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2-AG: 2-araquidonoilglicerol
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AMPK: proteina quinasa activada por AMP
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BDNF: factor neurotroéfico derivado de cérebro
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BST: nucleo Del lecho de La estria terminal

C75: 4cido 4-metilen-2-octil-5-oxotetrahidrofuran-3-carboxilico
CACT: carnitina acilcarnitina transferasa

CART: transcrito relacionado con cocaina-anfetamina

CCK: colecistoquinina

CoA-SH: coenzima A

COT: carnitina octanoiltransferasa

CPT1A: carnitina palmitoiltransferasa 1, isoforma hepatica
CPT1AM: carnitina palmitoiltransferasa 1, isoforma mutada insensible a malonil-CoA
CPT1B: carnitina palmitoiltransferasa 1, isoforma muscular

CPT1C: carnitina palmitoiltransferasa 1, isoforma cerebral



CPT2: carnitina palmitoiltransferasa 2
CrAT: carnitina acetiltransferasa

CSF: liquido cefalorraquideo

DHAP: dihidroxiacetona fosfato

DMH: hipotalamo dorsomedial

DMSO: dimetil sulféxido

DMV: nucleo dorsal motor

DVC: complejo dorsal vagal

EC: endocannabinoide

ECS: sistema de endocannabinoides

FAS: 4cido graso sintasa

FFA: acido graso libre

G-3-P: glicerol-3-fosfato

G-6-Pasa: glucosa-6-fosfatasa

GFP: proteina verde fluorescente

GHS-R: receptor de secretagogos de La hormona del crecimiento (receptor de
ghrelina)

GK: gliceroquinasa

GLC: glucosa

GLP-1: péptido similar al glucagdn tipo 1
GPO: glicerol fosfato oxidasa

GSH: glutatidn

GTT: test de tolerancia a la glucosa
HPLC-MS/MS: cromatografia liquida de alta eficacia acoplada a espectrometria de
masas

HSPB: proteina de choque térmico, tipo B
i.c.v.: intracerebroventricular

IL-6: interleuquina 6

i.p.: intraperitoneal

IR: receptor de insulina

IRS2: sustrato del receptor de insulina, tipo 2

KB: cuerpo cetdnico



Katp SUR1: subunidad SUR1 del canal de potasio dependiente de ATP
Katp Kir6.2: subunidad Kir6.2 del canal de potasio dependiente de ATP
LCFA-CoA: aciles-CoA de cadena larga

LHA: hipotdlamo lateral

LPL: lipoproteina lipasa

MBH: hipotdlamo mediobasal

MC3R: receptor 3 de melanocortinas

MCA4R: receptor 4 de melanocortinas

MCD: malonil-CoA decarboxilasa

MCH: hormona concentradora de melanina

MD: malonato decarboxilasa

MLC: methylene-lacking-C75, derivados de C75 sin grupo metileno
MME: membrana mitocondrial externa

MMI: membrana mitocondrial interna

a-MSH: hormona estimuladora de melanocitos

NPY: neuropéptido Y

NPY1R: receptor 1 del neuropéptido Y
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PKC-d: proteina quinasa C, isoforma

POD: peroxidasa

POMC: pro-opiomelanocortina

PP: polipéptido pancreatico

PPAR-a.: receptor activado por el proliferador de peroxisomas, isoforma o
PUFA: icidos grasos poliinsaturados

PVH: nlcleo paraventricular del hipotdlamo

PYY: péptido YY



RCA: area retroquiasmatica

RE: reticulo endoplasmatico

SDS: sodio dodecil sulfato

SNC: sistema nervioso central

Snd: sobrenadante

snoRNA: RNA nucleolar pequefio

SREBP: proteina de unién a elementos regulados por esterol
T3: tri-iodotironina

TAB: tejido adiposo blanco

TAG: triacilglicerol

TEMED: N,N,N’N’-tetrametil-etilenediamina
TGI: tracto gastrointestinal

TH: tampon de homogenizacion

TNF-a: factor de necrosis tumora a

UA: unidades arbitrarias

UCP: proteina desacoplante

VMH: nlcleo ventromedial del hipotalamo

El resto de abreviaturas son de uso comun o se detallan en el texto.



La elevada incidencia de la obesidad y las enfermedades relacionadas han
convertido en una prioridad el estudio de los mecanismos destinados a controlar la
ingesta y el gasto caldérico. Ambos procesos estdn regulados por las interacciones
bidireccionales entre el sistema nervioso central y los érganos periféricos, las cuales
permiten crear un mapa del estado energético del organismo y responder en

consecuencia ajustando tanto el consumo de alimentos como el gasto de energia.

El hipotdlamo es una parte del sistema nervioso central con un papel
protagonista en el control de la homeostasis energética. Es una estructura integradora
de sefales centrales y periféricas implicada en la regulacién de varios procesos, entre

otros, el apetito.

Durante los ultimos anos, multiples estudios han tratado de profundizar en los
mecanismos moleculares que, en el hipotalamo, controlan la expresion de los
neuropéptidos y neuromoduladores encargados de regular la ingesta. Como resultado
se ha demostrado el papel clave que juega el metabolismo de los acidos grasos en
estos procesos. Concretamente, se ha propuesto que moléculas como el malonil-CoA
derivado de la glucosa, o los aciles-CoA de cadena larga (LCFA-CoA, long chain fatty
acyl-CoA) actuan como sefiales intracelulares de saciedad regulando el apetito. El
enzima carnitina palmitoiltransferasa (CPT) 1, cataliza la entrada de LCFA-CoA al
interior de la mitocondria, y es el principal regulador de la oxidacién de acidos grasos.
A su vez, su actividad se encuentra inhibida por el primer intermediario de la
lipogénesis, el malonil-CoA, lo que permite mantener un equilibrio entre la sintesis y la

oxidacidn de las grasas.

En esta Tesis se ha estudiado el efecto que la modulacion de CPT1 en el
hipotdlamo tiene sobre la ingesta de alimentos. Para ello se han utilizado dos
aproximaciones experimentales diferentes. En primer lugar se ha sobre-expresado una
isoforma permanentemente activa del enzima (CPT1AM) en el nucleo ventromedial del
hipotdlamo. En segundo lugar se ha estudiado el efecto de la administraciéon central
del compuesto anorexigénico C75 que, una vez activado a C75-CoA, actia como

potente inhibidor de CPT1.



Los resultados obtenidos demuestran que la sobre-expresion de CPT1AM en el
hipotalamo causa inicialmente hiperfagia y, en un estado posterior, resistencia a la
insulina, intolerancia a la glucosa e hiperglucemia. Por otro lado, la inhibicién de CPT1
en el hipotdlamo tras el tratamiento con C75 produce una disminucion de la ingesta y
una pérdida de peso aportando nuevas pistas sobre el mecanismo de accién central de

C75.

Tomados en conjunto, estos resultados confirman el importante papel que el
enzima CPT1 juega en la regulacién del apetito. Asimismo, aportan nuevos datos sobre
los mecanismos centrales que modulan el metabolismo glucidico. Por otro lado
demuestran que la inhibicién de CPT1 a nivel central se deriva en una disminucion de
la ingesta resaltando la importancia de este enzima como diana terapéutica para el

tratamiento de la obesidad.
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1. REGULACION DE LA HOMEOSTASIS ENERGETICA

A pesar de la elevada incidencia de sobrepeso en las poblaciones actuales, la
regulacion de la homeostasis energética en mamiferos es un proceso
sorprendentemente preciso. Existen complejos sistemas destinados al mantenimiento
de un equilibrio entre la ingesta y el gasto de energia. Sin embargo, cuando se instaura
un balance calérico positivo crénico, los mecanismos homeostdticos no siempre son

capaces de compensar el desequilibrio, lo que conlleva la aparicién de obesidad.

Esta patologia multifactorial se define como una acumulacién de grasa excesiva
asociada a problemas de salud. Es, ademas, un factor de riesgo que incrementa las
probabilidades de sufrir otras enfermedades, como diabetes, dolencias
cardiovasculares e incluso algunos tipos de cancer (Friedman, 2000; Flier, 2004). Por
todo ello el estudio de los mecanismos que regulan el balance energético es esencial

para el entendimiento, la prevencién y el tratamiento de la obesidad.

El mantenimiento de este balance depende de la regulacidn de tres procesos: la
ingesta, el gasto de energia y el almacenamiento de un depdsito de grasa, que
funciona como reserva caldrica y permite la adaptacién a variaciones ambientales y
nutricionales. Estos procesos estdn minuciosamente regulados por un versatil sistema
neuroendocrino capaz de monitorizar el estado metabdlico, integrar la informacion

obtenida y responder en consecuencia (Korner, Woods et al., 2009).

1.1. INGESTA Y GASTO ENERGETICO

Como ya se ha comentado, las interacciones bidireccionales entre dérganos
periféricos y sistema nervioso central (SNC) permiten regular la ingesta de alimentos y
gasto energético. Las diferentes sefales hormonales y nutricionales ejercen su accion
sobre el hipotalamo y el tronco del encéfalo. Estos nucleos reciben también
informacién sensorial, horaria, relativa a la situacién social y referente al sabor de los

alimentos (Figura 1).

El papel integrador del cerebro sera examinado en profundidad en el siguiente
apartado (Introduccién, 2). A continuacidn se analiza la contribuciéon de las sefiales
gastrointestinales, hormonales y metabdlicas a la regulacion de la ingesta y el gasto

energético.
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Figura 1. Sefales que regulan la ingesta y la homeostasis energética. Las sefiales hormonales y
metabdlicas procedentes de organos periféricos, las sefiales sensoriales referentes al sabor de los
alimentos y la informacidn horaria y sobre la situacion social, se integran a nivel del sistema nervioso
central (SNC) con el fin de modular la ingesta y el gasto energético. TAG: triacilgliceroles; aa:
aminodcidos; glc: glucosa; FFA: free fatty acids (acidos grasos libres); KB: ketone bodies (cuerpos
cetdnicos) (Adaptado de Williams y Frihbeck, 2009).

Seiales gastrointestinales

El tracto gastrointestinal (TGl) desempefia un papel fundamental en el control
de la homeostasis energética, pues ademads de ser la fuente de diferentes péptidos y
hormonas reguladoras del apetito, modula el consumo de alimentos a corto plazo,
detectando la cantidad y composicién de los nutrientes ingeridos e informando de la
misma al SNC. Durante las fases pre- y post-absortiva de la ingesta, el SNC recibe
sefales procedentes del TGl que actdan limitando la ingesta y contribuyendo a la

finalizacion del acto de comer.

Las primeras evidencias de la existencia de un eje intestino-cerebro fueron
aportadas en los afios 70, cuando se identificd la colecistoquinina (CCK) como la
primera hormona intestinal capaz de afectar al apetito (Gibbs, Young et al., 1973).
Desde entonces se han identificado otras hormonas y péptidos gastrointestinales con

un papel en la regulacién de la ingesta (Tabla 1).



Grelina

La grelina es una hormona peptidica producida, principalmente, por el
estdmago descubierta en el afio 1999 como un ligando enddégeno del receptor de
secretagogos de la GH (growth hormone, hormona del crecimiento) (GHS-R) (Kojima,
Hosoda et al.,, 1999). Es la uUnica hormona periférica con efecto orexigénico

(incrementa la ingesta) descubierta hasta el dia de hoy.

Se trata de un péptido de 28 aa que requiere de la octanoilaciéon post-
traduccional para ejercer su actividad bioldgica. Disminuye la utilizacién de grasas
(Ueno, Yamaguchi et al., 2005) y tiene la capacidad de estimular el apetito (Wren,
Small et al., 2000; Nakazato, Murakami et al., 2001), siendo una importante senal para
iniciar la ingesta de alimentos (Cummings, Purnell et al., 2001). La expresion y
secrecion de esta hormona se incrementan durante el ayuno o cuando hay una

pérdida de peso.

Sefiales hormonales

Ademas de los péptidos gastrointestinales, varias hormonas secretadas por el
tejido adiposo y otros érganos endocrinos actian en el SNC modulando la ingesta y el

gasto energético.

Tejido adiposo blanco (TAB)

La masa adiposa se encuentra regulada por cambios compensatorios en la
ingesta y el gasto calérico, en respuesta a variaciones en el estado energético global.
Esta habilidad es esencial para la supervivencia, pues permite la adaptacidon a

situaciones ambientales diversas evitando grandes fluctuaciones en el peso corporal.

Las seiales procedentes del TAB, o relacionadas directamente con él, actian en
el sistema nervioso central (SNC) para regular tanto la ingesta como la movilizacién o
el acimulo de grasa (Kaiyala, Woods et al., 1995; Baskin, Figlewicz Lattemann et al.,
1999; Sandoval, Cota et al., 2008). Desde el descubrimiento de la hormona
anorexigénica leptina se generd un cambio en la visién de este tejido, que pasd a

considerarse un érgano endocrino con capacidad de integrar sefiales metabdlicas y
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responder en consecuencia modulando la secreciéon de diferentes hormonas y

adipocitoquinas con capacidad de regular la ingesta (Tabla 1).
Leptina

Antes del descubrimiento de esta hormona en los afios 90 (Zhang, Proenca et
al., 1994), los estudios con modelos de animales obesos y diabéticos ya sefialaron la
existencia de un factor circulante, proporcional a la cantidad de grasa, con capacidad
de regular la ingesta. Estos estudios se basaron en la utilizacién de parejas de animales
parabidticos, forzadas a compartir un mismo flujo sanguineo a través de una conexion
vascular. Los primeros experimentos se realizaron en los aifios 60 con ratas hiperfagicas
y obesas debido a una lesion en el nicleo ventromedial del hipotalamo (VMH) (Hervey,
1959). En la década siguiente se realizaron estudios similares con ratones
genéticamente obesos (ob/ob) y diabéticos (db/db) (Coleman, 1973). Todos los
resultados obtenidos sugerian la existencia de un factor de saciedad (ausente en los
animales ob/ob) capaz de unirse a un receptor (ausente en los animales db/db),
causando la disminucion de la ingesta y el aumento del gasto energético. Se especuld
que este factor ejercia su accion en el hipotdlamo, pues las ratas con lesiones en el
VMH resultaron insensibles al mismo. 20 afios después, se descubrié que los animales
obesos sufrian un déficit de leptina, mientras los animales db/db presentaban una

mutacion en el receptor de esta hormona (ObRb).

A pesar de su efecto sobre el peso y la ingesta, los niveles de leptina son muy
altos en individuos obesos y, de hecho, la administracién exégena de la misma no tiene
un efecto significativo en estos pacientes. Unicamente los individuos con una
deficiencia congénita responden, perdiendo peso, a la administracion de leptina
(Farooqi, Matarese et al., 2002). De igual manera, esta hormona es incapaz de regular
el apetito y la masa corporal de ratones con obesidad inducida por la dieta. Esto se
debe a la aparicidn de resistencia a la leptina, un estado metabdlico definido por la

incapacidad de esta hormona en ejercer su efecto fisioldgico.

Pancreas endocrino

La parte endocrina del pancreas se encarga de sintetizar y liberar diferentes

péptidos y hormonas a la circulacion. Algunas, como la insulina, tienen un importante



papel en la regulacién del apetito y el mantenimiento de la homeostasis energética

(Tabla 1).
Insulina

Se trata de una hormona polipeptidica de 51 aa producida y secretada por las
células-p del pancreas. Ejerce diferentes acciones sobre sus drganos diana, todas
encaminadas a mantener la glucemia constante. Estimula la captacién de glucosa y la

glucogénesis e inhibe la gluconeogénesis y la glucogenolisis.

En el cerebro el receptor de insulina se expresa ampliamente, sin embargo se
encuentran concentraciones especialmente altas en zonas especificas como el bulbo
olfativo, el hipocampo, la corteza cerebral y el hipotdlamo. Especialmente en el
hipotdlamo, esta hormona tiene un importante efecto en la regulacion del peso y la
ingesta. La administracién central de insulina produce una pérdida de apetito mientras
que la disminucién selectiva de su receptor en el hipotdlamo causa hiperfagia y

resistencia sistémica a la insulina (Briining, Gautam et al., 2000; Obici, Feng et al., 2002
(a)).

Asimismo, los niveles circulantes de esta hormona estan estrechamente
relacionados con la masa adiposa y, junto a la leptina, sirven como sefial informativa

de la adiposidad periférica para el SNC.

Otras glandulas endocrinas

Los glucocorticoides derivados de la glandula adrenal tienen un importante
efecto sobre la modulacion del apetito (Dallman, la Fleur et al., 2004). La deficiencia de
cortisol produce anorexia mientras que un exceso causa hiperfagia. Los efectos sobre
la ingesta de los glucocorticoides se deben a su accion sobre neuronas hipotaldmicas

(Makimura, Mizuno et al., 2000; Drazen, Wortman et al., 2003).

Las hormonas esteroideas derivadas de las génadas también estan implicadas
en la regulacion del apetito. Se ha observado que el estradiol causa una reduccion en

el peso y la ingesta a través de su accién en el hipotdlamo (Gao, Mezei et al., 2007).
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Igualmente, las hormonas tiroideas son capaces de modular el balance
energético. La accion de la tri-iodotironina (T3) en el SNC produce un aumento de la

ingesta independientemente del gasto de energia (Kong, Martin et al., 2004).

En la Tabla 1 se resumen las principales sefiales endocrinas con un papel en la

regulacion del balance energético.

Sefiales metabdlicas

La ingesta de alimentos es necesaria para la obtencion de sustratos
energéticos, como la glucosa o los acidos grasos. Por este motivo, resulta légico que

los niveles circulantes de estos metabolitos sean capaces de regular el apetito.

Multiples evidencias demuestran que variaciones en la disponibilidad vy
utilizacidon de los diferentes nutrientes controlan la ingesta (Mayer y Thomas, 1967;
Langhans, 1996; Leonhardt y Langhans, 2004). Por ejemplo, la administracion
parenteral de glucosa o acidos grasos inhibe el consumo de alimentos mientras el
blogueo farmacolégico de la utilizacion de estos nutrientes estimula el apetito
(Langhans, Wiesenreiter et al.,, 1983; Langhans, 1996). Los cambios en su
disponibilidad pueden ser monitorizados por el SNC vy érganos periféricos,

contribuyendo a la regulacién de la homeostasis energética.

De hecho, en el hipotalamo existen poblaciones de neuronas glucosensoras
capaces de utilizar glucosa y otros metabolitos como moléculas sefializadoras,
respondiendo a los cambios en la concentracion extracelular de las mismas. Estas
neuronas se dividen en dos grupos, GE (glucose-excited) y Gl (glucose-inhibited). Las
primeras incrementan y las segundas disminuyen su actividad cuando los niveles de
glucosa extracelular aumentan (Song, Levin et al.,, 2001). La actividad de estas
neuronas controla la funcion de tejidos periféricos, incluyendo la parte endocrina del
pancreas. De hecho, se ha propuesto que el efecto central del la insulina sobre la
homeostasis energética estd mediado, al menos en parte, por estas neuronas

glucosensoras (Cotero y Routh, 2009).

El metabolismo de los 4cidos grasos en el SNC también resulta crucial en el

mantenimiento del balance energético. Se ha demostrado que la concentracién de



acidos grasos puede ser monitorizada por el hipotdlamo, afectando la ingesta, el gasto
de energia y la produccién de glucosa hepatica (Obici, Feng et al., 2002 (b); Hu, Cha et
al., 2003; Obici, Feng et al., 2003).

