios de glicina en CRIélBata son esenciales para la
conformacion estructural del bolsillo hidrofébico gf resultado de la actividad
enzimatica obtenido esta de acuerdo con las muegibumanas de G y Gly"*° en
CPT1A Prip-Buus, 2001; Gobin, 20)3En el estudio de Gobin y sus colaboradores, se
demostré que las mutaciones causantes de defiggehamanas de CPT1A se podian
dividir en dos categorias dependiendo si los residafectaban directamente
(determinante funcional) o indirectamente el siictivo del enzima (determinante
estructural) y que las mutaciones de ‘&ly Gly"'° pertenecian a la primera categoria.
Ademas, estas glicinas parecian no afectar la siefidireccion hacia las mitocondrias,
ni la estabilidad del enzima mutado y contribui@mbién a la base estructural para la
selectividad de aciles-CoA de cadena largay(, 200). Ademas, los estudios cinéticos
de este autor mostraban que dichos mutantes sdméstte inactivosobin, 2003.

Por otro lado, es importante conocer cuales somnusoacidos que estabilizan el
posicionamiento de la carnitina en el enzima CPTIBniendo en cuenta la
informacion estructural del cristal de colina dteinsferasa (ChAT) de rata#i, 2004;
Govindasamy, 2004y los estudios de mutagénesis dirigida realizagfosos enzimas
COT y ChAT de la misma familia de CPT@rOnin 1997a; Cronin, 19)8intentamos
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redisefar la especificidad de CPT1B de rata paaaaaina como sustrato aceptor del
grupo palmitoil en vez de su sustrato naturalalaitina.

En nuestros estudios dirigidos a cambiar la esp&tafl del sustrato carnitina por
colina en CPT1B de rata, hemos demostrado qued&Aiene un papel relevante al
unir la carnitina ya que forma un puente salino eogrupo carboxilico de este sustrato.
El mutante R655N pierde completamente la actividadimética por rotura de esta
interaccion. Este resultado esta en concordancgialc@btenido por CroninC{ronin,
19979 con el enzima COT de buey. Ademas del simple met&€PT1B R655N,
preparamos el triple mutante CPT1B TET602VDN y ghdruple mutante CPT1B
R655N/TET602VDN que incorporan las substitucioneg @ronin Cronin, 1993
realizd con éxito en las coordenadas de ChAT de parrmitiendo a ChAT acomodar el
sustrato carnitina en vez de la colina. Se esparabal cuadruple mutante de CPT1B
eliminara la mayor parte de las interacciones €6®&1B y el grupo carboxilato de la
carnitina. Los resultados observados de pérdidectieidad del enzima CPT1B mutada
cuando se utiliza el sustrato natural del enzima&aknitina, corroboran los observados
por Cronin Cronin, 1997a; Cronin, 1998Sin embargo, no se obtuvo una mayor
actividad enzimatica cuando el sustrato era lanaplprobablemente debido a que el
volumen del sitio catalitico de CPT1B mutada segiésmdo muy amplio para una
correcta acomodacion de la molécula de la colioa.l@tanto no se pudo cambiar la
especificidad del sustrato carnitina por colind&C&T1B de rata.

El hecho de que no hayamos podido cambiar la dspead de ninguno de los
sustratos naturales carnitina o palmitoil-CoA e OB de rata, puede ser debido a que
esta proteina esta muy especializada respectosustratos naturales y que ello no sea
posible o bien se necesite el cambio de otrosuesigara redisefar la especificidad de
ambos sustratos.

3.3 Aminoécidos implicados en la sensibilidad a maloriCoA en CPT1B

Conocer los sitios de interaccion del malonil-Cagn cCPT1 es importante en el
disefio de nuevos farmacos para prevenir la obesaia@dsarrollo de diabetes mellitus
y enfermedades coronariasréntki, 1996; Anderson, 1998; Bitar, 2001; Giasnhes
2001). Al iniciar nuestros estudios, algunas aportaesoa la literatura habian sugerido
que la interaccion del malonil-CoA con CPT1 ocureia dominios que contenian
residuos de histidina, ya que un descenso en @mpie¢ 8 y 6 producia un aumento en
la afinidad por el inhibidor. El estudio realizaplor nuestro grupo en relacion a las dos
putativas histidinas en CPT1A de rata {ffisy His**® en COT y Hi§"" y His*®® en
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CPTL1A) responsables de la inhibicion por maloniAGoe apoyado por un lado, por el
analisis de secuencias proteicas, lo cual revelpréaencia de estos residuos en las
carnitina aciltransferasas inhibibles por malorolACy ausentes en las no inhibibles, y
por otro lado, por el modelo estructural del domidi-terminal de CPT1A de rata
propuesto en aquel momento, y que estaba basaéb @istal del mondémero de la
enoil-CoA hidratasa (PDB 2dub), enzima homohexarnériocalizado en la matriz
mitocondrial, que cataliza la segunda reaccion al@-dxidacion de acidos grasos
mitocondriales I(lorillas, 2000; Morillas, 200 Efectivamente, en ese modelo las dos
histidinas estaban cerca del canal de union ddiadr. En las coordenadas de CPT1B
de rata, estos residuos corresponden a las hisidig’® y His*®> En el nuevo modelo
de Docking del malonil-CoA en CPT1B de rata basao las informaciones
cristalogréaficas de CPT2 y COT, solo el residud®Hiscalizado en la hélice9 queda
lejos del canal de unién del malonil-CoA. En cuaata Hi$®® se localiza en la hélice
al7, cerca del sitio A de unién del malonil-CoA. &mbargo, al igual que en CPT1A
de rata, los resultados cinéticos de inhibicion eletima CPT1B mutado en estos
residuos indican que estas histidinas no tieneguminefecto en la sensibilidad a
malonil-CoA en las condiciones ensayadas.

Otro amino&cido presente en las carnitina acilfesasas inhibibles por malonil-
CoA vy ausente en las no inhibibles es la ¥een CPT1B de rata. Los resultados
obtenidos con el mutante CPT1B M593S demuestranegteeresiduo tiene un papel
crucial en la inhibicion por malonil-CoA y que nfeeta a la afinidad del enzima hacia
sus sustratos carnitina y palmitoil-CoA. El efedeoesta mutacion es importante ya que
el valor de IG, para malonil-CoA aumenta mas de 23 veces res@gotoazima sin
mutar, lo que confirma la implicacién de este rasién la accion del inhibidor. Este
valor de 1Gg es parecido al obtenido previamente por nuestrpagpara CPT1A de rata
(Morillas, 2009. El mutante de CPT1B en el residuo de Metdominante negativo de
CPT1 respecto al efecto del malonil-CoA, permitréealizacion de nuevos estudios en
musculo con el fin de determinar si la desregutacié la-oxidacion de acidos grasos
en la mitocondria puede revertir la resistencia ms$ulina mediada por niveles altos de
acidos grasos.

Ademas, el mutante natural humano P47%ro(n, 200) que afectaba la
sensibilidad del enzima hacia malonil-CoA pero fa actividad enzimatica se localiza
en frente de la M&t en el modelo 3-D de CPT1B de rata lo que corrolmrrecta
posicion del malonil-CoA cerca del centro catatitial como se ha visto por los
estudios de Docking. Ademas, esto viene confirmpdio los estudios de Granthan
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(Grantham, 1986que demostraba que al bloquear el centro actvemzima CPT1 no
se impedia la unién del inhibidor.

En conjunto, los resultados obtenidos aportan msiedatos sobre las bases
estructurales sobre los que se asientan las ioter&s entre los sustratos carnitina y
palmitoil-CoA, el inhibidor fisiolégico malonil-CoAy la proteina.

4. EFECTO DEL C75 SOBRE AMBAS ISOFORMAS DE CPT1

El exceso de peso corporal es un problema de salpdrtante en los paises
desarrollados y esta asociado a un riesgo sigmifecde diabetes tipo 2, enfermedades
cardiovasculares y cerebrovasculares y una maathlieciente. La magnitud de este
problema de salud y las limitaciones de la terajf@areduccién de peso acentla la
necesidad de diferentes aproximaciones para cantrel peso. Cerulenina, un
compuesto natural que inhibe la actividad FAS, ceduertemente y reversiblemente el
peso corporal L ) vy ha supuesto una nueva esperanza a aquellos que
necesitan una terapia eficaz para la obesidad. Mso® trabajos han sido realizados
para entender los mecanismos de reducciéon de pesocpdos por los inhibidores de
FAS. En este sentido, C75, un inhibidor sintétistalele de FAS basado en la estructura
de cerulenina ha sido descrito como una dianadetia para la obesidad y la diabetes
tipo 2 ( ). Los autores de este estudio, explican el eféetaC75 tanto a
nivel central reduciendo la ingesta como a niveif@gco, provocando una profunda y
rapida pérdida de peso y de masa adiposa de lmsemtratados con C75. Segun los
autores esto se deberia a una estimulacion deivédad CPT1 y un incremento en la
oxidacion de &cidos grasos. Sin embargo, la inidibicde FAS produce una
acumulacion de malonil-CoA, inhibidor fisiologice €€CPT1, lo que deberia prevenir la
oxidacion de acidos grasos. El efecto del C75 prania efectos opuestos: inhibicion de
CPT1 por malonil-CoA y activacion directa de CPThi(pari, 200). La activacion y
la inhibicion simultdneas de CPT1 por C75 pare@agnjicas y no han sido aun bien
aclaradas.

Teniendo en cuenta que C75 podria ser un agorastPd 1 decidimos estudiar esta
molécula utilizando modelos de estudioritro ein vivo.
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4.1La accion del C75 sobre la actividad CPT1 es a trés¢ de su derivado CoA,
C75-CoA

Durante la realizacidén de estos estudios, varit@rasi observaron un aumento en la
actividad CPT1 cuando se incuban los extractosedadura con C75Y@ng, 200%
Nicot, 2009. En nuestro caso y en nuestras condiciones deyenso detectamos
activacion o inhibicion significativas de CPT1 gr5, incluso a altas concentraciones
(100 uM). Esto podria deberse a las diferencias en ladoéigia utilizada por nuestro
grupo y los grupos mencionados anteriormente. Dehdjyeaunque ambos grupos
utilizaron la misma cepa de levadurd. (pastori3 para expresar CPT1B humana,
observaron una activacion distinta del enzima: @&@ctivacion a 8qM de C75 y
33% de activacion a 20QM de C75, respectivamente. Esta diferencia se debe,
probablemente, a las diferentes condiciones deyeng#dizadas.