Los estudios mas recientes sugieren que la disponibilidad y utilizacién de los
diferentes nutrientes, asi como la relacidén entre unos y otros, permite elaborar un
mapa sobre el estado metabdlico de manera que la ingesta y la termogénesis se
ajusten en consecuencia, con el objetivo de mantener el balance energético. Esta idea
sugiere la existencia de un sensor celular capaz de monitorizar las sefales relativas al
estado metabdlico. Recientemente se le ha atribuido este papel a dos proteinas
guinasa, AMPK (proteina quinasa activada por AMP) y mTOR (mammalian target of
rapamycin), que poseen un papel clave en la integracion de la informacién periférica

en el hipotdlamo (Minokoshi, Alquier et al., 2004; Cota, Proulx et al., 2006).
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Péptidos y hormonas reguladoras del apetito

Hormona/Péptido Secrecion Efecto
Grelina Estdmago N Ingesta

W Gasto energético
Obestatina Estdmago W Ingesta

V Peso
Colecistoquinina (CCK) Intestino V' Ingesta (saciedad)
Péptido YY Intestino W Ingesta (saciedad)
Péptido similar al glucagén tipo 1 Intestino W Ingesta (saciedad)
(GLP-1)

V' Almacenamiento de

grasa
Oxintomodulina (OXM) Mucosa gastrica W Ingesta (saciedad)
Leptina TAB W Ingesta

N Gasto energético
Adiponectina TAB V' Resistencia a la

insulina

? Ingesta

? Gasto energético

Resistina Adipocitos N Resistencia a la
(roedores) insulina
Macrofagos ? Ingesta
(humanos)
? Gasto energético
TNF-o. TAB V Ingesta
N Gasto energético
IL-6 TAB ? Ingesta
N Gasto energético
Insulina Célula-f pancreas \ Ingesta
Polipéptido pancredtico Celula PP pancreas W Ingesta (saciedad)
Glucocorticoides Glandula adrenal N Ingesta
Estradiol Ovarios W Ingesta
Hormonas tiroideas Glandula tiroides N Ingesta

Tabla 1. Principales péptidos y hormonas reguladoras de la ingesta y el gasto energético (Coll, Farooqi et
al., 2007).
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Sistema de endocanabinoides

Las sefiales destinadas a regular la homeostasis energética estdn moduladas
por el sistema de endocannabinoides (ECS, endocannabinoid system). Su
descubrimiento se remonta a los afios 90, cuando se identificaron los receptores CB1
(Matsuda, Lolait et al., 1990) y CB2 (Munro, Thomas et al., 1993), a los que se une el
principio activo del cannabis. Poco tiempo después, se hallaron nuevos ligandos

enddgenos de estos receptores que pasaron a denominarse endocannabinoides (EC).

Los EC son lipidos bioactivos derivados de los acidos grasos de cadena larga
poliinsaturados  (PUFA,  polyunsaturated  fatty  acids), siendo el N-
araquidonoiletanolamida (AEA o anandamida) y el 2-araquidonoilglicerol (2-AG) los EC

mas estudiados (Di Marzo y Fontana, 1995; Sugiura, Kondo et al., 1995).

El ECS controla la ingesta y el balance energético a través de su accién central y
periférica (Tabla 2) jugando un papel principal en la comunicacién entre el SNC y otros
6rganos. Su activacion se traduce, basicamente, en un aumento del apetito y el peso
(Kim, Li et al., 2011). La desregulacion en este sistema se ha asociado con trastornos
alimenticios, patologias cardiovasculares y obesidad por lo que se ha convertido en
una buena diana terapéutica para el tratamiento de estas enfermedades (Di Marzo y

Matias, 2005; Maccarrone, Gasperi et al., 2010).

Activacion del ECS

Lugar de accion Efecto

Cerebro N Ingesta

TGl W Saciedad, M Asimilacién de alimentos

TAB W Adiponectina y leptina, N Lipogénesis

Higado N Lipogénesis

Pancreas N Insulina

Musculo W Captacion de glucosa y oxidacién de acidos grasos

Tabla 2. Respuesta a la activacién del sistema de endocannabinoides.
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2. REGULACION CENTRAL DE LA INGESTA Y EL BALANCE ENERGETICO

Como ya se ha comentado en el apartado anterior, el papel integrador del SNC
es crucial en el mantenimiento de la homeostasis energética. El hipotalamo y el tronco
del encéfalo son las partes encargadas del control de estos procesos. Ambos nucleos
se encuentran intimamente ligados a través de conexiones neuronales, lo que permite
integrar todas las sefiales recibidas. Estas son tanto de tipo neural como humoral. Las
primeras consisten en fibras del nervio vago aferentes que proceden, principalmente,
del higado y el TGI, y desembocan en el tronco del encéfalo. Las segundas incluyen
péptidos, hormonas y metabolitos circulantes, que ejercen su accidn principalmente

en el hipotalamo.

A lo largo de este apartado se detallan las principales caracteristicas del
hipotalamo y el tronco del encéfalo y se analiza su papel en el control de la ingesta y el

balance energético.

2.1. HIPOTALAMO

El hipotdlamo es una pequeiia parte del SNC localizada justo debajo del tdlamo,
a ambos lados del tercer ventriculo, en la parte inferior del encéfalo (Figura 2 A). Se
trata de una estructura integradora de sefiales centrales y periféricas implicada en el
control diario de un gran numero de procesos como la temperatura corporal, la
presion sanguinea o la sed y el apetito. Estd estructurado, anatémica vy
funcionalmente, en nucleos neuronales bien definidos que conectan entre si a través

de proyecciones axonales, estableciendo una compleja red neuronal (Figura 2 B).

Los primeros estudios que demostraron el papel del hipotdlamo en la
regulacion de la ingesta se remontan a los afios 40. Se observd la aparicion de
hiperfagia y obesidad en ratas con lesiones en el nucleo ventromedial (VMH) por lo
gue este nucleo pasod a considerarse un “centro de saciedad” (Hetherington y Ranson,
1942). Posteriormente se demostré que lesiones en el hipotdlamo lateral (LHA)
provocan hipofagia mientras que en los nucleos arcuato (ARC) y paraventricular (PVH)

causan aumento de la ingesta y el peso (Olney, 1969).
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Figura 2. Localizacidn y estructura anatomica del hipotalamo. (A) Esquema de un corte sagital del
encéfalo de rata en el que se muestra la localizacién del hipotalamo y la disposicidon de los diferentes
nucleos (Adaptado de Smith y Ferguson, 2008). (B) Esquema de un corte coronal del cerebro en el que
se muestra la disposicion relativa de los nucleos hipotaldmicos y las conexiones neuronales que
establecen entre si (lineas punteadas). 3v: tercer ventriculo; ARC: nucleo arcuato; VMH: nucleo
ventromedial; DMH: nucleo dorsomedial; LH: hipotalamo lateral; PVH: nucleo paraventricular.

Nucleo arcuato (ARC)

El ARC estd considerado como el nucleo clave en la regulacidn del apetito. Se
localiza préximo a la eminencia media y los capilares fenestrados de la barrera
hematoencefalica (BBB, blood brain barrier), por lo que es capaz de integrar gran
cantidad de sefales humorales. En el ARC existen dos poblaciones neuronales
claramente diferenciadas. La primera co-expresa los neuropéptidos orexigénicos NPY y
AgRP, y su estimulacion conlleva un aumento de la ingesta (Hahn, Breininger et al.,
1998). La segunda co-expresa los neuropéptidos anorexigénicos POMC y CART y su
activacidén produce una disminucion de la ingesta (Broberger, De Lecea et al., 1998).
Estas poblaciones neuronales estan consideradas de primer orden ya que responden

directamente a los niveles circulantes de metabolitos y hormonas. Sus proyecciones
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axonales alcanzan dreas hipotaldamicas de segundo orden, como el PVH o el DMH

(Bouret, Draper et al., 2004).

Neuronas POMC / CART

El procesamiento proteolitico del neuropéptido POMC (pro-opiomelanocortina)
produce melanocortinas, que ejercen su accién bioldgica al unirse a los receptores
MC3R y MCA4R presentes en el hipotalamo (Mountjoy, Mortrud et al., 1994; Kishi,
Aschkenasi et al., 2003). Estos receptores se expresan en los nucleos ARC, VMH v,
especialmente, en el PVH. Las melanocortinas derivadas de las neuronas POMC se
unen a sus receptores lo que produce una inhibicién de la ingesta (Balthasar, Dalgaard
et al., 2005). De hecho la pérdida de sefalizacidn a través de MC4R o la deficiencia en
POMOC causa hiperfagia, disminucion del gasto energético y obesidad (Huszar, Lynch et
al.,, 1997; Yaswen, Diehl et al., 1999). El neuropéptido AgRP es un antagonista
endogeno de los receptores MC3R y MC4R y su efecto orexigénico se debe a su accidn
inhibidora sobre las neuronas POMC. Esto sugiere que la inhibicién de la ingesta y el
aumento del gasto energético mediado por las melanocortinas se mantienen hasta
que los requerimientos energéticos activan las neuronas AgRP, que se encargan de

frenar la accién anorexigénica de esta via (Bagnol, Lu et al., 1999).

Estudios recientes han demostrado la importancia del sistema de las
melanocortinas en la regulacién de la homeostasis energética en humanos. Se han
identificado mds de 90 mutaciones en el gen de MC4R, causantes de,
aproximadamente, el 6% de la obesidad temprana en humanos (Farooqi, Keogh et al.,

2003; Simpson, Martin et al., 2009).

La mayoria de las neuronas POMC co-expresan el neuropéptido CART. Este se
expresa en el ARC, pero también en el DMH, LHA y PVH (Couceyro, Koylu et al., 1997).
La administracion central de este péptido produce hipofagia, mientras que la
administracion de un antisuero anti-CART produce hiperfagia (Kristensen, Judge et al.,
1998). Curiosamente, impidiendo el flujo de liquido cefalorraquideo (CSF, cerebro-
spinal fluid) entre el tercer y cuatro ventriculo cerebral se inhibe el efecto
anorexigénico de la administracion de CART, sugiriendo que sus efectos tienen lugar en

el tronco del encéfalo mas que en el hipotdlamo (Aja, Sahandy et al., 2001). El papel de
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CART como regulador de la ingesta es controvertido, pues otros estudios han
demostrado que la administracién aguda de este péptido en el VMH o el ARC produce
un aumento en la ingesta (Abbott, Rossi et al., 2001) y la sobre-expresion del mismo
produce un aumento del peso e hiperfagia (Kong, Stanley et al., 2003). Por otro lado, el
raton transgénico CART-/- no muestra alteraciones ni en el peso ni en la ingesta
cuando se alimenta con dieta normal (Asnicar, Smith et al., 2001). Todos estos
resultados sugieren que CART puede tener acciones orexigénicas o anorexigénicas

dependiendo del circuito hipotalamico sobre el que actua.

Neuronas NPY / AgRP

El neuropéptido NPY es uno de los principales reguladores del peso corporal
por su accion sobre la ingesta. Actla sobre 5 receptores diferentes (Y1 — Y5) sin
embargo parece que ejerce su efecto orexigénico a través de su union a los receptores
NPY1R y NPY5R. Los niveles de este neuropéptido dependen del estado nutricional. Su
expresion y secrecion se incrementan durante el ayuno y disminuyen tras la
alimentacion (Sanacora, Kershaw et al., 1990; Swart, Overton et al., 2001). La mayoria
de las neuronas NPY co-expresan el neuropéptido AgRP. Este es un antagonista de los
receptores MC3R y MC4R, por lo que bloquea la sefial anorexigénica de las
melanocortinas. La administracidn central de NPY en ratas estimula la ingesta (Clark,
Kalra et al., 1984) mientras que la ablacion de las neuronas NPY /AgRP en ratones

causa hipofagia y disminucidn del peso (Bewick, Gardiner et al., 2005).

Las neuronas NPY /AgRP proyectan sus axones hacia otros nucleos
hipotaldmicos, como el PVH, DMH y LHA (Broberger, De Lecea et al., 1998; Bagnol, Lu
et al., 1999). La estimulacién de la via NPY/AgRP produce un aumento de la ingesta
debido a la accidn directa del NPY sobre los receptores NPY1R y NPY5R y a la accidn

antagdnica del AgRP sobre los receptores MC3R y MC4R.

Nucleo ventromedial (VMH)

Entre los afos 1940-80 se publicaron muchos estudios sobre el efecto de

lesiones y estimulaciones del nicleo VMH y su implicacién en la ingesta (King, 2006).
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Los experimentos demostraron que lesiones en este nucleo producen hiperfagia y

obesidad, por lo que paso a considerarse un “centro de saciedad” (Kennedy, 1950).

Actualmente, el VMH estd considerado como un nucleo integrador de seiiales
centrales y periféricas, con un papel clave en la regulacion de la ingesta y la
homeostasis energética. Las neuronas del VMH contienen un gran numero de
receptores de neuropéptidos, neurotransmisores (dopamina, serotonina) y hormonas
(leptina, grelina, hormonas tiroideas, estrégenos) con un papel relevante en la
regulacion del apetito (King, 2006). Asimismo el VMH contiene un gran numero de
neuronas glucosensoras que responden a la concentracidon extracelular de glucosa
(Anand, Chhina et al., 1964; Kang, Routh et al., 2004). Ademas, este nucleo envia
sefiales periféricas eferentes, via sistema nervioso simpatico, implicadas en regular
procesos catabodlicos como la gluconeogénesis, la lipdlisis y el aumento del apetito
(Uyama, Geerts et al., 2004). De manera que el VMH esta implicado, no solo en la
modulacion de la ingesta, sino también en el mantenimiento de la homeostasis de la

glucosa.

El factor neurotréfico derivado de cerebro (BDNF, brain derived neurotrophic
factor) se expresa abundantemente en las neuronas del VMH. Esta proteina, de la
familia de las neurotrofinas, tiene un papel en la regulacién del apetito y su
administracion central causa hipofagia y disminucion del peso (Pelleymounter, Cullen
et al., 1995). Su expresidn estd regulada por el estado nutricional y por el sistema de
las melanocortinas. Se cree que las neuronas POMC del ARC activan las neuronas BDNF

del VMH para producir una disminucién de la ingesta (Xu, Goulding et al., 2003).

Las neuronas del VMH envian proyecciones axonales a diferentes nucleos
cerebrales, tanto dentro como fuera del hipotdlamo. Dentro del hipotdlamo conectan
con los nucleos PVH, DMH, ARC, LHA y con el area retroquiasmatica (RCA) que rodea el
nucleo supraquiasmatico. Fuera del hipotadlamo, conectan principalmente con el
tronco del encéfalo, la amigdala, el BST (bed nucleus of the stria terminalis) y la
sustancia gris periacueductal (McClellan, Parker et al., 2006; Lépez, Lelliott et al.,

2007).
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Nucleo paraventricular (PVH)

El PVH tiene un importante papel en el control de la ingesta, ya que es lugar de
convergencia de sefiales neuronales implicadas en regular este proceso. La inyeccién
de practicamente todos los péptidos orexigénicos conocidos en este nucleo causa un
aumento de la ingesta, mientras que las lesiones en el mismo producen hiperfagia y

aumento de peso.

Las neuronas NPY / AgRP del ndcleo ARC conectan con neuronas de segundo
orden de este nucleo para generar una respuesta orexigénica. Se ha descrito que las
neuronas del PVH que contienen hormona liberadora de tirotropina (TRH, thyrotrophin
releasing hormone) estan implicadas en la regulacién de estos procesos (Martin, Smith

et al., 2006).

Hipotalamo lateral (LHA)

El LHA fue considerado, durante mucho tiempo, como el centro del hambre. Al
contrario que con el VMH, las lesiones en este nucleo producen hipofagia y pueden

llevar a la muerte del animal por inanicién.

Las neuronas del LHA contienen el neuropéptido orexigénico MCH (melanin
concentrating hormone) y otras orexinas y reciben proyecciones axonales desde otros
nucleos hipotaldmicos, principalmente el ARC. Las fibras MCH proyectan, a su vez, a
diferentes areas cerebrales, como los nucleos ARC y VMH, la corteza y el tronco del

encéfalo (Bittencourt, Presse et al., 1992; Simpson, Martin et al., 2009).

Hipotdlamo dorsomedial (DMH)

El papel del DMH en el control de la ingesta es similar al del VMH y PVH. Est3
considerado como un centro integrador de sefales y las lesiones en este nucleo causan

hiperfagia y obesidad (Bernardis y Bellinger, 1987).

El DMH recibe proyecciones desde el ARC y contiene fibras a-MSH que
proyectan a otros nucleos, como el PVH. También se ha descrito la existencia de una
pequeiia poblacién de neuronas NPY en el DMH vy, de hecho, la expresidon de este

neuropéptido se ha encontrado aumentada en animales obesos (Kesterson, Huszar et
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al., 1997; Guan, Yu et al., 1998). El papel de las neuronas NPY del DMH en el control de
la ingesta y la homeostasis energética ha cobrado importancia a raiz de estudios
recientes en los que se ha demostrado que la sobre-expresion de este neuropéptido
en el DMH causa hiperfagia y aumento de peso mientras que la inhibicidon del mismo
mejora el fenotipo de las ratas obesas OLETF (Kinzeler y Edwards, 2009; Yang, Scott et
al., 2009).

2.2. TRONCO DEL ENCEFALO

El tronco del encéfalo es la parte posterior del cerebro donde se une el
mesencéfalo, el puente troncoencefalico y el bulbo raquideo. Esta parte del SNC recibe
gran cantidad de informacidn periférica en forma de fibras aferentes que desembocan
en el complejo vagal dorsal (DVC, dorsal vagal complex). EIl DVC esta formado por el
nucleo del tracto solitario (NTS, nucleus of the solitary tract), el nicleo motor dorsal
del vago (DMV, dorsal motor nucleus) y el area postrema (AP) (Rinaman, 2003) (Figura
3). De manera similar a lo que ocurre en la parte basal del hipotalamo, en la zona del
NTS y el AP se encuentran capilares fenestrados que permiten el paso de factores
circulantes, como metabolitos y hormonas (Cunningham, Miselis et al., 1994). Por todo
ello, el tronco del encéfalo es una pieza clave en la integracién de sefales metabdlicas

para la regulacién de la ingesta y el mantenimiento del balance energético.

Las fibras vagales aferentes procedentes del TGl que llegan al tronco del
encéfalo son sensibles a cambios en la distensién géstrica, la cantidad y composicién
de los nutrientes ingeridos y los péptidos gastrointestinales como la CCK (Mathis,
Moran et al., 1998; Schwartz, 2000) y, en respuesta a estos estimulos, producen la
activacién de las neuronas del NTS y la disminucién de la ingesta (Monnikes, Lauer et

al., 1997; Rinaman, Baker et al., 1998).

Junto a las sefales gastrointestinales generadas durante el consumo de
alimentos, el NTS integra también sefiales adiposas. De hecho, la administracion
exoégena de leptina disminuye la cantidad de alimento ingerido, sin afectar a la
frecuencia, sugiriendo que esta hormona podria regular el feedback negativo generado
en el TGl durante el proceso de ingesta (Eckel, Langhans et al., 1998; Kahler, Geary et

al., 1998). Esta hipdtesis se ha visto apoyada por estudios posteriores en los que se
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comprobd que la administracidon de leptina, en presencia de CCK u otros estimulos
gastrointestinales, produce una mayor activacion de las neuronas del NTS (Emond,

Schwartz et al., 1999; Emond, Ladenheim et al. 2001).

Figura 3. Localizacién y estructura anatémica del tronco del encéfalo. Esquema de un corte sagital del
encéfalo de rata en el que se muestra la localizacidn del tronco del encéfalo y un detalle con los nucleos
que lo forman. (Adaptado de Smith y Ferguson, 2008).

Las neuronas del NTS también conectan bilateralmente con diferentes nucleos
hipotaldmicos, generando un complejo circuito neuronal. El NTS contiene un sistema
de melanocortinas, similar al que se encuentra en el ARC. De hecho, la sobre-expresién
de POMC en las neuronas del NTS disminuye la ingesta y la administracién del agonista
de los receptores MC3R y MC4R, melanotan Il, causa el mismo fenotipo hipofagico
(Azzara, Sokolnicki et al., 2002; Schwartz, 2006). Asimismo, las neuronas POMC del NTS
se activan tras la administracién de CCK y otras sefales de saciedad, siendo necesaria
la activacion del receptor MC4R para la inhibicion de la ingesta producida por el

péptido CCK (Fan, Ellacott et al., 2004).
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3. METABOLISMO LIPIDICO EN EL HIPOTALAMO

Las neuronas hipotaldmicas alteran la sintesis de neuropéptidos vy
neuromoduladores con el propdsito de ajustar la ingesta. Los mecanismos moleculares
que regulan la expresidn de estos factores no estan del todo claros, sin embargo varios

estudios han resaltado la importancia del metabolismo lipidico en este proceso.

Existen dos hipdtesis al respecto. La primera sugiere que la molécula de
malonil-CoA es la seflal que desencadena la sintesis de neuropéptidos y
neuromoduladores encargados de regular la ingesta (hipotesis malonil-CoA). La
segunda apunta que esta molécula sefializadora son los acidos grasos de cadena larga
unidos a coenzima A (LCFA-CoA, long chain fatty acyl-CoA) (hipotesis LCFA-CoA), que
actuarian como senal de saciedad en el hipotalamo. A pesar de que se han descrito
como hipétesis diferentes, cabe destacar que se trata de ideas estrechamente
relacionadas debido al paralelismo que existe entre las concentraciones de malonil-

CoA y LCFA-CoAs (ver Figura 4 e Introduccion 3.2y 3.3).

3.1. SINTESIS DE NOVO Y OXIDACION DE ACIDOS GRASOS

Los acidos grasos son moléculas esenciales debido a la gran cantidad de
funciones que realizan. Son una reserva energética, forman parte de las membranas
celulares, son necesarios para algunas modificaciones de proteinas y tienen una
importante funcidon reguladora como precursores de moléculas sefalizadoras. Los
acidos grasos provienen de la dieta o de la sintesis de novo, catalizada por el enzima

acido graso sintasa (FAS, fatty acid synthase).

El enzima FAS utiliza como sustratos acetil-CoA y malonil-CoA para generar el
producto palmitato (C16:0) (Semenkovich, 1997), precursor de los demas acidos
grasos. El acetil-CoA se produce por la decarboxilacion del piruvato derivado de la
glucdlisis, reaccién catalizada por el complejo piruvato deshidrogenasa (PDH). Este
acetil-CoA entra en el ciclo del acido citrico y es exportado al exterior de la mitocondria
en forma de citrato que se reconvierte a acetil-CoA y oxalacetato (OAA), por acciéon del
enzima ATP-citrato liasa (ACL). El malonil-CoA es generado a partir de acetil-CoA y CO,
por accion del enzima acetil-CoA carboxilasa (ACC). Existen dos isoformas de este

enzima, ACC1 se localiza en el citoplasma y es la forma mayoritaria en tejidos
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lipogénicos (TAB). ACC2 se asocia a la mitocondria y se expresa principalmente en
tejidos oxidativos (musculo) donde tiene funciones mas reguladoras que biosintéticas
(Thampy, 1989; Bianchi, Evans et al., 1990). La reaccion catalizada por ACC es
reversible y el enzima malonil-CoA decarboxilasa (MCD) cataliza la formacion de acetil-
CoA a partir de malonil-CoA (Dyck, Barr et al., 1998). Esto permite modular los niveles
de este metabolito, que tiene un importante papel regulador manteniendo un balance

entre la sintesis y la oxidacién de acidos grasos.

Acetil-CoA

(awieK) ——(Acc]

Malonil-CoA FAS Palmitato

ACS
AgRP CART
NPY | [POMC Palmitoil-CoA

-~ -
\ v/
[-oxidacion

citosol

 ———— = —— X

REGULACION de la INGESTA

Figura 4. Metabolismo de los acidos grasos en el hipotalamo y regulacién de la ingesta. Los niveles de
malonil-CoA dependen de la actividad de tres enzimas, ACC, MCD y FAS. La primera cataliza la sintesis de
malonil-CoA, la segunda su degradacién y la tercera utiliza esta molécula como sustrato para la sintesis
de acidos grasos (palmitato). Una vez el palmitato es esterificado a palmitoil-CoA, por accién de la acil-
CoA sintasa (ACS), puede ser internalizado en la mitocondria, donde es [-oxidado. Este paso estd
catalizado por CPT1. Este enzima es inhibido por malonil-CoA, lo que permite mantener un equilibrio
entre la sintesis y oxidacién de grasas. Los metabolitos malonil-CoA y LCFA-CoA (palmitoil-CoA) se han
propuesto como sefializadores en la regulacién de la sintesis de los neuropéptidos implicados en el
control de la ingesta.

En el cerebro los enzimas de la via de sintesis de acidos grasos se expresan de
manera constitutiva, pues tanto neuronas como células gliales necesitan los lipidos
para mantener sus funciones basicas. Sin embargo, es de destacar la elevada expresion

de los mismos en nucleos hipotaldamicos como el VMH o el ARC. Ademas, los enzimas
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de esta ruta se regulan en funcién del estado nutricional, sugiriendo que tienen una
funciéon en la regulacion del apetito (Dowell, Hu et al., 2005) (Figura 4). Los estudios
basados en la manipulacidon genética y farmacolégica de dichos enzimas confirmaron

este papel en la modulacién de la homeostasis energética (ver Introduccion 3.2 y 3.3).

Uno de los principales reguladores de la sintesis de acidos grasos es la proteina
quinasa dependiente de AMP (AMPK). Su actividad estd modulada por diferentes
estimulos y una vez activada fosforila e inhibe ACC, deteniendo la sintesis de malonil-
CoA (Kudo, Barr et al., 1995). El papel de AMPK en la regulacién de la ingesta sera

examinado en profundidad mas adelante (Introduccién, 3.4).

El malonil-CoA es un inhibidor fisiolégico de la carnitina palmitoiltransferasa 1
(CPT1), enzima que cataliza el paso de los acidos grasos desde el citoplasma al interior
de la mitocondria y principal regulador de la p-oxidacién (McGarry y Brown, 1997).
Existen tres isoformas del enzima, aunque solo CPT1A y CPT1C se expresan en cerebro.
Ademas, la segunda se localiza en la membrana del reticulo endoplasmatico y no
participa en la B-oxidacidn (Sierra, Gratacés et al., 2008). En el apartado 4 de la

Introduccién se profundiza en el papel de este enzima en la regulacién del apetito.

3.2. HIPOTESIS MALONIL-CoA

Esta hipdtesis sostiene que un aumento en la concentracion de malonil-CoA en
el hipotalamo es una sefial intracelular de saciedad que se traduce en una reduccién
de la ingesta, mientras que la disminucién de malonil-CoA se traduce en un aumento

del consumo de alimentos.

Se apoya en diferentes estudios y coloca al malonil-CoA en el centro de la
regulacion del apetito (Hu, Dai et al., 2005; Wolfgang y Lane, 2006). En primer lugar,
los niveles de malonil-CoA varian en el hipotdlamo entre las situaciones de ayuno (Vv
malonil-CoA) y alimentacion (N malonil-CoA), sugiriendo que cambios en este
metabolito se traducen en cambios en la ingesta (Hu, Cha et al., 2003) (Figura 5).
Estudios farmacoldgicos realizados con inhibidores de FAS, que provocan acumulacion
de su sustrato malonil-CoA, han demostrado que éstos son supresores de la ingesta

(Loftus, Jaworsky et al., 2000; Mobbs y Makimura, 2002; Lépez, Lelliott et al., 2006)
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(Figura 5 A). En otros estudios in vivo se observd que la sobre-expresiéon de MCD en el
hipotdlamo produce hiperfagia en ratones (Hu, Cha et al., 2003), y Gao y colaboradores
demostraron que el efecto anoréxico de la leptina se basa en su accidn activadora

sobre ACC y el consiguiente aumento en los niveles de malonil-CoA (Gao, Kinzig et al.,

2007) (Figura 5 B).
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Figura 5. Malonil-CoA y regulacion de la ingesta.

malonil-CoA se traduce en un aumento del apetito. De igual manera, la sobre-expresion de MCD tiene el
mismo efecto sobre la ingesta. (B) Tras la alimentacidn, o por la accidn de los inhibidores de FAS, los
niveles de malonil-CoA aumentan y se genera en una sefial de saciedad. La leptina ejerce su accién
inhibidora de la ingesta a través de la inactivacion de AMPK, la consiguiente activacion de ACC y el

aumento en los niveles de malonil-CoA.

Cuales son los efectores de esta molécula en la modulacion de la ingesta es una
cuestion adn por resolver. Sin duda CPT1 juega un papel en estos procesos, pues su
actividad esta intrinsecamente ligada a los niveles de malonil-CoA. En el hipotalamo, se
expresan dos isoformas de CPT1, con localizacién subcelular y funciones diferentes si

bien ambas son capaces de unir malonil-CoA y mediar los efectos derivados de un

aumento en su concentracion
Recientemente Gao y colaboradores han sugerido que en el nucleo ARC es

CPT1C, y no CPT1A, la isoforma que media los efectos anoréxicos de la leptina por ser
diana del malonil-CoA. CPT1C no regula la B-oxidacién y su funcién celular es adn

desconocida. Por ello, la consecuencia molecular de su inhibicidn y su papel exacto en
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la regulacion de la ingesta requiere mas investigaciones al respecto (Introduccion, 4.2)

(Gao, Keung et al., 2011; Gao, Zhu et al., 2011).

Muchos otros estudios sefialan a los LCFA-CoA como molécula sefializadora
implicada en la regulacidn del apetito y demuestran que la inhibicion de CPT1A por
malonil-CoA y el consiguiente aumento de LCFA-CoAs en el hipotdlamo produce
cambios en la ingesta y la gluconeogénesis hepdtica (ver hipdtesis LCFA-COA,

Introduccidn, 3.3).

3.3. HIPOTESIS LCFA-CoA

La idea de que los niveles de macronutrientes, como los acidos grasos o la
glucosa, pueden regular el apetito y el balance energético se implanté en la comunidad
cientifica tiempo atras. En los afios 80 ya se demostrd el efecto anorexigénico de la
administracion periférica de lipidos (Woods, Stein et al., 1984), reafirmando un papel
para los acidos grasos en la regulaciéon del consumo de alimentos. Los LCFA
plasmaticos son capaces de atravesar la BBB (Pardridge, Mietus et al., 1980; Clément,
Cruciani-Guglielmacci et al., 2002) y una vez en las células gliales o las neuronas son
esterificados a LCFA-CoAs vy utilizados en diferentes procesos celulares. Ademas, en el

hipotdlamo también tiene lugar la sintesis de novo de acidos grasos.

Recientemente, los elegantes estudios realizados por Rossetti y colaboradores
pusieron nuevamente de manifiesto la importancia de los LCFA-CoAs en la regulacion
del apetito (Figura 6). Demostraron que los niveles elevados de estos metabolitos en el
hipotdlamo son una sefial molecular que se traduce en una disminucién de la ingesta 'y
la produccidn de glucosa hepatica. Por un lado, realizaron inyecciones centrales de
acido oleico en ratas. En los animales tratados se observé una rdpida disminucidn en
los niveles plasmaticos de glucosa e insulina, asi como una significativa disminucion de
la ingesta acompafiada de una bajada en los niveles de expresion del neuropéptido
orexigénico NPY. Los autores demostraron que este efecto se debe a la formacion de
oloeil-CoA en el hipotdlamo, pues la administracién de Triacsina C, inhibidor de acil-
CoA sintasa (ACS), anula la accidn anoréxica del acido oleico (Obici, Feng et al., 2002
(b)). Por otro lado, demostraron que la inhibicién genética y farmacoldgica de CPT1A

en el hipotdlamo causa un aumento en los niveles de LCFA-CoA y una disminucién de la
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ingesta y la expresion de los neuropéptidos NPY y AGRP, asi como de la produccion
hepatica de glucosa (Obici, Feng et al., 2003). En el afio 2005 publicaron un trabajo
muy similar al publicado por Hu y colaboradores ese mismo afio (Hu, Dai et al., 2005),
en el que sobre-expresaron el enzima MCD en el hipotdlamo de ratas adultas. Los
animales tratados presentaron hiperfagia y aumento de peso y de la produccién
hepatica de glucosa, ademas de una reduccion en los niveles de LCFA-CoA en el
hipotadlamo similar a la observada en animales ayunados (He, Lam et al., 2006). Estos
estudios demostraron que la disminucién de malonil-CoA en el hipotdlamo causa una
reduccion paralela de los LCFA-CoA sugiriendo que el efecto anoréxico del primero se

basa en su accién inhibidora sobre CPT1 (Figura 6 A).

Curiosamente, la capacidad de los LCFA-CoAs para reducir la ingesta se ve
afectada cuando las ratas se alimentan de una dieta sabrosa e hipercalérica que les
induce sobrepeso rapidamente (Pocai, Lam et al., 2006). En esta situacion de sobre-
alimentacion, aparece una “resistencia a los LCFA-CoAs” que dejan de actuar como
sefal de saciedad. En estas condiciones, la inhibicion de CPT1A en el hipotalamo
permite recuperar la “sensibilidad” a los acidos grasos y normaliza el metabolismo
glucidico en estos animales. Estos resultados indican que no solo la concentracion de
LCFA-CoA en el hipotalamo, sino la capacidad de monitorizar los cambios en la misma,
es esencial para el mantenimiento de la homeostasis energética. Por otro lado,
presentan a CPT1A como una buena diana terapéutica en los casos de obesidad

inducida por la dieta.

Estos resultados demostraron que la modulacion del metabolismo lipidico en el
hipotdlamo, ademds de afectar la ingesta, tiene efectos sistémicos regulando la
produccién de glucosa hepatica. La conexidon entre higado e hipotdlamo la forman
fibras del nervio vago que convergen en el tronco del encéfalo y permiten la
transferencia de informacién entre ambos érganos (Pocai, Obici et al., 2005). La
transmision de la senfal desde el hipotalamo, que lleva a la disminucion de Ia
produccién hepatica de glucosa, requiere la activacion/apertura de los canales de
potasio dependientes de ATP (subunidades SUR1 y Kir6.2) presentes en las neuronas
(Obici, Feng et al., 2002 (b); Pocai, Lam et al., 2005; Pocai, Obici et al., 2005). La

apertura de estos canales depende de su fosforilacidn por la proteina quinasa C (PKC-
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d), cuya activacion en el hipotdlamo, como en otros tejidos, parece depender de un
aumento en los niveles de LCFA-CoA resultando clave en la regulacién del metabolismo

de la glucosa (Ross, Wang et al., 2008).

Los trabajos publicados por Rossetti y colaboradores, en los que demuestran
que la inhibicidn de CPT1 en el hipotdlamo causa un aumento en los niveles de LCFA-
CoAs, contrastan con estudios previos en los que se evidencia que la inhibicion de este
enzima en el cerebro no altera el contenido en LCFA-CoAs, sino que incrementa la
incorporacidon de acidos grasos a otras especies lipidicas, como fosfolipidos y TAG
(Chang, Wakabayashi et al., 1994; Chang, Grange et al., 1997). Por este motivo, el
efecto que la inhibicién de CPT1 en el hipotalamo tiene sobre el contenido de LCFA-
CoAs vy la regulacidon de la ingesta resulta controvertido y debe ser examinado en

profundidad.

En un trabajo reciente publicado por Lopez y colaboradores (Lépez, Lage et al.,
2008) se demuestra que el efecto orexigénico de la hormona grelina estd mediado por
su accién sobre el metabolismo lipidico en el hipotalamo. Estos autores evidencian que
la administracién central de grelina activa AMPK que a su vez inactiva ACC en el
hipotalamo lo que produce una disminucidn en los niveles de malonil-CoA y una mayor
actividad CPT1. Los autores sugieren que el eje grelina-AMPK-malonil-CoA-CPT1 en el
hipotalamo pordria actuar como una sefial que desencadena el inicio de la ingesta tras
un periodo de ayuno (Figura 6 B). Estos mismos autores demuestran que el efecto
orexigénico de grelina se debe a un incremento en el hipotdlamo de los neuropéptidos
NPY/AgRP vy el factor de transcripcién BSX (brain specific homebox) (Lage, Vazquez et
al., 2010). BSX es un factor de transcripciéon hipotaldmico, muy conservado
evolutivamente, con un papel crucial en la regulacidon de la ingesta y la actividad
locomotora que se expresa en las neuronas NPY/AgRP e interacciona con las zonas

reguladoras de la transcripcion de estos genes.
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Figura 6. LCFA-CoA y regulacion de la ingesta y la produccion hepatica de glucosa. (A) Un aumento en
los LCFA-CoA en el hipotdlamo, ya sea por la administracidon de acido oleico o por la inhibicidn, genética
(CPT1A-Ribo) o farmacoldgica (ST1340/ST1326), de CPT1, se traduce en una disminucion de la ingesta y
la produccidon de glucosa hepatica. La activacion de PKC-0 y los canales Karp en el hipotalamo,
probablemente mediada por los LCFA-CoAs, es imprescindible para la transmisidn de sefial al higado y la
consiguiente modulacion del metabolismo de la glucosa. (B) Una disminuciéon en los niveles de malonil-
CoA en el hipotalamo, por la accién de grelina sobre el metabolismo lipidico o por la sobre-expresion del
enzima MCD, se traduce en un incremento de la actividad CPT1 y la f-oxidacion y la consiguiente

reduccion de los LCFA-CoA citoplasmaticos. Esto se traduce en un aumento del apetito y la produccion
hepatica de glucosa.
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3.4. PROTEINA QUINASA ACTIVADA POR AMP (AMPK)

AMPK (AMP Kinase) es una serina-treonina quinasa que en los ultimos afios se
ha perfilado como un importante sensor intracelular del estado metabdlico, con un
papel clave en la regulacion del apetito y el balance energético. Esta proteina responde
a cambios hormonales o en la concentracidén de nutrientes, tanto en el SNC como en
tejidos periféricos, modulando el metabolismo y la ingesta con el fin de mantener un
equilibrio en el estado energético del organismo (Figura 7) (Carling, 2004; Hardie y

Sakamoto, 2006; Lage, Diéguez et al., 2008).
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Figura 7. Principales rutas del metabolismo energético reguladas por AMPK. Las flechas verdes indican
activacion y las lineas rojas inhibicion.