Dado que en nuestros experimentos no observamobiaarsignificativos en la
actividad CPT1A ni CPT1B al incubar estas proteioas C75, nos planteamos la
posibilidad de que el verdadero efector pudierakderivado CoA del C75. McGarry y
sus colaboradore®¢clercq, 198y reportaron que etomoxir tenia que ser transfoomad
a su derivado CoA, etomoxir-CoA, para actuar stdmactividad CPT1. Ademas, otros
compuestos como el acido tetradecilglicidico (TDGA§cido carboxilico feniloxirano
(POCA) también deben ser convertidos a sus deriv&imA antes de actuar como
inhibidores de CPT1Selby, 1989; Weis, 1994Parece que el grupo CoA dirige v fija
la molécula del inhibidor en las cavidades de CRIElUn modo similar a como lo hace
el sustrato palmitoil-CoA.

Dentro de la célula, los aciles-CoA se forman cqaute del metabolismo de acidos
grasos endogenos, asi como de algunos acidos dax®xenobioticos. La sintesis de
los derivados CoA es el paso limitante para lawgagion e inactivacion de la mayor
parte de los acidos xenobidticos. Los conjugaddsCad#\ aumentan la reactividad
guimica de estos compuestos y pueden funcionar carstvatos alternativos en las
rutas metabdlicas intermedias de acidos grasoadina corta, media y largar(ghts,
1999. Es bien conocido que la formacién de estos xetiobs-CoA podria
potencialmente perturbar la cantidad de CoA erelala, competir por la unién a las
carnitina aciltransferasas y alterar faoxidacion {/essey, 1991 En mamiferos,
distintas acil-CoA sintetasas pueden activar ladadcgrasos de cadena larga, media y
los &cidos xenobidticos. La especificidad del stisty la localizacion intracelular de las
acil-CoA sintetasas, pueden explicar el ratio diereincias en la sintesis de los
derivados xenobidtico-CoA y sus posibles toxicidadAunque C75, etomoxir y
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cerulenina sean sustratos potenciales de la aéil-Siotetasa debido a la cadena
alifatica G en C75 y cerulenina y a los grupos carboxilicasréigables presentes en
C75 y etomoxir, ningun estudio se habia realizadsteh el presente. El analisis por
MALDI-TOF realizado en este estudio, mostr6 que CoB\, etomoxir-CoA y
cerulenina-CoA fueron sintetizados respectivamertigando se incubaron C75,
etomoxir y ceruleninan vitro en presencia de CoA-SH, del enzima acil-CoA sastet
de cadena larga y de ATP. Del mismo modo, se goafipor HPLC-MS/MS que el
derivado CoA del C75 puede producirse en mitocasditiescas aisladas de higado o
musculo de rata incubadas con C75 y CoA-SH. Laiaaitin de C75 a C75-CoA esta
probablemente mediada por la accion de la activittalds enzimas de cadena media- 0
cadena larga-acil-CoA sintetasas, presentes emrka atoplasmica de la membrana
mitocondrial externa y que estan implicadas en etabolismo de los acidos grasos y
xenobioticos Knignts, 200). En nuestro caso, es probable que en la sirdebi€75-
CoA esté implicado un proceso especifico a traedgipo de metileno electrofilico
del C75.

4.2 Estudiosex vivo confirman la formacién del C75-CoA

Se llevé a cabo un estudio en hepatocitos primat@gata con el objetivo de
confirmar que C75-CoA se forma en células preindabacon C75. Los analisis de
MALDI-TOF y de HPLC-MS/MS indican que se ha formagladerivado CoA del C75
en estas células. Los resultados muestran que 6A50ede producirsex viva C75
se transforma cuantitativamente a C75-CoA de fatosas dependiente en hepatocitos,
ya que a medida que se aumentaba la concentraelé87®, aumentaba también la
cantidad del C75-CoA presente en estas célulapoKientaje de recuperacion de
aciles-CoA de las células es muy bajo y que ausguacubaron con concentraciones
elevadas de C75 (50 y 1QM) no se recupero todo C75-CoA formado, posiblement
debido a la metodologia de recuperaciéon de acites-C

4.3 C75-CoA inhibe la actividad CPT1in vitro ein vivo

Cuando se transforma C75 en su derivado CoA, est®ivierte en un inhibidor
potente de CPT1. Bajo todas las condicianestro que fueron probadas en el presente
estudio, CPT1 fue claramente inhibida por C75-CoAuea manera dependiente de
concentracion. Los valores desfbservados para C75-CoA varian de micromolar a
nanomolar y eran inferiores a los obtenidos pamanexir-CoA, mostrando que C75-
CoA es un inhibidor de CPT1 mas potente que eton@@xA. CPT1B es mas sensible
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gue CPT1A a su inhibidor fisiolégico malonil-CoAegte efecto también fue observado
para C75-CoA.