AMPK se regula por fosforilacion, resultando activa la forma fosforilada en el
residuo Thr172 de la subunidad catalitica (Woods, Johnstone et al., 2003; Woods,
Dickerson et al., 2005). Ademas, es activada alostéricamente por AMP, respondiendo a
un estado energético celular en que la relacion AMP/ATP aumenta. A nivel celular,
AMPK inhibe los procesos que consumen ATP y activa aquellos que lo producen vy, a
nivel general, media en la disminucién del gasto energético y el aumento de la ingesta

y la produccidn de energia (Kahn, Alquier et al., 2005; Lage, Diéguez et al., 2008). Entre
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los estimulos que activan AMPK en el hipotalamo se encuentran el ayuno vy la
hipoglucemia, hormonas y péptidos como la grelina, la adiponectina o los
glucocorticoides y el neuropéptido AgRP. Por otro lado, la alimentaciéon y la
hiperglucemia, las hormonas insulina y leptina, el GLP-1 o los agonistas de los
receptores de melanocortinas tienen el efecto contrario, inhibiendo AMPK (Lage,
Diéguez et al., 2008). En este tejido, AMPK actia como un nexo entre las sefiales
metabdlicas y hormonales y los sistemas de sintesis de neuropéptidos que llevan a una

modulacion de la ingesta, resultando clave su accién sobre el metabolismo lipidico

(Figura 8).
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Figura 8. Regulacion del la sintesis y oxidacion de acidos grasos por AMPK en el hipotalamo. Diferentes
estimulos hormonales y metabdlicos regulan la actividad AMPK (las flechas verdes indican activacion y
las lineas rojas inhibicidén). Una vez fosforilada, AMPK fosforila ACC, inhibiéndola. Esto causa una
reduccion en los niveles de malonil-CoA que se traduce en una disminucién de la sintesis de acidos
grasos y un aumento de la oxidacion.

De hecho, AMPK es uno de los principales puntos de control del metabolismo

de los acidos grasos. Una vez activada fosforila, e inhibe, ACC (Yeh, Lee et al., 1980)

reduciendo el flujo del sustrato malonil-CoA para la sintesis de novo de acidos grasos y
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favoreciendo la f-oxidacion, que se ve incrementada por la mayor actividad CPT1 que

se deriva de una disminucién en los niveles de su inhibidor.

A pesar de la idea imperante que le adjudica a AMPK un rol general como
integrador de las sefiales hormonales y metabdlicas en el hipotalamo, un estudio
publicado en el afio 2007 demostré que el efecto fisiolégico de AMPK sobre Ia
homeostasis energética asi como su papel en la respuesta molecular a hormonas
(insulina y leptina) y metabolitos (glucosa), es diferente en las poblaciones neuronales
POMC y AgRP. Estos resultados resultaron novedosos sugiriendo que AMPK podria
tener una funcién diferente en la regulacién del balance energético en los distintos

tipos neuronales del hipotalamo (Claret, Smith et al., 2007).
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4. SISTEMA CARNITINA PALMITOILTRANSFERASA

Las carnitina palmitoiltransferasas (CPTs) (EC. 2.3.1.21) 1 y 2 son proteinas de la
familia de las carnitina aciltransferasa, con afinidad por los acidos grasos de cadena
larga, que se localizan en la membrana mitocondrial externa (MME) e interna (MMI)
respectivamente facilitando la entrada de los LCFA-CoA a la matriz mitocondrial, donde

son utilizados para la $-oxidacién (McGarry y Brown, 1997).

El sistema CPT estd formado por tres proteinas diferentes, CPT1, carnitina-
acilcarnitinatranslocasa (CACT) y CPT2. Estas tres proteinas se encargan de las
diferentes etapas en la translocacién de los LCFA-CoA al interior de la mitocondria

(Ramsay, Gandour et al., 2001).

En primer lugar, los LCFA-CoA, formados por accion de ACS, son utilizados por
CPT1, que cataliza la formacion de LCFA-carnitina. Los productos de la reaccion son
translocados al interior de la mitocondria por una reaccién de intercambio facilitada
por el enzima CACT, una proteina integral de la MMI. Por ultimo, una vez en la matriz
mitocondrial, CPT2 cataliza la formacidon de LCFA-CoA, a partir de los LCFA-carnitina
importados desde el citosol (Murthy y Pande, 1987). La carnitina liberada en este paso

puede ser utilizada de nuevo por CPT1 para el transporte de LCFA-CoA (Figura 9).

CPT1 esta fuertemente regulada por su inhibidor fisioldgico, malonil-CoA, y
representa el principal punto de control de la B-oxidacién. El malonil-CoA, derivado de
la glucosa, es el primer intermediario de la lipogénesis y su efecto sobre CPT1 permite
mantener un equilibrio entre los procesos de sintesis y oxidacidon de acidos grasos y

sefalizar la disponibilidad relativa de nutrientes en la célula.

En mamiferos se expresan tres isoformas de CPT1, codificadas por diferentes

genes y con propiedades bioquimicas y distribucidn tisular diferentes:

La isoforma CPT1A o CPT1L (del inglés liver, higado). En rata se expresa en
higado, pulmén, pédncreas, intestino, rifién, cerebro y ovarios. También presenta una
expresion mas débil en corazén y tejido adiposo blanco y estd ausente en musculo
esquelético y tejido adiposo marrén (McGarry y Brown, 1997). El gen de CPT1A
humana se ha localizado en el cromosoma 11q13.1-q13.5 (Britton, Mackey et al.,

1997). El cDNA de CPT1A de rata codifica para una proteina de 773 aa con una masa
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molecular aparente de 88 kDa (Esser, Britton et al., 1993). La actividad de este enzima
se inhibe por malonil-CoA con una sensibilidad que puede variar en funcién de las
condiciones fisiopatoldgicas (ICso ~ 3 - 30 uM). CPT1A presenta una elevada afinidad

por los sustratos carnitina (Km ~ 30 uM) y LCFA-CoA (para palmitoil-CoA, Km ~ 40 - 150

uM).

acetil-CoA
- <G> —
LCFA LCFA-CoA CoA-SH malonil-CoA

ACS

citosol

carnitina LCFA-carnitina

~. ™ |

matriz mitocondrial

LCFA-CoA CoA-SH

Figura 9. Transporte de acidos grasos al interior de la mitocondria mediante el sistema CPT. Los LCFA
se activan a LCFA-CoA por accién del enzima ACS. El transporte al interior de la mitocondria se lleva a
cabo por la accion de CPT1, que cataliza la formacion de LCFA-carnitina, CACT, que transporta las LCFA-
carnitinas a través de la membrana mitocondrial interna (MMI) y CPT2, que reconvierte las LCAF-
carnitinas en LCFA-CoA en el interior de la matriz mitocondrial. CPT1 estd regulada por su inhibidor
fisiolégico, malonil-CoA. Los niveles del mismo dependen de la accidn de los enzimas ACCy MCD que a
su vez estan regulados por la accion de AMPK. MME: membrana mitocondrial externa.

La isoforma CPT1B o CPT1M (del inglés muscle, musculo). En rata se expresa en
musculo esquelético, corazon, tejido adiposo blanco y marrdn, testiculos y cerebelo
(Lavrentyev, Matta et al., 2004). El gen de CPT1B humana se localiza en el cromosoma
22q13.31-q13.32 (Britton, Mackey et al., 1997). El cDNA de CPT1B de rata codifica para
una proteina de 772 aa y una masa molecular aparente de 82 kDa (Esser, Brown et al.,
1996). Presenta una afinidad mas débil por el sustrato carnitina que la isoforma
hepdtica (Km ~ 500 uM), sin embargo la afinidad por el sustrato LCFA-CoA es similar
entre ambas proteinas. La sensibilidad a malonil-CoA es entre 30 y 100 veces mas

elevada que la de CPT1A (ICso ~ 0,03 uM) (McGarry, Mills et al., 1983; Mills, Foster et
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al., 1983). De esta manera la regulacion de la B-oxidacion en los tejidos que expresan
la isoforma CPT1B depende de variaciones muy pequefias en los niveles de malonil-

CoA.

Por ultimo, la isoforma CPT1C se expresa principalmente en cerebro vy
testiculos. EI cDNA de esta proteina fue clonado pocos afios atras (Price, van der Leij et
al., 2002) y el gen humano se ha localizado en el cromosoma 19q13.33. Los
alineamientos de secuencias han mostrado una identidad del 83,5% entre las
secuencias de humano y raton (Price, van der Leij et al., 2002). La similitud de esta
proteina con las otras isoformas es del 70% para CPT1A y del 66% para CPT1B.
Contiene todos los residuos importantes para la actividad carnitina aciltransferasa y
para la unidon de malonil-CoA, sin embargo inicialmente se describié como una
proteina sin actividad catalitica (Price, van der Leij et al., 2002; Wolfgang, Kurama et
al., 2006). Lane y colaboradores definieron CPT1C como una proteina integral de
membrana, localizada en la MME, capaz de unirse a malonil-CoA, con una constante de
afinidad Kp = 0,3 uM, dentro del rango de la concentracién hipotaldmica de este
inhibidor (0,1 - 1,4 uM) (Wolfgang y Lane 2006). Por este motivo, a CPT1C se le
atribuyé un papel en el control de la ingesta y el balance energético. Este papel se
analizard en detalle en el apartado 4.2 de la Introduccién. Estudios recientes realizados
en nuestro grupo demostraron que la proteina CPT1C se localiza en la membrana del
reticulo endoplasmatico (RE), siendo la regién N-terminal la responsable de la
localizacion sub-celular de la misma. En este estudio también se demostré que CPT1C
tiene afinidad por el sustrato palmitoil-CoA y presenta una baja actividad carnitina
aciltransferasa (Sierra, Gratacéds et al., 2008). La localizacion de CPT1C en RE sugiere
nuevas funciones para esta proteina como la de participar en rutas biosintéticas

regulando los niveles de CoA-SH y LCFA-CoA entre el citosol y el limen del reticulo.
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4.1. REGULACION DE CPT1

Ademas de por su inhibidor fisiolégico, CPT1 es regulada por diferentes

mecanismos independientes de malonil-CoA.

Regulacién independiente de malonil-CoA

En el higado, se ha descrito que variaciones en la relacion insulina/glucagén
producen cambios en los niveles de mRNA de CPT1. Estos cambios estdn asociados a
una baja disponibilidad de glucosa y unas concentraciones elevadas de acidos grasos
(Park, Mynatt et al., 1995; Chatelain, Kohl et al., 1996). En roedores se ha descrito un
aumento en el mMRNA de CPT1 durante la fase de lactancia y al ser alimentados con una
dieta rica en grasa. Asimismo, ratas diabéticas o en ayuno también tienen una mayor
expresion y actividad CPT1A en higado (Park, Mynatt et al., 1995). En el hipotalamo se
ha descrito que la administracion de grelina incrementa los niveles de expresién de
CPT1A (Andrews, Liu et al., 2008). A pesar de esto, la regulacidn transcripcional de este
enzima es modesta en relacién a la regulacion derivada de las concentraciones de sus

sustratos o inhibidor.

Igualmente, existen modificaciones post-traduccionales que pueden modificar
la actividad catalitica de CPT1. Se han descrito diferentes sitios de fosforilacion en la
isoforma CPT1A y la modificacién de, al menos, dos de ellos altera las caracteristicas
cinéticas del enzima, en especial su sensibilidad a malonil-CoA (Brandt, Djouadi et al.,
1998; Zammit, 2008). A pesar de todo, no se ha descrito que estas modificaciones se
deban a variaciones en el estado fisioldgico, por lo que podria tratarse de cambios

constitutivos (Zammit, 2008).

Por otro lado, se ha observado que al exponer hepatocitos en cultivo a
inhibidores de fosfatasa 1A o activadores de AMPK se produce una activacion del
enzima sin cambios en su sensibilidad a malonil-CoA. Este efecto no se debe a la
fosforilacién directa de la proteina y desaparece cuando se tratan Unicamente las
mitocondrias aisladas, sugiriendo que existe algun tipo de relacion entre Ia
mitocondria y una estructura extra-mitocondrial que media este efecto (Guzman,
Kolodziej et al., 1994; Leterrier, Rusakov et al., 1994). En este sentido, se ha

demostrado que CPT1A responde a la fosforilacidon, por AMPK, de componentes del
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citoesqueleto. Este hecho también podria explicar la relacion existente entre el

volumen celular y la actividad CPT1 (Guzman, Velasco et al., 1994; Zammit, 2008).

Regulacién por malonil-CoA

CPT1 esta fuertemente regulada por su inhibidor fisioldgico, malonil-CoA. Por
este motivo, los mecanismos que modulan la concentracién citoplasmatica de este
metabolito son cruciales en la regulacién de su actividad. En el apartado 3.1 de la
Introduccién se profundiza en los mecanismos moleculares que regulan la

concentracion de malonil-CoA en la célula.

En un estudio previo realizado por nuestro grupo se identificd el residuo
aminoacidico de CPT1 responsable de la inhibicidn por malonil-CoA. Se observé que
todos los miembros de la familia de las carnitina aciltransferasas regulables por
malonil-CoA (CPT1A, CPT1B y COT) tienen una metionina en la posicion 593 (M593),
mientras que los miembros de la familia insensibles al inhibidor (CPT2 y CrAT) tienen
una serina en la misma posicién (Morillas, Gdmez-Puertas et al., 2003) (Figura 10).
Utilizando la técnica de mutagénesis dirigida se sustituyé la M593 de la proteina CPT1A
de rata por una serina. Esta mutacién generé una CPT1A activa pero insensible a su
inhibidor fisiolégico, capaz de mantener un 80% de su actividad enzimatica
independientemente de los niveles de malonil-CoA (Morillas, Gdmez-Puertas et al.,

2003). Esta forma mutada de la proteina recibié el nombre de CPT1AM.
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Figura 10. Alineacién de secuencias de las carnitina aciltransferasas seguin su sensibilidad a malonil-
CoA. Los miembros de la familia regulados por malonil-CoA conservan una metionina (M) en la posicion
593, mientras los miembros de la familia insensibles al inhibidor conservan un residuo de serina (S).
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La pérdida de sensibilidad de CPT1AM a su inhibidor ha sido estudiada en
diferentes modelos, tanto in vitro como in vivo. En levaduras (Morillas, Gdmez-Puertas
et al., 2003), cultivos de células-p3 pancreaticas (Herrero, Rubi et al., 2005), cultivos de
células musculares de rata (Sebastian, Herrero et al., 2007), hepatocitos primarios de
rata (Akkaoui, Cohen et al., 2009) e higado de ratén (Orellana-Gavalda, Herrero et al.,

2011).

En el presente trabajo se ha sobre-expresado la isoforma CPT1AM en el VMH
de ratas para analizar el papel de esta proteina, y los LCFA-CoA, en el control del
apetito, el metabolismo de la glucosa y la homeostasis energética. La insensibilidad del
enzima a su inhibidor fisiolégico permite desacoplar el sistema malonil-CoA-CPT1A
aportando una importante novedad respecto a los estudios publicados hasta el

momento.
4.2. CPT1 EN EL HIPOTALAMO Y REGULACION DE LA INGESTA

Se ha descrito como diferentes enzimas de las rutas de sintesis y oxidacion de
acidos grasos median los efectos de determinadas situaciones metabdlicas vy
hormonales en el proceso de modulacion del apetito (Introducciéon, 3). CPT1 tiene un
papel destacado en estos procesos pues, por un lado, regula la B-oxidacién y los

niveles de LCFA-CoA vy, por otro, su actividad es regulada por malonil-CoA.

En el hipotalamo se expresan las isoformas CPT1A y CPT1C, pero la segunda se
localiza en la membrana del reticulo endoplasmatico (RE) y no participa en la pB-
oxidacion de los acidos grasos. No obstante, estudios realizados con un ratén knockout
(KO) para esta proteina demuestran que tiene una funcién en el mantenimiento de la
homeostasis energética y el control de la ingesta. Lane y colaboradores observaron
gue los animales KO para CPT1C presentan un menor peso corporal y una pérdida de
apetito cuando son alimentados con dieta normal. Sorprendentemente, estos animales
son mas susceptibles a desarrollar obesidad y resistencia a la insulina cuando son

alimentados con dieta grasa (Wolfgang, Kurama et al., 2006).

La funcion concreta de CPT1C en la regulacidon del apetito sigue siendo una
cuestion controvertida. Se ha demostrado que, a pesar de presentar una baja actividad

CPT, esta proteina es capaz de unir malonil-CoA y presenta una constante de afinidad
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dentro del rango de las concentraciones hipotaldmicas de este metabolito. Esto la
convierte en una buena candidata para mediar el efecto anorexigénico de un aumento
en los niveles de malonil-CoA. De hecho, estudios recientes apoyan esta hipdtesis
demostrando que, concretamente en el nucleo ARC, CPT1C media los efectos
anorexigénicos de la leptina. Estos mismos estudios sugieren que el papel de CPT1C en
el control de la ingesta se basa en la modulacidn de la sintesis de novo de ceramidas,

gue tiene lugar en el RE de las neuronas hipotalamicas (Gao, Zhu et al., 2011).

En el hipotdlamo, CPT1A se localiza en las mitocondrias y regula la entrada de
LCFA-CoA a la matriz mitocondrial, modulando la concentracion citoplasmatica de
LCFA-CoA. Este enzima esta fuertemente regulado por malonil-CoA y por todo ello se
coloca en el centro de los procesos de monitorizacién del estado nutricional en el
hipotalamo. Se han publicado una gran cantidad de resultados que demuestran la
importancia del metabolismo lipidico y los LCFA-CoA en la regulacion de la ingesta y el

metabolismo de la glucosa, todos ellos se detallan en la seccion 3.3 de la Introduccion.

En el afno 2008 se publicd un novedoso trabajo en el que se demostré la
importancia de la proteina mitocondrial UCP2 (uncoupling protein 2, proteina
desacoplante 2) en los eventos moleculares derivados de la accién de la grelina en el
hipotalamo. Los autores sugieren que la cascada de eventos derivada de la unién de
esta hormona a su receptor en las neuronas NPY/AgRP es la siguiente: aumento de
actividad AMPK, seguido de inhibicién de ACC y la consiguiente reduccién de los
niveles de malonil-CoA. Esto se traduce en una mayor actividad CPT1 y una elevada f3-
oxidacidn. El aumento de ROS (reactive oxygen species, especies reactivas de oxigeno),
generado por una mayor oxidacién de acidos grasos, y los propios LCFA-CoA
promueven un aumento en la transcripcion y actividad de la proteina UCP2, que
neutraliza los ROS y permite mantener una oxidacién de acidos grasos constante que
aporta la energia necesaria a las neuronas NPY para mantener su actividad, lo que
produce un aumento en la ingesta (Andrews, Liu et al., 2008). Este estudio resultd
novedoso al sugerir un nuevo mecanismo molecular por el que CPT1 y los LCFA-CoA
regulan la ingesta. En este caso, los LCFA-CoA no tendrian una funcidn sefializadora,

sino una funcién energética, permitiendo mantener una alta actividad y tasa de
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descarga en las neuronas encargadas de provocar una respuesta a un estado

metabdlico concreto (Figura 11).
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Figura 11. CPT1 y regulacion de la ingesta. En el hipotdlamo, la hormona leptina inhibe AMPK, lo que se
traduce en un aumento de malonil-CoA y una disminucidn de la ingesta. Se ha propuesto que uno de los
efectores del malonil-CoA seria CPT1C, que regularia la sintesis de ceramidas en el RE causando una
disminucién del apetito (lineas rojas). Se ha demostrado que la hormona ghrelina actia sobre el
metabolismo de los acidos grasos en el hipotdlamo causando la activacion de AMPK, la disminucién de
actividad ACC y la reduccién en los niveles de malonil-CoA. Esto se traduce en un aumento de la
actividad CPT1A y la B-oxidacidn, lo que en las neuronas NPY/AgRP se traduce en una mayor actividad
neuronal y un aumento de la ingesta (lineas azules). Diferentes estudios sugieren que los LCFA-CoA
presentes en el hipotdlamo actlan como sefial intracelular de saciedad causa una disminucién del

apetito (lineas verdes).