Los dos inhibidores de CPT1, malonil-CoA y etomaX@A, se unen al enzima de
diferentes modos. La unién del malonil-CoA es rseide (VicGarry, 199) y rapido,
consistente con su papel fisioldgico de reguladerlal actividad CPT1 y de Ig-
oxidacion. Etomoxir-CoA es una molécula sintéticgefiada para inhibir fuertemente y
permanentemente CPT1VEgis, 199). C75-CoA muestra ciertas caracteristicas de
unién a CPT1 que son diferentes con respecto & ést® inhibidores. Este inhibidor
inactiva el enzima dependiendo del tiempo de puiacion lo cual es consecuente con
una cinética de unién lenta. Los inhibidores dedmrénta incluyen muchos farmacos
importantes como el metotrexato (tratamiento deaseipos de cancerj{one, 198)
allopurinol (tratamientos de cancer y célculos les)a (Hille, 1981 y aciclovir
(infecciones virales como el herpegk@rdon, 1989 C75-CoA se une mas fuertemente
gue malonil-CoA, ya que no se perdié su efectobidor cuando se lavaron las
muestras mitocondriales. Ademas, al contrario t@hexir-CoA, C75-CoA se une de
forma no covalente ya que fue eliminado tras l&isi§a Sin embargo, la presencia de
grupos carboxilicos y de la cadena hidrocarbontaddp en C75 como en etomoxir,
sugiere un modo comun de interaccion para estosntidsdores con el centro activo
de CPT1.

El siguiente paso era determinar cual es el requigie contribuye a la potencia
inhibidora del C75-CoA hacia CPTL1. La estructurintca del C75 se parece a la del
malonil-CoA. En este sentido, sugerimos que la zalkel C75-CoA podria imitar la
interaccion del malonil-CoA con CPT1, lo que exatia por qué C75-CoA es un
inhibidor tan potente de CPT1. Para comprobar égbatesis, llevamos a cabo
experimentos independientes de inhibicién con C@B;&tomoxir-CoA y el mutante
CPT1A Mb593S descrito anteriormente por nuestro @rgomo insensible a la
inhibicién por malonil-CoA [{lorillas, 2003. Este mutante también se inhibe por C75-
CoA maés que por etomoxir-CoA, siendo la actividesidual a altas concentraciones de
inhibidor del orden del 50% y del 60%, respectivateeEl valor de Ig para C75-
CoA y etomoxir-CoA en el mutante de metionina fuerespectivamente, mas de 100
veces Yy 40 veces superiores al del enzima sallajgiie indica que este mutante se
inhibe mas facilmente con C75-CoA que con el etarmBrA. Dado que la potencia
inhibidora esta linealmente relacionada con laiddith de unién, Ki es un parametro
valido para determinar la potencia real de un féom&os valores de Ki e Kg para
C75-CoA muestran que CPT1A une C75-CoA con madgdafinque etomoxir-CoA
tanto en el enzima salvaje como el mutado e¥dfl complejo enzima-inhibidor del
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mutante se disocia mas rapidamente respecto ananzalvaje (el valor de Ki es 8
veces el del enzima salvaje y kinact de 0,7 veces) probablemente debido a la
localizacion estratégica de este residuo en ell @atalitico del enzima y del tipo de
union de C75-CoA a la proteina.

Dado que C75 y C75-CoA pueden coexistir en la ag¢leta importante conocer el
efecto neto de la presencia de ambas moléculas $alactividad CPT1. Realizamos
experimentos de inhibicidbn de la actividad CPT1lArsexpresada en levadura en
presencia de C75 y su derivado CoA. Nuestros esgt indican que C75 no es ni
activador ni inhibidor de CPT1A. Ademés, hemos demado que C75-CoA es un
inhibidor fuerte, similar a etomoxir-CoA (¥ges de 0,24M y 4,1 uM para C75-CoA 'y
etomoxir-CoA, respectivamente). C75 a una conceidina20 veces la del C75-CoA no
contrarresto la inhibicién de la actividad CPT1Aisada por C75-CoA. Esto, esta de
acuerdo con el efecto neto observado de la inlibide CPT1.

Los valores de 16§ para C75-CoA sobre CPT1A de fracciones mitocotelride
higado de rata, eran 16 veces mas altos que lesvall®s para CPT1B de mitocondrias
obtenidas a partir de musculo de rata. Sin embaegtas diferencias no fueron
observadas en extractos de levadura sobreexpreaarisis isoformas de CPT1. En los
miotubos L6EY, el valor de kgera similar al observado en higado de rata yéadas
de insulinoma INS(832/13), consistente con el hegh® L6E9 expresan la isoforma
CPT1A, y no CPT1BHerdomo, 2004; Sebastian, 2N0Aunque el grupo de Thupari
(Thupari, 200Y sugerié que C75 era un activador de CPT1A, enaomds en todos los
casos estudiados, que C75-CoA inhibe ambas isofodeaCPT1in vitro (Bentebibel,
2009. Los resultados de inhibicion de la actividad @Pdnh mitocondrias frescas
aisladas de células en cultivo y incubadas con ©JA; corroboran los resultados
obtenidos por nuestro grup@egntebibel, 2006 en células de cultivo (célulds del
pancreas INS(832/13), miotubos L6E9 y células deonri HEK293) incubadas
previamente con C75 y en las cuales se observé@loaisa inhibicién de la actividad
CPT1 sino también una disminucion de la oxidaciénpdimitato. En este caso, la
activacion del C75 a C75-CoA podria producirse iede las células via las aciles-
CoA sintetasas enddgenas.