Estos estudios resultaron controvertidos y se han puesto en duda, por entrar en
conflicto con diferentes resultados publicados anteriormente. Igualmente por sugerir
que las neuronas oxidan acidos grasos con fines energéticos cuando, clasicamente, se
gue ha considerado que no es asi. Sin embargo y a pesar de la controversia, proponen

un nuevo mecanismo de control del apetito en el que los LCFA-CoA y CPT1 tienen un

papel protagonista.
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5. C75 DISMINUYE EL PESO Y LA INGESTA

C75 (acido 4-metilen-2-octil-5-oxotetrahidrofuran-3-carboxilico) (Figura 12) es
un compuesto sintético, derivado de cerulenina, disefiado como un inhibidor mas
estable y especifico del enzima FAS, con un potencial uso como farmaco antitumoral
(Kuhajda, Pizer et al., 2000). Algunas células cancerosas presentan un nivel muy alto de
expresion de FAS, lo que convierte a este enzima en una buena diana en el disefo de
nuevos farmacos y a sus inhibidores en buenos candidatos para el tratamiento de esta
patologia (Pizer, Jackisch et al., 1996; Pizer, Chrest et al., 1998). Cerulenina inhibe FAS
irreversiblemente, uniéndose a su centro catalitico (Moche, Schneider et al., 1999;
Price, Choi et al., 2001), sin embrago su actividad in vivo es limitada, probablemente
debido a su inestabilidad quimica. C75, por el contrario, es una molécula
quimicamente mads estable capaz de inhibir irreversiblemente la actividad FAS
uniéndose de manera lenta y covalente al enzima (Kuhajda, Pizer et al., 2000). Esta

inhibicidn resulta citotdxica para algunas células tumorales tanto in vitro como in vivo.
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Figura 12. Estructura quimica de cerulenina y C75.

En el afio 2000 se describid una nueva propiedad de C75 Esta molécula tiene un
potente efecto reductor de la ingesta y el peso cuando es administrada a roedores,
siendo capaz de revertir el fenotipo obeso de un ratén ob/ob (Loftus, Jaworsky et al.,
2000). Este nuevo descubrimiento abridé las fronteras de C75 convirtiéndolo en un

buen candidato para el tratamiento de la obesidad y los trastornos relacionados.

La disminucidn del peso y la ingesta se ha observado en roedores tanto tras la
administracion periférica (intraperitoneal, i.p.) como central (intracerebroventricular,
i.c.v.) de C75, resultando mas acentuada en animales obesos que en delgados. De
hecho, los segundos se muestran tolerantes tras un corto periodo de tiempo y

presentan hiperfagia tras el cese del tratamiento. De igual manera, los animales
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obesos muestran cierta resistencia a los efectos de C75 a medida que pierden

adiposidad (Kumar, Shimokawa et al., 2002).

Se ha propuesto que la reduccién de la ingesta causada por C75 se debe a su
accion en el SNC. Miller y colaboradores demostraron que la administracidon i.p. de
este compuesto produce la activacién neuronal, a corto plazo, en diferentes nucleos
del hipotdlamo y el tronco del encéfalo (Miller, Ronnett et al., 2004). De hecho, C75
previene la regulacién al alza de los neuropéptidos orexigénicos y la regulacién a la
baja de los anorexigénicos en el hipotalamo, causando asi una disminucion del apetito

(Cha, Hu et al., 2004; Aja, Bi et al., 2006).

Ademas de su efecto central, C75 produce cambios en el perfil de expresion
génica de otros 6rganos. En musculo de ratones obesos sometidos a un tratamiento
i.p., se observd un aumento en la expresion de UCP3, sugiriendo que C75 tiene un
efecto activador del gasto energético (Cha, Hu et al., 2004). Esta accién sobre la
expresion génica fue observada también por otros autores, demostrando que la
administracion i.p. de este compuesto altera la expresion en higado, tejido adiposo
blanco, musculo y, como ya se ha comentado, hipotalamo (Tu, Thupari et al., 2005). En
higado disminuye la expresidon de ACC y FAS pero aumenta la de CPT1A, explicando un

incremento en el gasto energético y la consiguiente pérdida de peso.

Todos los cambios mencionados se observaron tras la administracién i.p. de
C75. Por otro lado, la administracién i.c.v. también causa alteraciones sistémicas. Hu y
colaboradores demostraron que la inyeccién central de este compuesto, produce un
aumento en la biogénesis mitocondrial y la expresidon de los genes oxidativos UCP3 y
CPT1B en musculo esquelético (Cha, Hu et al., 2005; Cha, Rodgers et al., 2006). Estos
hechos sugieren que los cambios a nivel del SNC mediarian, no solo la disminucién de
la ingesta, sino también la pérdida de peso debida a una menor ingesta de alimentos y
la activacion del gasto energético en tejidos periféricos. Igualmente, se ha demostrado
gue su administracion central regula la secrecion de grelina en el estomago (Hu, Cha et
al., 2005), disminuyendo la concentracion de esta hormona en sangre. Asimismo, C75

bloquea también la secrecidn de esta hormona ex vivo, en el hipotdlamo.

Todos estos resultados demuestran que C75, a través de su accidn central y

periférica, causa una reduccion de la ingesta y el peso en los animales tratados (Figura
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13). El mecanismo molecular subyacente no es del todo conocido, sin embargo el
efecto de este compuesto sobre el metabolismo lipidico en el hipotdlamo es una pieza

clave en estos procesos.
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Figura 13. C75 reduce el peso y la ingesta. La administracion i.p. de C75, especialmente en animales
obesos, causa cambios en el SNC y érganos periféricos que llevan a la disminucion de la ingesta y la
pérdida de peso. En el hipotdlamo y el tronco del encéfalo se produce una activacién neuronal y se
modula la expresidn de los neuropéptidos que controlan la ingesta. En higado disminuye la expresion de
ACCy FAS, pero aumenta la de CPT1A. En musculo estimula la biogénesis mitocondrial e incrementa la
expresién de UCP3 y CPT1B sugiriendo un aumento en el gasto energético.

La inhibicion de FAS por C75 produce un aumento en los niveles de malonil-CoA
en las células tratadas, lo que podria explicar el efecto anorexigénico de este
compuesto. Como se ha discutido en el apartado 3.2 de la Introduccién, la hipdtesis de
malonil-CoA sugiere que los niveles de este metabolito en las neuronas hipotaldmicas
son una sefal molecular que comporta una modulacién de la ingesta (Figura 14). Sus
efectores en el proceso de regulacién del apetito no son del todo conocidos, sin
embrago una de sus dianas es CPT1, que al encontrarse inhibida frena la 3-oxidacion y

favorece la acumulacidn de LCFA-CoA y la disminucion de la ingesta.

En el aino 2002, Thupari y colaboradores demostraron que C75 tiene un efecto
periférico cuando es administrado i.p. a ratones con obesidad inducida por la dieta
(DIO, diet-induced obesity) (Thupari, Landree et al., 2002). En este trabajo se evidencio

gue los animales DIO tratados con C75 presentan una oxidacidn de acidos grasos en
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tejidos periféricos mayor que los controles y, en general, un gasto energético mas
elevado. Los autores apuntaron que este efecto se debe a la accion activadora que
este compuesto tiene sobre CPT1, pues la administracién de etomoxir -potente
inhibidor del enzima- revirtié el efecto observado. Con este trabajo se aportaron
nuevos datos sobre el mecanismo de accién de C75 y se describid, por primera vez, un

activador de CPT1 (Figura 15).

Hipotdlamo

Acetil-CoA

ACC
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Figura 14. Inhibidores de FAS y regulacion de la ingesta. La inhibicidon farmacoldgica de FAS, por C75 o
cerulenina, comporta una acumulacion de su sustrato, malonil-CoA. Un acimulo de malonil-CoA en el
hipotalamo se traduciria en una modulacién de la sintesis de los neuropéptidos orexigénicos (NPY y

AgRP) y anorexigénicos (CART y POMC) y una disminucidn de la ingesta.

Posteriormente se publicaron varios trabajos es los que se analizd el efecto de
C75 sobre el sistema CPT, aportando nuevos datos sobre la activacién de este enzima
(Nicot, Napal et al., 2004; Yang, Kays et al., 2005). Todos ellos resultan paradodjicos
pues demuestran que una misma molécula tiene acciones potencialmente opuestas.
Por un lado C75 activa CPT1 y por otro inhibe FAS, causando un aumento en los niveles
de malonil-CoA vy la consiguiente inhibicion de CPT1. Estos resultados sugieren que la
inhibicién de CPT1 causada por un aciumulo de malonil-CoA se veria superada por la
activacién directa producida por C75. Sin embargo generaron controversia y

estimularon la aparicién de mas estudios destinados a resolver la paradoja existente.
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Figura 15. Modelo propuesto del mecanismo de accidn central y periférico de C75. En el hipotdlamo
C75 inhibiria FAS, generando un aumento en los niveles de malonil-CoA y una disminucidon de la ingesta.

En tejidos periféricos, como el higado, C75 activaria CPT1 produciendo un aumento en la oxidacién de
acidos grasos y la produccién de energia. Figura modificada de (Thupari, Landree et al., 2002).

Durante 2004, se publicaron dos estudios diferentes en los que se demostré
gue el efecto anorexigénico de C75 estd mediado por AMPK (Kim, Miller et al., 2004;
Landree, Hanlon et al., 2004). Como ya se ha comentado (Introduccién, 3.4), AMPK es
un sensor del estado energético de la célula y un importante regulador del
metabolismo de los acidos grasos, cuya activacion se traduce en una disminucion de
los niveles de malonil-CoA. En estos trabajos se demuestra que tras la administracion
de C75 se produce una menor fosforilacion/activacion de AMPK que los autores
achacan a la disminucién en el ratio AMP/ATP generado tras la inhibicion de FAS y la
activaciéon de CPT1. Estos resultaros incrementaron la controversia sobre C75, pues la
menor activacion de AMPK causada por este compuesto se deberia traducir, en dltimo
término en la disminucién de la actividad CPT1, por un aumento en los niveles de su

inhibidor, malonil-CoA.

En el afio 2005 su publicé un sorprendente trabajo que afiadia nuevas
incognitas al mecanismo molecular por el que el C75 causa una inhibicidn del apetito.
Rohrbach y colaboradores aportaron evidencias sobre la desconexidn que existe entre
la inhibicion de la ingesta y la inhibicion de FAS en el hipotadlamo. Los autores
demostraron que tras la administracion i.p. de C75 los animales disminuyen la ingesta

sin ver inhibida la actividad FAS en el hipotalamo (Rohrbach, Han et al., 2005).
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En el afio 2006, nuestro grupo publicé un trabajo en el que demostré que C75-
CoA es un potente inhibidor de CPT1, identificando una nueva accién para este
compuesto (Figura 16) (Bentebibel, Sebastian et al., 2006). Muchos farmacos
requieren una activacién previa antes de ejercer su efecto bioldgico. Es el caso de
etomoxir y 2-TDGA, que deben ser activados a sus correspondientes aductos —CoA
para actuar como inhibidores de CPT1. En el citado trabajo se demuestra que la
inhibicién de CPT1 causada por C75-CoA es incluso mayor que la causada por otros
inhibidores (ICso C75-CoA ~ 0,24 uM vs. ICsg etomoxir-CoA ~ 4 uM). El efecto del C75
sobre este enzima fue analizado en diferentes lineas celulares y en tejidos de ratén,
aportando evidencias de la accion inhibidora que este compuesto tiene sobre la

oxidacion de acidos grasos.
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Figura 16. Efecto de C75 y C75-CoA sobre FAS y CPT1. C75 es un inhibidor de FAS. La inhibicidn de este
enzima causa un acumulo de malonil-CoA, inhibidor fisiologico de CPT1. Se ha propuesto que C75 tiene
un efecto activador sobre CPT1, sugiriendo una accion dual y paraddjica para este compuesto. El
derivado C75-CoA, formado a partir de C75 y CoA-SH, tiene un potente efecto inhibidor de CPT1 in vitro
e in vivo. Las lineas rojas indican inhibicién y las flechas verdes activacion.

Todos estos resultados nos instaron a profundizar en el estudio del mecanismo
de acciéon de C75 y durante el presente trabajo analizamos el efecto que tiene sobre
CPT1 en el hipotdlamo, plantedndonos que la inhibicién de este enzima podria ser
crucial mediando el efecto anorexigénico de C75. Al mismo tiempo, tratamos de

avanzar en la sintesis de nuevos derivados de esta molécula con un mayor efecto
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supresor del apetito, como primer paso en el disefio de nuevos farmacos anti-
obesidad. 1
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Capitulo 2. OBJETIVOS






El objetivo de esta Tesis Doctoral es estudiar el efecto que la modulacion de la
actividad CPT1A hipotaldmica tiene en la regulacién de la ingesta, el peso y el

metabolismo glucidico. Para ello hemos realizado dos aproximaciones diferentes:

1. Sobre-expresion de CPT1AM en el hipotalamo

Expresién a largo plazo de la isoforma permanentemente activa CPT1AM,
especificamente en el nucleo ventromedial del hipotdlamo (VMH), y andlisis de

su papel en la regulacidn de la ingesta, el peso y la homeostasis glucidica.

2. Inhibicion de CPT1 en el hipotdlamo

2.1. Estudio del mecanismo de accion del compuesto anoréxico C75,

basandonos en su accion sobre CPT1.

2.2. Estudio de los requerimientos estructurales que hacen de C75 un
compuesto supresor del peso y la ingesta como primer paso en el disefio
de nuevas moléculas con una accion mas potente y/o especifica que el

propio C75.
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MATERIALES

1. C75yderivados
2. Vectores viricos
3. Cepas de levaduray vectores plasmidicos
4. Oligonucledtidos y sondas
METODOS
1. Animalesy procedimientos
2. Determinacién de hormonas en suero
3. Determinaciéon de metabolitos
4. Cuantificacion de aciles-CoA por espectrometria de
masas
5. Métodos de trabajo con Saccharomyces cerevisiae
6. Meétodos de trabajo con proteinas
7. Métodos de trabajo con RNA
8. Analisis histolégico
9. Métodos bioinformaticos
10. Métodos estadisticos







Los reactivos utilizados se especifican en cada apartado de la seccion Métodos. A

continuacion se detallan otros materiales utilizados:

1. C75 Y DERIVADOS

Los compuestos utilizados fueron sintetizados en el Grupo de Investigacion en
Metodologia Sintética Aplicada a Productos Bioactivos del departamento de Quimica
Organica (Facultad de Quimica) de la Universidad de Barcelona bajo la direccion del Dr.
Jordi Garcia. Esta sintesis nace de la colaboracién entre los dos grupos, como un
proyecto del IBUB (Institut de Biomedicina de la Universitat de Barcelona). En algunos
casos también utilizamos (+)-C75 (trans-4-metilen-2-octil-5-oxotetrahidrofurano-3-

acido carboxilico) comercial, de la marca Sigma (ref. C5490).

La utilizacidn de los enantiémeros de (+)-C75, por separado, para la fabricacién

de un medicamento ha sido presentada ante la Oficina Espafiola de Patentes y Marcas.

En el Apéndice 1 se muestra el nombre y estructura quimica de cada uno de los

compuestos.

2. VECTORES VIRICOS

Durante la realizacidn de este trabajo se han utilizado virus adenoasociados
(AAV) para la sobre-expresién de proteinas en rata. Estos fueron producidos en
colaboracién con la empresa holandesa Amsterdam Molecular Therapeutics (AMT).
AMT es una compaiilia ubicada en el sector de la biotecnologia, que se dedica a la

sintesis de vectores viricos para la utilizacién en terapia génica.

El método utilizado para la fabricacion de los AAV fue el descrito por Urabe y
colaboradores (Urabe, Ding et al.,, 2002) que se basa en la formacién de tres
baculovirus y la posterior produccion de los AAVs en células de insecto Sf9. Uno de los
baculovirus contiene las proteinas rep para la replicacion, el segundo contiene las
proteinas de la capside, cap o vp, y por ultimo el tercer baculovirus contiene el gen de

interés.
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El primer paso para la obtencidn del baculovirus que contiene el gen de interés
es el clonaje de dicho gen en el vector plasmidico correspondiente. En nuestro caso,
dicho vector esta integrado por el promotor del citomegalovirus (CMV), la secuencia
de cDNA de los genes que se quieren expresar (GFP o CPT1AM), una region reguladora
post-transcripcional para mejorar la transcripcion (WPRE, woodchuck post-
transcriptional regulayory element [GenBank acc AY468 486]) y una sefial de
poliadenilacion de la hormona de crecimiento bovina (bGH, bases 2326 — 2533
[GenBank acc M57764]). La construccién va encajada entre dos zonas invertidas (ITR,
inverse terminal repeats) que provienen del virus adenoasociado de serotipo 2. Los
pldasmidos con los que se obtuvieron los baculovirus de las proteinas rep y vp fueron
subministrados por la empresa AMT. Los virus adenoasociados utilizados presentan
una capside correspondiente al serotipo 1, que permite la infeccién de células del SNC,

especialmente neuronas (Figura 1).
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Figura 1. Esquema de la estructura de los virus adenoasociados utilizados para la sobre-expresion de las
proteinas GFP y CPT1AM en rata.

3. CEPAS DE LEVADURA Y VECTORES PLASMIDICOS

Para la expresion de las proteinas recombinantes CPT1Awt y CPT1AM se empled
la cepa de levadura YPH499 de Saccharomyces cerevisiae (S. cerevisiae) (Invitrogen,
ref. K500053). El genotipo/fenotipo de esta cepa es el siguiente: MAT a ura3-52 leu2-
D1 ade2-101 lys2-801 his3-D200 trp1-D63.

El vector utilizado para expresar las citadas proteinas en S. cerevisiae fue el pYES
2.0 (Invitrogen, ref. V825-20). Se trata de un plasmido episomal de alto niumero de
copias. En levaduras el marcador de seleccion de este plasmido es el gen URA3, que
codifica para el enzima orotidina-5’-fosfatodecarboxilasa y permite una seleccién por
auxotrofia, lo que significa que en ausencia de uracilo solamente son capaces de crecer

aquellas células que han incorporado el plasmido. La expresién del gen de interés esta
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bajo el control del promotor GAL1, inducible por galactosa y que se encuentra

reprimido cuando la fuente de carbono es glucosa.

4. OLIGONUCLEOTIDOS Y SONDAS

Los oligonucledtidos fueron sintetizados por Sigma-Genosys y TibMolbiol y
purificados por desalado. Se recibieron liofilizados y se resuspendieron en H,O milliQ

estéril hasta una concentracién de 100 pM. Esta solucidn stock se almacend a -20°C.

En el Apéndice 2 se muestra la secuencia y temperatura de fusiéon (Tm) de los

oligonucleétidos utilizados.

En algunos casos, se emplearon sondas de hibridacion o de hidrdlisis para una

mayor especificidad y sensibilidad en la amplificacion por real time-PCR.