Es interesante comparar estos resultados que pigcon los obtenidos por otros
investigadores que han observado una activacioBRIEL. En el estudio de Yang y
colaboradores Y(ang, 200), células de hepatocarcinoma humano (Hep G2) fiuero
incubadas directamente con C75 y carnitina marcadiaactivamente, y se observo un
incremento en la actividad CPT1 tras medir la siatde palmitoilcarnitina. En otros
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estudios {hupari, 2002; Landree, 20P4os autores observan una estimulacion de la
actividad CPT1 y una activacion de la oxidacionpdémitato inducidas por C75 en
células de cancer de mama humano (MCF-7), en dtbpode raton (3T3L-1) y en
hepatocitos primarios y neuronas corticales de. rags discrepancias entre estos
resultados y los obtenidos en este estudio podsiplicarse por diferencias en la linea
celular usada, diferente metodologia para medirat¢dvidad CPT1, diferentes
condiciones experimentales o a efectos no conocddosdel C75 en otras vias de
sefalizacion celulares. En los estudios de Yantuypadri, la actividad CPT1 se midio
en células permeabilizadas con digitonina, lo qudrip alterar las interacciones entre la
mitocondria y el citoesqueleté(izman, 200Pque pueden afectar la actividad CPT1 o
interferir en el ensayo, mientras que en este estjue presentamos, se ha ensayado la
actividad CPT1 en fracciones enriquecidas en mitdgas aisladas y purificadas de
tejidos y de células en cultivo.

4.4El mecanismo de inhibicién del C75-CoA sobre CPT1As distinto para cada
sustrato

El derivado CoA de C75 es un inhibidor competifpadente que se une fuertemente
pero reversiblemente a CPT1A. La capacidad de G#/+Gara inhibir CPT1n vitro
nos condujo a examinar el mecanismo de esta indiibic

En el presente trabajo mostramos las cinéticastdbicion de CPT1A variando las
concentraciones del sustrato palmitoil-CoA en preisede varias concentraciones de
C75-CoA por un lado, y por otro lado, variando @Emcentraciones del sustrato
carnitina en presencia de varias concentracione€ e CoA. Nuestros resultados
cinéticos indican que C75-CoA se comporta de fodifarente respecto a ambos
sustratos de CPT1A. C75-CoA es un inhibidor comipetide la actividad CPT1A
respecto al sustrato palmitoil-CoA y es un inhilbidoxto respecto al segundo sustrato,
carnitina. El valor aparente denKpara palmitoil-CoA es inferior al del sustrato
carnitina (4,5uM y 46,46 uM, respectivamente). Sin embargo el valor de Kapar5s-
CoA con respecto al palmitoil-CoA como sustratode®,23uM (Bentebibel, 2005 y
es mas alto que el valor de Ki para C75-CoA copee® al sustrato carnitina, 0,04
uM. Los valores respectivos del ratiorKKi para el sustrato palmitoil-CoA y carnitina
son de 19,5y 161,5 de los cuales deducimos queGdA5es un inhibidor de CPT1A
mucho mas potente cuando el sustrato es carnitinacgqando se trata del palmitoil-
CoA.
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Estos datos también sugieren que C75-CoA se uma etrsustrato carnitina. El
mecanismo inhibidor del C75-CoA respecto a caraitse parece al observado para
malonil-CoA (Lopez-Vinas, 200)/ Varios autores han descrito la existencia de una
competicion entre malonil-CoA y carnitindl¢Garry, 1983; Bird, 1985 Los tejidos en
los cuales la sensibilidad de CPT1 a malonil-CoAlaesnas alta, son aquellos que
requieren concentracion mas alta de carnitina pamaducir la reaccion, y las
condiciones necesarias para el efecto de la qaanytila de la sensibilidad a malonil-
CoA parecen estar inversamente relacionadas. Ensestido, nuestro grupo observo
que una eficiencia catalitica mas alta para elratstarnitina en el mutante CPT1A
M593S fue seguida de una disminucion en la seidabilinhibidora del malonil-CoA.
Esto indica que el mutante puede alojar mas efieamnla carnitina en el sitio
catalitico desplazando asi malonil-CoA y previnietal inhibicion de CPT1. El grupo
carboxilo del malonil-CoA y C75-CoA imitan parciame la interaccion entre el
enzima y el grupo carboxilo de la carnitina, impidio asi la posicion correcta de este
sustrato e inhibiendo la actividad catalitica detima. Varios autoresCOok, 1994;
Kashfi, 1994 sugieren que la presencia de dos grupos carlsoaitola molécula de
malonil-CoA podrian ser los responsables de laant#on y el efecto inhibidor sobre
CPT1A. Como C75-CoA también tiene estos dos grepdsonilos, podria comportarse
como el inhibidor malonil-CoA.