Para la amplificaciéon de CPT1Awt y CPT1AM se utilizaron sondas de hibridacion.
El sistema se basa en la presencia de dos sondas, marcadas cada una con un fluoréforo
diferente, que hibridan en zonas muy préximas del gen a amplificar. De esta manera,
cuando ambas sondas estdn hibridadas se encuentran lo bastante cerca para que la
energia emitida por el fluoréforo de una, o donador, excite el fluoréforo de la segunda
sonda, o aceptor, el cual emite la fluorescencia que es detectada por el aparato de real
time-PCR. En el Apéndice 2 se muestra la secuencia de las sondas de hibridacion

utilizadas.

Para la amplificacion del gen ObRb se utilizé una sonda de hidrdlisis (UPL,
Universal Probe Library. Roche® n2 118). La deteccidn con este tipo de sondas se basa
en el marcaje de la misma con un fluoréforo y un “apagador” o quencher de manera
proxima entre ellos. La sustancia denominada quencher, absorbe la energia de
excitacién del fluoréforo de manera que cuando la sonda se hidroliza en el proceso de
amplificacidn ambos compuestos son separados permitiendo la liberacion de

fluorescencia, detectada entonces por el aparato de real time-PCR.
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1. ANIMALES Y PROCEDIMIENTOS

Se emplearon ratas de la cepa Sprague-Dawley de, aproximadamente, 10-12
semanas de edad con un peso de 260-290 gramos los machos y 210-230 gramos las
hembras, y ratones de la cepa C57/BL6 de 10 semanas de edad. Todos fueron
adquiridos en Harlan Co. o en el Estabulario de la facultad de Farmacia. En todos los
casos los animales se mantuvieron a 20°C en un ciclo de 12 h de luz y 12 h de oscuridad
con libre acceso a la comida (Harlan Ibérica, ref. 2014) y el agua. Todos los protocolos
fueron aprobados por el Comité Etico de Experimentacién Animal de la Universidad de

Barcelona.

1.1. DETERMINACION DEL PESO Y LA INGESTA

El peso corporal de ratas y ratones se determind mediante pesadas de los
animales en una balanza de precisién, en los periodos de tiempo indicados en cada
caso. El cambio en el peso se calculd como la diferencia entre dos pesadas

consecutivas en un intervalo de tiempo determinado.

Para calcular la ingesta de las ratas se pesé la cantidad de comida inicial en una
balanza de precisién y se realizaron pesadas consecutivas de dicha comida en los
intervalos de tiempo indicados en cada caso. Los animales sometidos a un control de la

ingesta se estabularon en jaulas individuales.

1.2. ESTEREOTAXIS

La estereotaxis consiste en alcanzar una regién profunda del cerebro,
previamente definida por sus coordenadas en los tres planos del espacio, con una
aguja o una canula, que penetra en el craneo por un orificio de trepanacién y que es

guiada por un aparato especial segun los datos de la localizaciéon previa.
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Durante esta Tesis Doctoral se han realizado tres procedimientos esterotdxicos

diferentes:
— Micro-inyeccidn en el hipotdlamo
— Canulacion del ventriculo lateral

— Canulacion del nucleo ventromedial (VMH) del hipotalamo

1.2.1. Micro-inyeccion en el hipotalamo

Las ratas se anestesiaron utilizando una mezcla de ketamina (90 mg/kg)
(Imalgene 1000, Merial) y xilazina (11 mg/kg) (Rompun 2%, Bayer). Una vez
anestesiadas, se colocaron en un aparato de estereotaxis (Model 900 Small Animal
Stereotaxic Instrument, Kopf Instruments). A continuacién se practicé una incisién
longitudinal en la cabeza utilizando un bisturi hasta dejar al descubierto el craneo del
animal. En el craneo se localizd el punto bregma, correspondiente a la unién de los
huesos frontales y occipitales (Figura 2), que se utilizé como punto de referencia para

la realizacion de la craneotomia que permite la inyeccidn en el cerebro.

Lugar de inyeccion

Figura 2. Esquema e imagenes del craneo de una rata macho de la cepa Sprague-Dawley de 290 g de
peso, antes y después de una craneotomia. El punto de referencia bregma se muestra en color rojo.

Utilizando un atlas del cerebro de rata adulta (Paxinos y Watson, 1998) se
establecieron las coordenadas, respecto el punto bregma, para alcanzar el nucleo
hipotaldmico deseado y en ese punto se realizé un orificio en el craneo
suficientemente grande como para introducir la aguja y realizar la inyeccion. Para la

trepanacion se utilizé un micro-taladro con una broca fina y afilada.
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Para realizar la inyeccidn se utilizé una jeringuilla de precision de 1 plL (Hamilton,
ref. 7001 SN 1 pL). Una vez introducida a la profundidad deseada se esperaron entre 5
y 10 minutos para permitir la acomodacién de dicha aguja en el tejido cerebral. Pasado
ese tiempo se procedié a la inyeccidén a una velocidad aproximada de 0.2 puL/min. El
volumen maximo inyectado fue de 1 pL por cada sitio de inyeccidn. Se esperaron entre

5y 10 minutos antes de retirar la aguja, para evitar el reflujo del compuesto inyectado.

1.2.2. Canulacion del ventriculo lateral

El animal se anestesid tal y como se indica en el apartado anterior y se colocd en
un aparato de estereotaxis. A continuacion se practicd una incision transversal en la
piel de la cabeza hasta dejar al descubierto el craneo del animal. Una vez localizado el
punto bregma (Figura 2) se realizd un pequefio orificio de, 1,1 mm aproximadamente,
en las siguientes coordenadas (respecto bregma): 1,2 mm lateral y 1,00 mm posterior
(Paxinos y Watson, 1998). En ese orificio se introdujo una canula de polietileno (Clay-
Adams, Becton Dickinson, ref. PE-20) a una profundidad aproximada de 3,5 mm. Para
la correcta fijacion de la canula se utilizé gel de cianoacrilato (Plastics 1, ref. 300CAG)

que asegura la permanencia de la misma y no afecta a la recuperacién del animal.

Administracidn intracerebroventricular (i.c.v.)

Tras un periodo de recuperaciéon de una semana desde la implantacion de la
canula en el ventriculo lateral, los animales fueron anestesiados con isofluorano
(IsoFlo®, Veterinaria Esteve) para la inyeccién i.c.v. de cualquier compuesto. Dicha
inyeccidon se realizé utilizando una jeringuilla de 50 pL (Hamilton, ref. 705RN, P/N

7637-01/00) siendo el volumen maximo inyectado de 10 pL.

La correcta colocacion de la canula se comprobd analizando la respuesta de los

animales a angiotensina ll, grelina o C75.

1.2.3. Canulacion bilateral del VMH

La rata se anestesid tal y como se indica en el apartado 1.2.1 y se colocd en un
aparato de estereotaxis. A continuacion se realizé una incisiéon longitudinal en la

cabeza dejando al descubierto el craneo del animal. Es muy importante eliminar todo
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el tejido conjuntivo que recubre el craneo y mantener seca la zona para asegurar la
correcta adhesion del cemento que fija la canula, por lo que se utilizé un cauterizador
para detener todas las hemorragias producidas durante el proceso quirurgico. Una vez
limpia la zona del crdneo se localizé el punto bregma y se realizé una abertura,
suficientemente grande para acomodar la cdnula, en las siguientes coordenadas
(respecto bregma): 2,8 mm posterior, 0,7 mm lateral (Figura 3). Esta abertura se hizo
utilizando un micro-taladro y una broca fina y afilada. A continuacion se realizaron 4
orificios pequefios (aproximadamente 1 mm de didmetro) préximos a cada esquina de
la abertura, donde se acomodaron 4 tornillos de acero inoxidable (Plastics 1, ref. screw
0-80x1-16 1212 080x062) que permiten el anclaje del cemento que fija la canula. A
continuacion se introdujo la canula bilateral (Plastics 1, ref. C235G-1,5-SPC Guide DBL
26GA 1,5 mm C-C/9 mm Below Pedestal) a una profundidad de 9 mm vy se fijo
utilizando gel de cianoacrilato (Plastics 1, ref. 300CAG) y cemento adhesivo de secado
rapido (Plastics 1, ref. cere-AD Cerebond/cere-Tub Cerebond Mixing Tube). Una vez
seco el cemento se introdujo un obturador en la canula, para evitar obstrucciones
(Plastics 1, ref. C235DC-SPC/fit 9mm C235G-1,5 W-O Proj.). La canula y el obturador se

protegieron utilizando un tapdn de platico (Plastics 1, ref. 303DCFT Dust Cap).

Inyeccién de virus adenoasociados en el VMH

Tras un periodo post-operatorio de 1 semana los animales fueron anestesiados,
tal y como se describe en el apartado 1.2.1, y colocados en un aparato de estereotaxis.
Utilizando una jeringuilla de 5 pL (Hamilton, 7633-01) se realizé la inyeccién de los
virus adenoasociados en el VMH, a través de la cdnula bilateral, a una profundidad de
10 mm desde la superficie del craneo. El volumen inyectado fue de 1 pl. Una vez
introducida la jeringuilla a través de la cdnula se esperaron 10-15 minutos, para
permitir la acomodacién de la aguja en el tejido cerebral. La inyeccion se realizé a una
velocidad de 0,2 pylL/min tras lo que se esperaron 10-15 minutos antes de retirar la

aguja, para evitar el reflujo del compuesto inyectado.

Una vez finalizado cualquier proceso estereotdxico, los animales se colocaron
individualmente en una caja limpia con libre acceso a la comida. Durante una semana

se les suministr6 agua suplementada con antibidticos (enrofluoxacina, 10%) vy
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analgésicos (bruprenorfina, 0,3 mg/400 mL agua) y se realizd6 un control diario del

estado general y la correcta recuperacion post-quirdrgica.

Figura 3. Canulacién del nucleo ventromedial del hipotalamo (VMH). Imagen parcial de una seccién
coronal del cerebro de rata a la que se le implantd quirdrgicamente una canula bilateral en el VMH. El
recorrido de la canula se presenta enmarcado en rectangulos negros. Se muestra un dibujo esquematico
de la secciéon del cerebro correspondiente donde se sefiala el VMH y el tercer ventriculo (3v) (Paxinos y
Watson, 1998). VMH: nucleo ventromedial del hipotdlamo; 3v: tercer ventriculo; MBH: hipotalamo
mediobasal; 5x: imagen tomada con un objetivo de 5 aumentos.

1.3. MEDIDA DE LA GLUCEMIA Y OBTENCION DE SUERO

Las medidas de los niveles de glucosa en sangre se realizaron utilizando un
glucémetro (Elite, Bayer) con una gota de sangre obtenida tras un pequefio corte en la
cola de la rata. Las medidas de glucemia se realizaron tras un ayuno de 6 o 12 horas,
segun cada diseno experimental. Para la obtencién de suero se utilizaron tubos para la
extraccion de sangre capilar (Microvette® CB300, Sarstedt). Una vez obtenida la
sangre los tubos se mantuvieron un minimo de 30 minutos a temperatura ambiente. A
continuacion se centrifugaron durante 5 minutos a una velocidad de 10.000 xg a una
temperatura de 4°C. El sobrenadante se almacendé a -20°C para posteriores

determinaciones de metabolitos y hormonas.

1.4. TEST DE TOLERANCIA A LA GLUCOSA (GTT)

El test de tolerancia a la glucosa se realizé en ratas tras un ayuno de 12 horas. Se
practicé una inyeccién intraperitoneal (i.p.) de glucosa 20% a una concentracién de 2
g/Kg de peso a cada rata y se midié la glucemia 0, 15, 30, 60, 90 y 120 minutos después
de la inyeccién. Las medidas de glucemia se realizaron utilizando un glucémetro tal y

como se detalla en el apartado anterior.
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1.5. DISENOS EXPERIMENTALES

Tratamiento intracerebroventricular (i.c.v.) con C75 y sus derivados

Para el estudio del efecto que la administracién central de C75 y otros
compuestos derivados (ver Apéndice 1) tienen sobre el peso y la ingesta de las ratas,
se realizaron inyecciones i.c.v. 1 semana después de la colocacién de las
correspondientes canulas. Los diferentes compuestos fueron inyectados tal y como se
detalla en Métodos, 1.2.2., media hora antes del inicio de la fase oscura (19:30 h). Las
ratas son animales nocturnos y se alimentan principalmente durante el ciclo oscuro,
por ello los efectos de un determinado tratamiento sobre la ingesta se ensayaron

siempre durante ese periodo.

medida peso e ingesta

canulacion horas dias
i.cv. —
v 1 2 4 22 2 3 4 5
1l semanay 1 1 1 1 1 1
I LI T T T T T T 1
A
inyecciéni.c.v.
(19:30 h)

En algunos casos los animales fueron sacrificados 1 hora después de la inyeccién

i.c.v. y el hipotdlamo fue diseccionado y procesado para analisis posteriores.

Tratamiento i.c.v. con virus adenoasociados (AAVs)

Para estudiar la capacidad infectiva y la efectividad de los virus adenoasociados
(AAV) para sobre-expresan las proteinas GFP/CPT1AM en cerebro se siguio el siguiente

disefio experimental:

canulacién i.c.v.

A 4 1 5
Semanas | - |
A A

inyeccion i.c.v. diseccién cerebro y extraccién mitocondrias
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Inyeccion de AAVs en el ntcleo ventromedial del hipotalamo (VMH)

Para estudiar el efecto que la sobre-expresion de CPT1AM en el VMH tiene sobre
el peso, la ingesta y el metabolismo de la glucosa se realizaron experimentos a largo
plazo, durante 24 semanas (grupo 2). Alternativamente, en algunos casos los animales
se sacrificaron 4 semanas después de la inyeccion de los virus y el encéfalo se fijo en

una solucién de formalina 10% para posteriores estudios histolégicos (Métodos, 8)

(grupo 1).
Grupo 1
-~ — Y
canulacion extraccion y
VMH fijacidn encéfalo
Y Y
1 5 9 19 23
Semanas| } ] ] ] ]
A A A A
inyeccion extraccion
AAV GTT GTT muestras

Grupo 2

2. DETERMINACION DE HORMONAS EN SUERO

Todos los niveles de hormonas fueron determinados utilizando kits de ELISA
(Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay) comerciales. Estos ensayos, también
denominados sandwich ELISA, se basan en la utilizacion de placas de 96-pocillos
cubiertas con un anticuerpo especifico para detectar y capturar un antigeno de interés
en una muestra. El antigeno inmovilizado es detectado con otro anticuerpo especifico
que a su vez es detectado por un tercer anticuerpo enlazado a un enzima capaz de
generar un producto detectable, generalmente por un cambio en el color y la
absorbancia, que se puede medir espectrofotométricamente. En todos los casos se

siguieron las instrucciones provistas por cada casa comercial:
Insulina

Se utilizo el kit Rat/Mouse Insulin ELISA (Millipore, EZRMI-13K)
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Leptina

Se utilizé el kit Mouse/Rat Leptin ELISA Kit (B-Bridge International, K1006-1)

Grelina

Se utilizé el kit Rat Acylated Ghrelin ELISA (BioVendor, RD394062400R)

3. DETERMINACION DE METABOLITOS

3.1. TRIACILGLICEROLES (TAG)

El primer paso para la determinacidon de TAG en higado de rata consistié en la

extracciéon de las grasas de dicho tejido. Posteriormente se utilizdé un kit comercial para

determinar el contenido de TAG en el tejido.

Extraccidn de las grasas

Este protocolo se basa en la extraccidn de todas las grasas utilizando cloroformo.

Se siguieron los pasos detallados a continuacion:

Colocar aprox. 100 mg de tejido congelado en un tubo eppendorf de 2 mL.

Afadir 500 pL de PBS 1x y romper mecanicamente el tejido utilizando el

sistema Polytron (PT 2100).

Guardar 100 pL de homogenado para la valoracién de la concentracién de

proteinas.

Transferir el resto del homogenado a tubos de vidrio y afadir 1,5 mL de
cloroformo. Mezclar vigorosamente y dejar toda la noche en agitaciéon a

temperatura ambiente.

Centrifugar 5 minutos a 10.000 xg. Transferir el sobrenadante y la fase

inferior (descartando la interfase) a un nuevo tubo de vidrio.

Anadir 500 pL de NaCl 0,9%. Mezclar durante 1 minuto. Centrifugar 5 minutos
a 10.000 xg.

Recuperar la fase inferior y evaporar el solvente bajo una atmésfera de

nitrégeno.
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8. Reconstituir el producto con 250 pL de isopropanol.

Contenido de TAG

Se realizd utilizando un kit Cromatest comercial basado en un método
enzimatico colorimétrico (LINEAR Chemicals S.L., ref. 1155010) (Figura 4). La base de la
técnica es la hidrélisis de los TAG, presentes en el tejido, a glicerol y acidos grasos
libres (FFA, free fatty acids) por acciéon del enzima lipoproteina lipasa (LPL). A
continuacion el glicerol es fosforilado por el enzima gliceroquinasa (GK), en presencia
de ATP, formando glicerol-3-fosfato (G-3-P) y ADP. El G-3-P es oxidado por el enzima
glicerol fosfato oxidasa (GPO) en dihidroxiacetona fosfato (DHAP) y H,0,.

En presencia del enzima peroxidasa (POD), el fenol y la 4-aminoantipirina (4-AA)
se condensan por accién del H,0,, formandose un producto de color rojo que es
proporcional a la concentraciéon de TAG en la muestra. La determinacién se llevd a

cabo siguiendo el protocolo provisto con el kit.

LPL
TAG + 3 H,0 —> Glicerol + 3 FFA
+
GK
ATP —> G-3-P + ADP

+
GPO

O, —> DHAP +H,0,
4-AA + 4-fenol ——> Quinonamina + H,0
POD

Figura 4. Método enzimatico colorimétrico utilizado para la determinacién de TAG.

3.2. MALONIL-CoA

Para la determinacion de malonil-CoA en tejido se utilizé un método enzimatico
basado en la accion del complejo multienzimatico malonato decarboxilasa (MD) de la
bacteria Pseudomonas putida (Takamura, Kitayama et al., 1985) (Figura 5). Este
complejo tiene diferentes actividades enzimaticas y cataliza la siguiente reaccién
ciclica: en primer lugar decarboxila el malonil-CoA para producir acetil-CoA.

Posteriormente transfiere el coenzima A del acetil-CoA a la molécula de malonato,
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regenerando el malonil-CoA y produciendo acetato. La repeticidén ciclica de estos
eventos por parte del complejo MD amplifica la acumulacién del producto final, el
acetato, que es transformado en acido acetil-hidroxdmico. La concentracién de este
compuesto, que puede ser detectado midiendo su absorbancia a 540 nm, es
proporcional a la concentracién inicial de malonil-CoA en la muestra. Este método
para determinar malonil-CoA es especialmente Util en tejidos con una concentracion
de este metabolito muy baja, ya que aporta gran sensibilidad debido a la reaccién

ciclica de la MD.

La determinacion de malonil-CoA constd de diferentes pasos. En primer lugar la
extraccion de malonil-CoA de la muestra. En segundo lugar la eliminacién del acetil-
CoA presente. En tercer lugar la reaccion ciclica de la MD y por ultimo la
transformacion del acetato a acido acetil-hidroxamico y la medida de la absorbancia a

540 nm (A540).

. . OAA .
malonil-CoA > acetil-CoA ------------- > citrato
citrato sintasa
MD

acetato
i acetato quinasa
malonato acetil-p

i NH,OH
acido acetil-hidroxamico

l FeCly

Abs. 540 nm

Figura 5. Conjunto de reacciones llevadas a cabo para la determinacion de malonil-CoA en tejido. El
acetil-CoA presente en la muestra es transformado en citrato por accion del enzima citrato sintasa. El
complejo MD cataliza, en primer lugar, la decarboxilacion del malonil-CoA a acetil-CoA. En segundo lugar
forma malonil-CoA y acetato a partir de acetil-CoA y malonato. El acetato formado se va acumulando,
debido a la reaccidn ciclica del complejo MD. Finalmente el acetato acumulado es transformado en
acido acetil-hidroxamico, que se cuantifica midiendo su absorbancia a 540 nm.

Extraccidon de malonil-CoA
Todo el protocolo se realizé a 4°C.
1. Colocar ~ 50 mg de tejido congelado en un tubo eppendorf de 2 mL.

2. Aiadir 600 puL de H,S0O4 0,3 M, previamente enfriado en hielo.
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8.

Sonicar el tejido en hielo (amplitud = 80, ciclos de 0,8).

Incubar el homogenado a 4°C durante durante un minimo de 30 minutos (es

posible dejarlo toda la noche).
Centrifugar las muestras a 10.000 xg durante 10 minutos a 4°C.

Ajustar cuidadosamente el pH del sobrenadante (snd) a 6,5-7,5 con Tris 1 M.
Este proceso debe realizarse en hielo. Es muy importante que el pH no sea
nunca mayor de 8 (Para 600 pL de H,SO, se requieren aproximadamente 240

pL de Tris 1 M).
Centrifugar nuevamente a 10.000 xg durante 10 minutos a 4°C.

Guardar el snd.

Se apuntd el volumen de los snd obtenidos en las dos centrifugaciones, para

realizar los calculos posteriores.

Opcional: En este momento se pueden congelar los snd obtenidos durante 10 dias a -

80°C o 3 dias a 4°C antes de su utilizacion.

Eliminacion del acetil-CoA presente en la muestra

1. Preparar la mezcla de reaccién (en hielo):
Mezcla de reaccion

Muestra 250 pL
Oxalacetato 80 mM 7 uL
Tampdn B 22 uL
Citrato Sintasa (1U/uL) 1L

2. Incubar durante 20 minutos a 30°C.

Tampon B

Tris-HCI 500 mM pH 7,2, MgS04-7 H,0 100 mM, 2-mercaptoetanol 10 mM. Preparar de

manera extemporanea.

Citrato sintasa

Sigma, ref. C3260. Preparar de manera extemporanea a 1 U/uL.
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Opcional: En este momento se puede detener el ensayo y las muestras pueden ser

almacenadas a 4°C.

Reaccidn ciclica del complejo MD

1. Preparar diluciones del estandar malonil-CoA (6 nmol/uL) para hacer una

recta patrén. Normalmente las concentraciones del patrén se encuentran en

un rango desde 0,09 pmol/uL hasta 6 pmol/pL.

2. Preparar la mezcla de reaccion:

Mezcla de reaccion

Muestra 265 plL

Muestra Patron 20 pL
Malonato 500 mM 50 pL
ATP 50 mM 85 uL
MD 3,4 uL
H,O c.s.p. 400 pL

3. Incubar 40 minutos a 30°C.

Estandar malonil-CoA (6 nmol/uL)

Disolver 5 mg (6 pumol) de malonil-CoA en 1 mL de tampdn A. Ajustar pH a 6.

Almacenar a -80°C.
Tampdn A
Dilucién 1:10 con H,0 del tampdn B.

MD (Malonato Decarboxilasa)

El complejo enzimatico MD de la bacteria Pseudomonas putida fue gentilmente

suministrado por el Dr. Shigeru Chohnan, de la Universidad de Ibaraki (Japén).

Sintesis del acido acetil-hidroxamico
1. Colocar las muestras en hielo y afiadir 1 U del enzima acetato quinasa.
2. Incubar 20 minutos a 30°C.

3. Colocar las muestras en hielo y afadir 200 pL de hidrocloruro de

hidroxilamina (HAH) 2,5 M.
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4. Incubar 20 minutos a 30°C.

5. Colocar las muestras en hielo y afiadir 600 pL de reactivo férrico.
6. Centrifugar a 4.000 xg durante 5 minutos.

7. Medir absorbancia a 540 nm.

Acetato quinasa

Sigma, ref. A7437. Preparar de manera extemporanea a 1 U/uL.

Reactivo férrico

Mezcla 1:1:1 de FeCl; 5%, dacido TCA 12% y HCl 3 M. Preparar de manera

extemporanea.

4. CUANTIFICACION DE ACILES-CoA POR ESPECTROFOTOMETRIA DE MASAS

Durante esta Tesis Doctoral se realizaron experimentos de cromatografia liquida
de alta resolucion (HPLC) acoplada a espectrometria de masas (HPLC-MS/MS) para el

analisis en los niveles de C75-CoA vy aciles-CoA de cadena larga en tejidos de rata.

La HPLC-MS/MS es una técnica de quimica analitica que combina la capacidad de
separar diferentes moléculas mediante cromatografia liquida con la capacidad de
identificacidn de las mismas por espectrometria de masas. Esta técnica es muy sensible
y altamente selectiva y suele utilizarse para la identificacién y cuantificacién de

diferentes moléculas que se encuentran en una mezcla compleja con otros productos.

Un equipo de cromatografia para HPLC esta formado por diferentes
componentes. En primer lugar contiene un sistema de bombeo para impulsar la fase
movil, una vélvula de inyeccién que permite introducir las muestras en el sistema
cromatografico con un flujo continuo y a altas presiones, también contiene una
columna cromatografica que contiene la fase estacionaria y a través de la cual se
separan las diferentes moléculas, un detector que permite determinar las sustancias
separadas y por ultimo un sistema registrador, que permite obtener los
cromatogramas. Para el analisis de una muestra ésta se inyecta en el cromatégrafo de

liguidos y sus componentes se separan en la columna cromatografica. Los
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componentes separados pasan, por orden de elucidn, al espectrometro de masas,

donde son analizados y cuantificados.

El primer paso para los estudios de HPL-MS/MS fue la obtencion de los aciles-

CoA de cadena larga y del C75-CoA de hipotdlamo de rata.

4.1. EXTRACCION DE ACILES-CoA Y C75-CoA DE HIPOTALAMO

Para la extracciéon de aciles-CoA y C75-CoA de hipotdlamo se utilizé6 una
modificacion del protocolo descrito por Golovko y colaboradores (Golovko y Murphy,
2004). El C75-CoA, al tener una estructura y caracteristicas quimicas similares a un acil-
CoA de cadena larga, se obtiene en la misma fraccion que éstas moléculas. A

continuacion se detalla el procedimiento seguido:
1. Pesar el tejido y congelar en nitrégeno liquido.

2. Homogenizar el tejido congelado con 1 mL de tampdn fosfatos 100 mM pH 7,4
y 10 pL de n-heptadecanoil-CoA (C17-CoA) (Sigma, ref. H1385) 1 mM (estandar
interno) utilizando un homogenizador de vidrio (Wheaton, 7 mL Dounce Tissue

Grinder, ref. 357542).
3. Afadir 1 mL de n-propanol y volver a homogenizar.

4. Anadir 125 pL de (NH4),SO,4 saturado y 2 mL de acetonitrilo 100%. Vortear

durante 5 min de la siguiente manera: 1 minuto vértex y 1 minuto en hielo.
5. Centrifugar a 2.100 xg durante 5 minutos a 4°C.

6. Filtrar La fase superior com um filtro estéril de 0,22 um (Millipore, ref. Millex-

GS, catdlogo: SLGL0250S).

7. Opcional: liofilizar La muestra filtrada con un concentrador (Eppendorf,

Concentrator Plus).
Todo el procedimiento se realizé a 4°C.

El ultimo paso de liofilizacion se realizé en funcidn de los niveles del producto a
analizar en la muestra. Para los andlisis de C75-CoA si se liofilizd, sin embargo para los

analisis de aciles-CoA la fase filtrada sin liofilizar fue directamente analizada.
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Este protocolo se siguid para la extraccion de aciles-CoA/C75-CoA de un
hipotalamo con un peso de ~ 50-60 mg. Para un tejido de partida mas pequefio todos

los volumenes se ajustaron de manera proporcional.

4.2. CUANTIFICACION DE C75-CoA EN HIPOTALAMO

Para los estudios de la formacidn de C75-CoA en hipotdlamo de rata se utilizé el
sistema cromatografico Agilent Serie 1100 equipado con una bomba cuaternaria y un
inyector de muestras termoestatizado. La columna utilizada fue una XBridge (Waters,
ref. 186003037) Ci5 (2,1 x 50 mm, 3,5 um) a temperatura ambiente y el volumen de
inyeccion de las muestras fue de 15 pL. Las fases moéviles utilizadas fueron tres: Fase
movil A: 50% de acetonitrilo en acetato de amonio 10 mM pH 5,3; Fase mévil B: 10%

de acetonitrilo en acetato de amonio 10 mM pH 5,3; Fase mévil C: 100% acetona.

La columna fue equilibrada de la siguiente manera: 15% A durante 10 minutos;
de 15% a 90% de A en 5,5 minutos; de 90% de A a 50% de Ay de 5% de C a 45% de C

en 15,5 minutos; 50% de Ay 45% de C durante 15 minutos.

Los andlisis de masas (barrido completo —full scan, MS— y tdandem —MS/MS-) se
realizaron en un espectrometro de masas APl 3000 triple cuadrupolo equipado con
una fuente de turbo ionspray. Todos los andlisis fueron realizados en modo positivo y
con las siguientes condiciones: voltaje capilar, +3000 V; gas nebulizador (N,), 10
unidades arbitrarias (UA); gas cortina (N;), 12 UA; gas de colisidn (N,), 4 UA; potencial
declustering, +30 V; potencial de focalizacién, +200 V; potencial de entrada, +10 V;
energia de colisién, +40 V; potencial de salida de la celda de colisién, +15 V. El gas
auxiliar (N;) se calenté a 300°C y fue introducido en la fuente de ionizacién chocando a

909 respecto al spray, a un flujo de 6000 cm?®/min.

La adquisicion de datos en el modo full scan, o barrido completo, se realizé
desde 500 hasta 1200 m/z, en modo continuo, utilizando un ciclo de 2 segundos con
un paso de 0,1 u y una pausa entre casa ciclo de 2 ms. Con el objetivo de alcanzar Ia
maxima sensibilidad, las muestras fueron inyectadas en modo MRM (multiple
monitoring mode) y se monitorizaron las transiciones 1022,5/515,6 y 1020,7/513,5,
obtenidas tras los experimentos de product ion scan (PIS), para los estandares C75-CoA

y C17-CoA respectivamente.
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Para cuantificar la concentracion del analito C75-CoA en la muestra, se
inyectaron 15 pL de concentraciones crecientes de los estandares C75-CoA y Cy7-CoA.
Las dreas de los picos cromatograficos resultantes fueron calculadas y se utilizaron
para crear las curvas estandares, que permitieron calcular la concentracién del C75-
CoA en la muestra problema a partir del drea del pico obtenido. El C;7-CoA, acil-CoA
sintético que no se encuentra en las muestras bioldgicas, se utilizd como estandar
interno y permitié calcular el porcentaje de recuperacion de los aciles-CoA/C75-CoA

durante el proceso de extraccion.

4.3. CUANTIFICACION DE ACILES-CoA DE CADENA LARGA EN HIPOTALAMO

Para la cuantificacion de los aciles-CoA de cadena larga en hipotalamo se
utilizaron las mismas condiciones de HPLC-MS/MS que para los estudios de C75-CoA

(ver apartado Métodos 4.2), con algunas modificaciones.

Los aciles-CoA utilizados como estandar fueron los siguientes: Palmitoil-CoA (Ci¢-
CoA) (Sigma, ref. P9716); Oleoil-CoA (Cis.1-CoA) (Sigma, ref. 01012); Estearoil-CoA
(C15-CoA) (Sigma, ref. S0802); Linoleoil-CoA (Ciz.,-CoA) (Sigma, ref. L-4260); n-

Heptadecanoil-CoA (C,7-CoA), estandar interno (Sigma, ref. H1385).

Para la cuantificacién de estos analitos en la muestra problema se crearon curvas
estandar para cada uno de ellos. Para ello se inyectaron 15 pL de concentraciones
crecientes conocidas de cada estandar y se calculd el drea de los picos cromatograficos
obtenidos en cada caso. Las diluciones de las diferentes concentraciones se prepararon
en una matriz blanca. Una matriz blanca es una solucion idéntica a la solucién
problema pero que carece de los metabolitos problema. Para conseguir una matriz
blanca se incubd un hipotdlamo control durante un minimo de 1 hora a temperatura
ambiente. Transcurrido ese tiempo todos los aciles-CoA presentes en la muestra han
sido degradados. El hipotdlamo, libre de aciles-CoA, fue sometido al mismo protocolo
de extraccidon que las muestras problema. El producto, fue utilizado para hacer las

diluciones de los diferentes estandares.

Tras la inyeccidon de los diferentes puntos de la curva estandar se monitorizaron

las siguientes transiciones: Palmitoil-CoA: 1006,4/499,4; Oleoil-CoA: 1032,6/525,4;
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Estearoil-CoA: 1034,7/527,5; Linoleoil-CoA: 1030,9/523,6; n-Heptadecanoil-CoA:
1020,7/513,5.

El estandar interno, C47-CoA, se afiadid a una concentracién fija en cada uno de
los puntos de la recta patrén (10 ppm). Esta concentracion fue la misma que se afadio
a las muestras problema antes de iniciar el proceso de extraccién de aciles-CoA. Esto
permite establecer un ratio entre la concentracién del estandar interno y la del
metabolito problema. La cuantificacién de cualquier compuesto utilizando este
sistema es mas precisa, pues permite valorar y tener en cuenta la posible variacién de
la sefial de una misma muestra durante todo el proceso (variaciones debidas

basicamente a un efecto de retencion en la columna).

Todos los experimentos de HPLC-MS/MS se realizaron en el Servicio de
Espectrometria de Masas de los Centros Cientificos y Tecnolégicos de la Universidad de

Barcelona, localizado en el Parque Cientifico de Barcelona (PCB).

5. METODOS DE TRABAJO CON Saccharomyces cerevisiae

5.1. CRECIMIENTO, TRANSFORMACION Y SELECCION DE LOS TRANSFORMANTES

Crecimiento

La cepa de levadura YPH499 (Materiales 3) se crecié en medio completo YPD
estéril. El medio YPD liquido se compone de 1% de extracto de levadura, 2% de
peptona y 2% de glucosa (pH 6,6 antes de la esterilizacion por autoclave). Al medio
sélido se le anade, ademas, agar al 2% (pH 7,2 antes de la esterilizacidén por autoclave).

Todos los medios de cultivo se almacenaron a 4°C.

El crecimiento en medio liquido se realizé a 30°C con agitacidon continua. La
densidad de las células en cultivo se determind espectrofotométricamente, utilizando
la siguiente regla para titular: 0,1 DOggo = 3 x 10° células/mL, siendo DOggo la densidad

6ptica del cultivo a 660 nm.
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Transformacion

El plasmido de expresion pYES-CPT1Awt se transformé en la cepa de S. cerevisiae
utilizando una modificacién del método descrito por Schiestl (Schiestl y Gietz, 1989).
Este método utiliza acetato de litio y se basa en que los cationes alcalinos hacen a la
levadura competente para aceptar DNA. El acetato de litio permite la disrupcion
parcial de la pared sin romperla completamente, lo que mantiene a la célula mas o
menos estable. En este método, la adicidon de polietilenglicol (PEG) y un choque
térmico desencadenan la captacion de DNA transformante por las células
competentes. Una vez transformadas las levaduras son plagueadas en un medio

selectivo.
El procedimiento que se siguiod se describe a continuacion:

1. Inocular 15 pL de un cultivo liquido de la cepa de interés en 15 mL de medio
YPD liquido. Crecimiento a 30°C con agitacion durante 16-18 horas (2 < DOggg

<9).

2. Inocular x mL del preinéculo (paso 1) en 50 mL de medio YPD liquido, para
obtener una DOggp de 0,2-0,3. Para calcular x aplicar la siguiente férmula:
Vinicial X DOinicial = Viinal X DOsinal, donde V es el volumen en mL. Crecimiento

durante 3 h a 30°C en agitacion.
3. Centrifugar las células a 100 xg durante 5 minutos a temperatura ambiente.

4. Llavar las células con 25-50 mL de H,0 milliQ ac, resuspendiendo las células

por inversion. Centrifugar a 100 xg durante 5 minutos.

5. Resuspender las células en 200 pL de solucidn acetato de litio tamponada (TE

1x/acetato de litio 1x).

6. Transformar en tubos eppendorf en los que se afiade: 1 puL TE 1x/acetato de
litio 1x, 100 pg DNA transportador, 100 ng DNA plasmidico a transformar

(entre 1y 5 uL) y 100 pL de levaduras competentes. Mezclar sin vortear.

7. Afadir 600 pL se solucién de polietilenglicol (TE 1x/acetato de litio 1x/PEG
4000 40%). Mezclar.
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8. Incubar a 30°C durante 30 minutos en agitacién. Posteriormente, afiadir 70 plL

de DMSO, filtrado inmediatamente antes. Mezclar por inversion.

9. Someter la mezcla anterior a un choque térmico: incubar a 42°C durante 15

minutos. Seguidamente enfriar en hielo durante 1-3 minutos.

10. Centrifugar las células unos segundos a velocidad maxima. Eliminar el

sobrenadante y resuspender las células en 100 plL de tampdn TE 1x.

11. Plaquear los 100 plL en una placa selectiva para el marcador del pldsmido, en
nuestro caso en una placa de medio sin uracilo (CMUra’). Incubar a 30°C hasta

la aparicion de colonias transformantes.

Todo el proceso se llevé a cabo en condiciones de esterilidad y los diferentes
reactivos se prepararon de manera extemporanea. Las soluciones stock a partir de las

cuales se prepararon son las siguientes:

Acetato de litio 10x

Acetato de litio 1 M (Sigma, ref. L6883) en H,0 milliQ ac. pH 7,5. Solucién esterilizada

por filtracién.

Tampon TE 10x pH 7,5

Tris-HCl pH 7,5 100 mM, EDTA pH 8,0 10 mM. Esterilizado por filtracion.

PEG 4000 50% (p/v)

Esterilizado por filtracion.

DNA transportador

DNA (sal sddica de esperma de salmdn. Sigma, ref. D1626), disuelto en TE 1x pH 8,0 a

una concentracion de 100 mg/mL. Almacenado a -20°C.
CMUra’

Medio liquido: 0,5% de (NH4),SO4, 0,17% de YNB (yeast nitrogen base), 0,077% de
CSM-URA (suplemento que contiene todos los aminoacidos necesarios excepto
uracilo), 2% de una fuente de carbono (glucosa o acido lactico). pH 5,0 antes de

autoclavar.
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Medio sdlido: se afiade un 2% agar y se ajusta el pH a 6,0 antes de autoclavar.

Almacenados a 4°C.