4.5 C75-CoA se formain vivo e inhibe la actividad CPT1 a corto plazo

Los experimentos realizados por nuestro grupo kraséde cultivo que demuestran
que C75 inhibe la actividad CPT1 y la oxidaciénpaémitato Bentebibel, 2005 han
sido corroborados por experimentos llevados a gabivo en ratén. Una sola inyeccion
i.p. de C75 en raton produjo inhibicion de la adad CPT1 en higado, musculo
(soleus) y pancreas a periodos de tiempo corto8{dmin a 1h). En todos los tejidos
analizados se recuperd la actividad CPT1 a loslesveel control después del
tratamiento de 5 h. El grado de inhibicion y elmp® necesario para llegar a los
maximos efectos observados en CPT1 varian segésjiédd, lo que puede reflejar
diferencias en la farmacocinética de cada tejiduem, en la tasa de transformacion
enddgena del C75 a C75-CoA. Ademas, hemos demosprad andlisis de HPLC-
MS/MS que C75-CoA se forma vivo en higado de estos ratones tratados con una
inyeccion i.p. de C75 durante 30 min. También, troesexperimentosn vitro
realizados en mitocondrias de levadura sobreexpdes@PT1A demuestran que C75-
CoA inhibe la actividad CPT1 aun en presencia d&. ©or otro lado, la inhibicion de
CPT1 por C75-CoA se mantiene estable hasta queomplejo CPT1/C75-CoA
probablemente sea reemplazado por una nueva mmldeuCPT1. Es posible que el
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proteosoma reconozca el complejo CPT1/C75-CoA ynpava su desaparicion. En
este caso, la escala de tiempos seria dependirtagido.

La inhibicion de la actividad CPT1 por C75-CaAvivo en nuestros experimentos
es independiente de la supuesta inhibicion por milalpA que puede ser formado
después de la accion del C75 en FAS. La activid@¥1Cfue determinada en
mitocondrias aisladas de tejidos y lavadas dossve®er lo tanto cuando se lavan las
mitocondrias, el malonil-CoA no queda unido a CR/Asto que este metabolito se
libera del enzima. Por el contrario, como C75-CaAua inhibidor de unién fuerte,
permanece unido al enzima después del lavado losigméfica que su inhibicién es
persistente. Al contrario de lo visto en la inhibicpor C75-CoA, la inhibicion por el
etomoxir era maxima en 5 h. Este puede ser explipad el hecho de que etomoxir se
une covalentemente a CPTL1.

Los resultadosn vivo del C75 en la actividad CPT1 en los tres tejidesortados
anteriormente son similares a aquellos reportadosopros grupos que trabajan con
cerulenina, la molécula base para la sintesis @8l En efecto, C75 podria comportarse
como cerulenina en ratones produciendo un efedtsibdb en CPT1, es decir, una
inhibicion inicial seguida de una recuperacion.obsstaria de acuerdo con el mayor
gasto energético observado en tejidos periféri@satbnes tratados con C75 durante
varias horas. La inhibicion de CPT1 a corto plaistaven nuestros experimentos
después de una i.p. de C75 en ratones es consis@mtlos resultados obtenidos por
Clegg y sus colaboradore§|€gg, 200Y quién observé una reduccion del gasto de
energia periférico 12 h después de una dosis epCth en ratas. Ademas, se ha
demostrado que una administracion intracerebroweerdr (i.c.v) del C75 aumenta el
nivel de la oxidacién de acidos grasos en el mosaltravés del sistema nervioso
simpatico Cha, 200% Asi, la recuperacién de la actividad CPT1 obsdaven el
musculo podria explicarse si consideramos la patabi de que el efecto central del
C75 vence su accion periférica.

4.6 La unién del C75-CoA a CPT1 confirmada por Dockingnolecular

Nuestros modelos 3-D que ilustran la interaccidnG#s-CoA con el centro activo
de CPT1 indican una posicion comun para el suspalwitoil-CoA y los inhibidores
etomoxir-CoA y malonil-CoA. Las principales diferas entre estas moléculas aparte
de la longitud de la cadena hidrocarbonada intriolduen la cavidad hidrofébica, son el
tamafio y las caracteristicas quimicas de la "cdldaC75 que estan ausentes en el
sustrato acil-CoA. Estos datos 3-D y los experimeinéticos del C75-CoA respecto a
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ambos sustratos de CPT1 sugieren un mecanismo tougpesntre el sustrato
palmitoil-CoA y C75-CoA. En los modelos de CPT1Avage el grupo carboxilico de la
cabeza de la molécula del C75-CoA se posiciond espacio equivalente al del grupo
dicarbonilo del malonil-CoA lo cual interfiere cda correcta posicion de la carnitina.
Ademas, esta cabeza del C75-CoA esta localizadda goroximidad del residuo
catalitico Hi¢"® lo que puede perjudicar la actividad catalitiea @PT1A (6pez-
Vinas, 200}. Sin embargo, estos modelos no apoyan en abslaluaacion del C75
como un activador de CPT1. Aunque Yang y sus codalamwes (ang, 200) dedujeron
por experimentos competitivos de unién que C75ngeauun lugar distinto del malonil-
CoA, el sitio exacto en el cual C75 interactuada €PT1 quedaria por determinar.

La carencia de un cristal de CPT1 dificulta la ira&ién de nuevos estudios de
Docking que pudieran explicar la unién del C75 gdtivaciéon de CPTL1.

4.7 Efecto de cerulenina y su derivado CoA en la actidad CPT1

Se ha observado una pérdida significativa de peas tina administracion
sistematica de altas dosis de cerulenina 0041 oftus, 2000; Makimura, 20()Jpero
las reducciones en el consumo de alimentos no zdoam valores estadisticos
significativos (in, 2004; Makimura, 200Q,lsugiriendo que la pérdida de peso observada
era debida a efectos potenciales en el gasto dgiand&a inhibicion de FAS en el
cerebro puede disminuir tanto el consumo de alia®egbmo el peso corporal. Sin
embargo, para que cerulenina sea al menos tantpatemo C75 en la inhibicion de
FAS (Gabrielson, 2001; Pizer, 20)da dosis de cerulenina requerida para reducir el
consumo de alimentos fue considerablemente mayoretiuccion de la oxidacién de
acidos grasos observada en células de cancer da mamano (MCF-7) tratadas con
cerulenina, fue posiblemente causada por la inbibide la actividad CPT1 por los
niveles de malonil-CoA presentes, debido a la ieidh de FAS (hupari, 200). Asi,
la inhibicion de la actividad CPT1 es debida a fatte indirecto de cerulenina, ya que
este inhibidor de FAS no parece unirse al enzimalQPhupari, 200). La diferencia
entre los dos inhibidores de FAS cerulenina y Gitires la actividad CPT1 se puede
explicar parcialmente por la diferencia en la pnesede grupos dicarbonilos y en su
naturaleza anfipatica requerida para la interacaiinecta con CPT1. Asi pues,
cerulenina contiene un solo grupo dicarbonilo erolaa ciclica y no en la forma
anfipatica. Esto explicaria la falta de interacaon CPT1 {in, 2009,

En este estudioJ(n, 2003, se ha demostrado que el tratamiento de ratooes c
cerulenina tiene un efecto dual sobre la actividBd 1 en higado y musculo después de
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una inyeccion i.p. En una primera fase se produeeinhibicion de la actividad CPT1
seguida por una estimulacion, probablemente mediadaina activacién del sistema
nervioso simpatico (SNS). Por esta razon quisimmupcobar el efecto directo de
cerulenina en CPT1A de rata expresada en levadNoase detectd ningun efecto
inhibidor en la actividad CPT1A a las concentrae®rde cerulenina utilizadas en
nuestras condiciones de ensayo.

Alternativamente, ya que hemos demostrado que agepiormar el derivado CoA
de cerulenina, cerulenina-CoA, éste podria inteeacton CPT1 y mostrar su efecto
inhibidor. Hemos detectado tan solo un 15% de inifib por cerulenina-CoA a las
maximas concentraciones ensayadas. El efecto ddnilde cerulenina sobre CPT1
observado por Jin y sus colaboradorés, (200 podria explicarse por una accién
conjunta de cerulenina-CoA y malonil-CoA producjmw la inhibicion de FAS.

5. FUTURO: INVESTIGACION ADICIONAL

La familia de las carnitina aciltransferasas hébido mucha atencidén ya que varios
estudios les atribuyen un alto potencial para eadello de farmacos para el
tratamiento de la diabetes tipo 2 y otras enfermeslchumanasA(derson, 1998;
Wagman, 200)L Asi, en corazon, la isquemia de miocardio ha sidociada con la
acumulacion de aciles-CoA de cadena lafgari( 1995; Hamdan, 2001Los resultados
presentados en esta tesis pueden servir como m@dedo estudiar los efectos de
mutaciones especificas en aminoacidos que panicgra la union de diferentes
inhibidores en las carnitina aciltransferasas ynae nos ayudan a entender las
relaciones entre estructura-funcién de esta famdianzimas.

Un estudio reciente resalta la importancia de l#armacion y la organizacion de
CPT1A de rata en la membrana mitocondrial exteriaaye, 200). El estudio sugiere
que el enzima CPT1A de rata existe en forma deoomptejo trimérico y este es capaz
de unirse ademas a una 0 mas proteinas. El doiigominal seria importante en la
formacion de este complejo oligomérico. El estudion proteinas quimeras
parcialmente deleccionadas permitié demostrar hsegenento transmembrana TM2 es
suficiente para la formacién del trimero de CPT14ue el tamafio del dominio C-
terminal de CPT1A limita el nimero de oligbmerosniendo en cuenta estas
informaciones y los estudios realizados en ests, tgoponemos un posible modelo de
transporte del sustrato palmitoil-CoA por el sisseeGPT1A Figura 2).
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Figura 2: Modelo propuesto de CPT1A ilustrando lasposibles interacciones generales
entre las proteinas y ligandos que forman parte dedistema de transporte del palmitoil-
CoA en la mitocondria. Se representa en la membrana mitocondrial extdroamplejo de 3
CPT1A (azul) con sus dominios N-terminal (verdé)xamnal catalitico donde reside el sustrato
carnitina (rojo) y el conjunto de los segmentosisraembranas TM1 y TM2 de cada enzima
(amarillo). Cercana en la misma membrana se eneuehienzima acil-CoA sintetasa, la que
sintetiza el sustrato palmitoil-CoA utilizado porPTLA para dirigir la reaccion de
transesterificacion y formar el palmitoilcarnitigae sera transportado junto con la carnitina por
el transportador carnitina/acilcarnitina (CACT) if situado en la membrana mitocondrial
interna y que esta en contacto con CPT2 (rosajpdat en la cara citosolica de la membrana
mitocondrial interna. Se representan también laepma que une aciles-CoA (ACBP) (rojo) y
gue libera el sustrato palmitoil-CoA para ser zditlo por CPT1A y el enzima acetil-CoA
carboxilasa 2 (ACC2) (naranja), la que sintetizdomi&CoA destinado a inhibir la actividad
CPTL1.

Nuevos estudios, una vez esté disponible la estaudatristalografica de CPT1
permitirian no solo validar nuestro nuevo modelD 8e ambas isoformas de CPT1
sino también la validez de la hipdtesis de trartepde acidos grasos propuesta en el
esquema anterior. Por otro lado, los resultadaseptados en este estudio proporcionan
pruebas irrefutables que C75 es un inhibidor petgntlirecto de ambas isoformas de
CPT1 en su forma de éster de CoA. C75-CoA inhibactavidad CPTIlin vitro e in
vivo. La estructura cristalografica de CPT1 nos periaitconocer las interacciones
precisas del C75-CoA con CPT1 y ello facilitariadedefio de nuevos farmacos con
mayor efectividad y especificidad para CPT1.
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Conclusiones

CPT1A:

1. La obtencion de un nuevo modelo 3-D mas refinada 2PT1 ha permitido
determinar que el malonil-CoA se une al enzima GP€h dos sitios opuestos,
sitio A y sitio O. Segun el modelo de Docking dedlamil-CoA en el enzima, la
parte CoA del inhibidor y la del sustrato palmHiGibA competirian por la entrada
en el sitio A. En cuanto al sitio O, seria exclogpara el inhibidor malonil-CoA ya
que el sustrato palmitoil-CoA no se alojaria e sgio.

2. Dichos sitios de union A y O han sido confirmados mutagénesis dirigida de
Arg*®y Met®y de Ald"® respectivamente, y también por el doble mutantg“Ar

A|a478

3. El modelo de Docking de malonil-CoA en ambos si#og O indica que la parte
malonilo ocuparia el espacio de unidn del sustrataitina. Los estudios cinéticos
muestran que malonil-CoA presenta un mecanismalubicion mixta respecto al
sustrato carnitina para CPT1A.

CPT1B:

4. Presentamos por primera vez un modelo 3-D del enfMAT1B de rata que es
similar a la isoforma hepatica de CPT1 y en el seatonservan los sitios de unién
de los sustratos carnitina y palmitoil-CoA y tammbiés sitios A y O de union del
malonil-CoA.

5. Nuestros datos cinéticos muestran qué Blig Asp*’’ son criticos para la catélisis

en CPT1B de rata. La localizacion de estos residumosl modelo estructural de
CPT1B cerca del sitio de union del sustrato caraitionfirma su importancia en la
actividad catalitica del enzima.

6. La mutacién de cuatro aminoécidos en CPT1B de Tad9GIu®¥Thr*®YArg®>®
no fue suficiente para cambiar la afinidad del retistL-carnitina por la de colina.
Ello sugiere que otros requerimientos estructurates necesarios para un cambio
en la afinidad para la colina.

7. La mutacién de las tres glicinas Gi¥Gly"**-Gly"** por sus homélogos en CrAT o

COT no mejora la especificidad del enzima hacites¢CoA de cadena media o
corta y produce la pérdida de actividad para a€lled de cadena larga, lo que
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sugiere gue dichos aminoacidos son esenciales lpacarrecta ubicacion del
sustrato acil-CoA.

8. La mutacién del residuo M& en CPT1B de rata por serina, confirma su papel
critico en la inhibicion del enzima por malonil-CoA

C75:

9. C75 no tiene ningun efecto activador o inhibiddoreolas isoformas de CPT1A y
CPT1B de rata sobreexpresadas en levadura.

10. C75-CoA se forman vivo y es un inhibidor fuerte, de union lenta y revaeside
CPTL1. Dicha inhibicion no es revertida por la pnesz de C75.

11. C75-CoA es un inhibidor competitivo de CPT1A respeal sustrato palmitoil-
CoA y un inhibidor mixto respecto a la carnitina.

12. Los modelos de Dockingn silico muestran que la cadena lateral del C75-CoA
encaja en un bolsillo hidrofébico donde se ubicaddena alifatica del sustrato
palmitoil-CoA.

13. Una inyeccion i.p. del C75 a ratones produce uhiicion de la actividad CPT1
in vivo a tiempos cortos en higado, masculo y pancreas,squrecupera con el
tiempo.

14. Cerulenina y su derivado CoA, cerulenina-CoA, renén ningun efecto en la
actividad CPT1A sobreexpresada en levadura.
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