Seleccion de los transformantes

La seleccién de los transformantes se realiza porque en placas sin uracilo
Unicamente crecen las levaduras que han incorporado el pldsmido. Tras la
transformacidn se picé una de las colonias de S. cerevisiae positiva y se inoculé en 30
mL de medio CMUra’ liquido con un 2% de glucosa como fuente de carbono. El cultivo
se crecid a 30°C hasta obtener una DOgg no superior a 1. Es este punto el cultivo

liguido puede ser almacenado a 4°C hasta un mes.

Puesto que el enzima CPT1A de rata se localiza en mitocondrias, las levaduras
transformadas con el plasmido pYES-CPT1Awt que contiene el cDNA de este enzima se
crecieron en un medio con dacido lactico como fuente de carbono, para favorecer la
sintesis de dichos orgdnulos. Se inoculé la cantidad adecuada del cultivo de glucosa en
medio CMUra™ con un 2% de acido lactico para que quedara a una DOggo de 0,1. Este
crecimiento se mantuvo a 30°C en agitacion hasta que se llegd a una DOggp de ~ 1. En
ese punto se indujo la expresién de la proteina de interés afiadiendo un 2% de

galactosa al medio liquido, continuando con la agitacién a 30°C durante 20 horas mas.

5.2. OBTENCION DE LAS PROTEINAS RECOMBINANTES

Para la obtenciéon de las proteinas recombinantes expresadas en levadura se
utilizd el método de las bolas de vidrio, que se basa en la rotura mecanica de las
levaduras al vortear vigorosamente en presencia de las citadas bolas (Sigma, ref.

G8772). El protocolo que se siguiod se describe a continuacion:

1. Centrifugar las levaduras inducidas con 2% de galactosa a 4.000 xg durante 5

minutos a 4°C.
2. Hacer dos lavados con H,0 destilada fria. Centrifugar nuevamente.

3. Resuspender las levaduras sedimentadas en 700 puL de tampdn con
inhibidores de proteasas por cada 250 mL de cultivo. Es importante no

superar el volumen maximo de 1 mL por tubo.
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4. Anadir en cada tubo el mismo volumen de bolas de vidrio previamente

enfriadas.

5. Romper las levaduras vorteando durante 5-10 minutos, intercalando 30

segundos de vértex con 30 segundos en hielo.

6. Tras la rotura, centrifugar los tubos a 4.000 xg durante 15 minutos a 4°C, para

bajar las bolas de vidrio y los restos de la pared de las levaduras.

7. Centrifugar el sobrenadante obtenido a 17.000 xg durante 30 minutos a 4°C.
El precipitado de esta centrifugacion se corresponde a la fraccidon

mitocondrial

8. Resuspender la fraccion mitocondrial con tampdén con inhibidores de
proteasas hasta una concentracion de ~3 pg/ulL. Almacenar en alicuotas a -

80°C para posteriores ensayos de actividad.

Tampdn

Hepes 10 mM pH 7,8, EDTA 1 mM, glicerol 10% en agua destilada. Los inhibidores de
proteasas se afiaden de manera extemporanea, justo antes de su utilizacion (Roche

Complete, ref. 11836145001).

6. METODOS DE TRABAJO CON PROTEINAS

6.1. EXTRACCION DE PROTEINAS

El método de extraccidn de proteinas varié en funcidon de la fuente de extraccion.
La obtencién de proteinas sobre-expresadas en levaduras se realizé como se detalla en
el apartado Métodos 5.2. En todos los casos se obtuvieron extractos enriquecidos en
mitocondrias para los analisis de western blot y actividad enzimatica. A continuacion se

detalla la extraccion a partir de células en cultivo o tejido cerebral.

Células en cultivo y hepatocitos primarios

Los cultivos primarios de hepatocitos de rata fueron obtenidos por otros
miembros de nuestro grupo siguiendo el protocolo detallado en (Orellana-Gavalda,

Herrero, et al.,, 2011). Para la obtencion de extractos mitocondriales de células
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inmortalizadas en cultivo y hepatocitos primarios de rata se utilizé el mismo protocolo.
Todo el proceso se realizd a 4°C. El protocolo detallado en este apartado corresponde
a la obtencion de proteinas a partir de una placa de cultivo celular de 10 cm de

diametro.
1. Lavar las células con PBS (phosphate buffer saline) 1x.
2. Recoger las células con la ayuda de un rascador en 2 mL de PBS 1x.
3. Centrifugar a 1.200 xg durante 5 minutos.

4. Resuspender las células precipitadas en 1 mL de tampdn de homogenizacién

con inhibidores de proteasas previamente enfriado.

5. Romper las células mecanicamente utilizando un homogenizador de vidrio

(Wheaton, 7 mL Dounce Tissue Grinder, ref. 357542).

6. Centrifugar el homogenizado durante 3 minutos a 2.000 xg y una

temperatura de 4°C.

7. Centrifugar el sobrenadante obtenido a una velocidad de 16.000 xg durante

30 minutos.

8. El precipitado obtenido se corresponde a la fraccién enriquecida en

mitocondrias. Resuspenderlo en 75-100 puL de tampdn de homogenizacién.
9. Almacenara-20°C.

Tampon de homogenizacion (TH)

KCl 150 mM, Tris-HCI 2,5 mM pH 7,2. Los inhibidores de proteasas se afladen de
manera extemporanea, justo antes de la utilizacidon del tampdn (Roche Complete, ref.

11836145001).

PBS 1x

8 g de NaCl, 1,44 g de Na,HP0O,4.2H,0, 0,2 g de KCl y 0,2 g de KH,PO, disueltos en H,0

destilada hasta un volumen final de 1 litro.
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Tejido cerebral de rata

La obtencién de extractos mitocondriales de tejido cerebral se realizd
diseccionando la parte del cerebro correspondiente y depositandola inmediatamente
en tampoén de homogenizacién con inhibidores de proteasas previamente enfriado.
Todo el proceso se realizd a 4°C. El protocolo detallado se corresponde con la

obtencién de extractos mitocondriales de ~ 60 mg de tejido.

1. Disgregar el tejido mecanicamente en 2 mL de tampdn de homogenizacién
(TH) utilizando un homogenizador de vidrio (Wheaton, 7 mL Dounce Tissue

Grinder, ref. 357542).

2. Centrifugar el homogenizado a 1.000 xg durante 15 minutos a una

temperatura de 4°C.
3. Centrifugar el sobrenadante a 10.000 xg durante 15 minutos a 4°C.

4. Descartar el sobrenadante y resuspender el precipitado con 1 mL de TH con
inhibidores de proteasas. Centrifugar nuevamente a 10.000 xg durante 15

minutos a 4°C.
5. Repetir el paso 4.

6. El precipitado obtenido se corresponde con la fraccidn enriquecida en

mitocondrias y se resuspende en 100 plL de TH con inhibidores de proteasas.

7. Utilizar inmediatamente para los ensayos de actividad enzimatica o

almacenar a -20°C.

Tampon de homogenizacion (TH)

Sacarosa 70 mM, manitol 220 mM, BSA 0,5 mg/mL, HEPES 2 mM pH 7,4. Los
inhibidores de proteasas se afiaden de manera extempordnea, justo antes de la

utilizacion del tampdn (Roche Complete, ref. 11836145001).

6.2. CUANTIFICACION DE PROTEINAS

Para la cuantificacién de proteinas se utilizé el método introducido por Bradford

(Bradford, 1976) que se basa en el cambio producido en el espectro de absorcién de
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algunos colorantes como consecuencia de su unién a moléculas proteicas. En el caso
del reactivo de Bradford, el colorante azul de Coomassie se une de manera especifica a
las proteinas virando de color cuando esto ocurre en una solucidn acida. El reactivo
contiene el colorante en un medio de metanol y acido fosfdrico y al unirse de manera
covalente al enlace peptidico de las proteinas su maximo de absorcién cambia de 465 a

595 nm.

Para valorar la concentracion de proteinas en nuestras muestras se siguié el
protocolo detallado por la casa comercial proveedora de la solucién de Bradford (Bio-
Rad protein assay, ref. 500-0006). Como patrén se empled albimina sérica bovina
(BSA) en un rango de 1-20 pg/mL. En la mayoria de casos la curva estandar se realizd
con 2, 5,10, 15 y 20 pg de BSA. La solucién de BSA utilizada como patrdn se prepard a
una concentracion de 1 pg/pL con H,O destilada y se almacend a -20°C durante
tiempos largos o a 4°C a corto plazo. La absorbancia de la curva patrdn y las muestras
se mididé en un volumen total de 1 mL a 595 nm utilizando cubetas de plastico de 1cm
de paso de luz. A cada muestra o patrén se le afadié la proteina, 200 uL de reactivo de
Bradford 5x y la cantidad de H,0 destilada suficiente para completar 1 mL. Uno de los
patrones no lleva proteina y se utiliza como blanco. Una vez hecha la mezcla los tubos
se agitan y se incuban durante 5 minutos a temperatura ambiente antes de leer la
absorbancia en el espectrofotémetro. Los datos obtenidos permiten cuantificar ya que

son proporcionales a la concentracidn de proteina.

6.3. ENSAYO DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA CARNITINA PALMITOILTRANSFERASA 1

Para la determinacién de la actividad CPT1 se utilizd un método radiométrico,
descrito previamente por Morillas y colaboradores (Morillas, Gémez-Puertas et al.,

2001), que se basa en la siguiente reaccién:
3H-carnitina + acil-CoA - acil-*H-carnitina + CoA-SH

Los sustratos utilizados fueron L-[metil-*H]carnitina hidroclururo (Amersham
Biosciences, ref. TRK762) y palmitoil-CoA (Sigma, ref. P9716). La principal ventaja de
este método es que el sustrato producido es lipofilico y soluble en un medio organico,

lo que permite separar la fase acuosa, que contiene del sustrato hidrofilico *H-carnitina
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que no se ha incorporado a la reaccién, de la fase orgdnica, que contiene el producto

acil->H-carnitina.

La concentracion final de los componentes de la reaccidon, en un volumen final de

200 pL, fue la siguiente:

Mezcla de Reaccion

Tris-HCI pH 7,2 105 mM
KCl 15 mM
MgCl, 4 mM
ATP 4 mM
Glutation reducido (GSH) 250 uM
Palmitoil-CoA 50 uM
BSA deslipidizada 0,1%
L-[metil-*H]carnitina (30 puCi) 400 puM

El ATP presente en La reaccion permite la regeneracion del palmitoil-CoA por las
acil-CoA sintetasas a partir del palmitoil y el CoA generado por la accién de las
desacilasas, evitando asi la disminucidn en la concentracion de sustrato. El glutation se
utilizé como agente reductor. La albimina deslipidizada protege las mitocondrias del
efecto deletéreo de los acidos grasos, sin embargo es importante que su concentracidn
no exceda el 0,1% con el fin de evitar un efecto de sigmoicidad en la cinética del
enzima respecto al sustrato palmitoil-CoA (Prip-Buus, Cohen et al., 1998). El KCI se
afadié porque aumenta la actividad del enzima (Saggerson, 1982). El pH al que se
realizé el ensayo es 7,2, debido a la dependencia de la actividad CPT1 y su sensibilidad

al malonil-CoA al pH (Mills, Foster et al., 1984; Bieber y Wagner, 1996).

El protocolo que se siguid para los ensayos de actividad CPT1A se detalla a

continuacion:

1. Preparar la mezcla de reaccién en un tubo de 15 mL y mantener en hielo. El
GSH se prepara de manera extemporanea, inmediatamente antes de

utilizarlo.

2. Preparar la mezcla de proteina. En todos los casos la fraccién ensayada se
corresponde con la fraccidon mitocondrial. La muestra se prepara por
duplicado en tubos eppendorf de 1,5 mL como se detalla a continuacién. El

blanco solo contiene agua y tampén CPT1 4x.
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Muestra proteina

Proteina  Levaduras 10-15 pg
Cultivo celular 10-15 pg
Cerebro 100 pg
Tampon de reaccion CPT1 4x 10 pL
H,0 milliQ (c.s.p.) 40 pL

3. Afadir a cada tubo con la muestra proteica 160 puL de la mezcla de reaccion.

Vortear. Incubar durante 5 minutos a 30°C.
4. Parar la reaccion con 200 pL de HCI 1,2 N.

5. Extraer el producto, palmitoil-*H-carnitina, con la adicién de 600 pL de n-
butanol saturado de agua. Vortear y centrifugar a 16.000 xg durante 2

minutos a temperatura ambiente.

6. Lavar 400 pL de la fase butandlica con 200 uL de H,O milliQ. Vortear las
muestras y centrifugar a 16.000 xg durante 2 minutos a temperatura

ambiente.

7. Recuperar 250 mL de la fase superior para el contaje de la radioactividad. El
contaje se realiza en viales de pldstico con 5 mL de liquido de centelleo. El
contador utilizado es un liquid scintillation analyzer (Packard, TRI-CARB
2100TR) ubicado en el servicio de radioisétopos de la Facultad de Farmacia

de la Universidad de Barcelona.

3H-canitina 16 Mm

Disolver 6,6 mg de L-carnitina en 1964,6 uL de etanol 95%:H,0 destilada (1:1). Afadir
125 plL de L—[metil—3H]carnitina hidroclururo (~80 Ci/mmol). Almacenar a -80°C. Evitar

ciclos de congelacion/descongelacion.

Tampon CPT1 4x

Tris-HCI 420 mM pH 7,2, KCI 60 mM, MgCl, 16 mM. Almacenado a 4°C.

Para calcular la actividad especifica (A.E.) del enzima se aplicd la siguiente féormula:

c.p.m. 1 1000
A.E. (nmol x min™! x mg proteina™) = ———x —x
R.E. t ug

x f
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Donde:

c.p.m.: cuentas por minuto.

R.E.: radioactividad especifica de la carnitina (~3000 c.p.m./nmol).
t: tiempo de incubacién en el ensayo, expresado en minutos.

ug: ug de muestra proteica ensayada.

f: factor de dilucién. Generalmente es 2,4 (600 uL/250 puL).

6.3.1. Ensayo de actividad CPT1 en presencia de inhibidores

El enzima CPT1A es inhibido de manera fisiolégica por la molécula de malonil-
CoA. Existen, ademas, moléculas sintéticas que pueden actuar como inhibidores de
este enzima. Durante la realizacién de esta Tesis se analizd el efecto que diferentes

compuestos sintéticos (Apéndice 1) tienen sobre la actividad CPT1A.

En todos los ensayos de inhibicién realizados se anadieron diferentes
concentraciones (0,01-100 pM) de cada compuesto a la muestra proteica, ajustando
siempre el volumen final a 40 pL. Las muestras se vortearon y se pre-incubaron

durante 1-10 minutos a 30°C antes de anadir la mezcla de reaccion.

Los resultados obtenidos se utilizaron para calcular la ICsyp de cada compuesto,
que se define como la concentracién maxima a la que se produce un 50% de inhibicién
de la actividad. El calculo se realizd utilizando el programa Excel de Microsoft por
linealizacién de los datos, utilizando la consiguiente ecuacién y la siguiente férmula:

Actividad = f(log[inhibidor]) ICso (uM) = 1011%02V0)
Donde:

a: pendiente de la recta resultante de la representacién indicada.

b: valor de la interseccion de la recta con el eje de ordenadas.

6.3.2. Ensayo de la estabilidad de la uniéon enzima-inhibidor

Para evaluar el tipo de unidn de los inhibidores (+)-C75-CoA, (+)-C75-CoA, (-)-

C75-CoA y (+)-C75-cis-CoA con el enzima CPT1A se realizaron experimentos de didlisis.

82



Estos experimentos permitieron determinar la reversibilidad de la unién de dichos

inhibidores con el enzima.
El protocolo que se siguid se detalla a continuacién:

1. Pre-incubar 160 pg de fracciones mitocondriales, obtenidas de células de
levadura que sobre-expresan la CPT1A, a 30°C durante 5 minutos en ausencia

del inhibidor o con una concentracién final del mismo de 50 uM.

2. Dializar las muestras en sacos de didlisis (Sigma, ref. D-6191) en tampén de
didlisis a 4°C.

3. Tomar muestras de la didlisis a diferentes tiempos (0, 24 y 48 horas).

4. Ensayar la actividad CPT1 de todas las muestras.

Tampon de dialisis

HEPES 10 mM pH 7,4, EDTA 1 mM, glicerol 10%. Almacenado a 4°C.

6.4. WESTERN BLOT

La técnica de inmunodeteccién de proteinas con anticuerpos fue descrita por
Burnette (Burnette, 1981). Esta técnica permite detectar una proteina concreta de
entre una muestra de proteinas que han sido separadas por electroforesis y
posteriormente transferidas a una membrana sintética mediante la aplicacidon de un
campo eléctrico. La deteccién se basa en la obtencién de un anticuerpo que se una de
la manera mas especifica posible a la proteina de interés. La técnica de

inmunodeteccidn, conocida como western blot, incluye las siguientes etapas:

Separacion electroforética en gel de poliacrilamida (SDS-PAGE)

Esta técnica permite separar las proteinas seglin su masa molecular a medida

que éstas migran a través de una matriz de poliacrilamida.

En la separacion electroforética de proteinas se utilizaron dos tipos de geles
simultaneamente. El gel superior, o apilador, contiene una menor proporcién de
acrilamida y un pH menor que el inferior. Esto permite a las proteinas avanzar mas

rapidamente que en el gel inferior, o separador, acumulandose asi en la frontera entre
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ambos geles y favoreciendo la migracién de las proteinas en bandas finas que

incrementan la resolucion de la técnica.

La composicidon de los geles apilador y separador se muestra en La siguiente

tabla:

Gel separador  Gel apilador

Acrilamida/bisacrilamida 40% 1,32 mL 312,5puL
H,0 destilada 4,53 mL 1,89 mL
Tris-HCI 1,87 M pH 8,8 1,5 mL ---
Tris-HCI 1,25 M pH 6,8 --- 250 uL
SDS 10% 75 ulL 25 uL
Persulfato amdnico 10% 75 pL 15 pL
TEMED 7,5 uL 3,5uL
Vi=7,5mL Vi=2,5mL

En ambos casos se mezclaron primero todos los componentes excepto el
persulfato amoénico y el TEMED (Bio-Rad, ref. 161-0800), que son los agentes
polimerizantes y se afadieron justo antes de preparar el gel. Se utilzd
acrilamida/bisacrilamida 40% (Bio-Rad, ref. 161-0146). El persulfato amonico se
prepard al 10% con H,0 destilada de manera extemporanea. Para la preparacion de los

geles se utilizaron los sistemas Mini-PROTEAN® |l y CRITERION®, ambos de Bio-Rad.

Las muestras proteicas se prepararon para la electroforesis afladiéndoles tampdn
de carga para proteinas 4x, hasta una concentracion de 1x. Este tampdn contiene SDS
y P-mercaptoetanol. El primero es un detergente anidnico que desnaturaliza las
proteinas, enmascarando su carga y consiguiendo que migren de manera proporcional
a su masa molecular. El B-mercaptoetanol actiia como agente reductor de los puentes
disulfuro, permitiendo que las proteinas que forman dimeros monomericen. La mezcla
de proteinas y tampdn de carga se calentd a 95°C durante 5 minutos. Tras este paso las
muestras estan listas para someterse a una electroforesis aunque también pueden

almacenarse a -80°C.

Para iniciar la electroforesis el gel se montd en la cdmara correspondiente, que
se llend con tampdn de electroforesis hasta cubrir los pocillos del gel. Las muestras y el
marcador de electroforesis se cargaron en el gel y a continuacién se aplicé una
corriente continua de 25 miliamperios (mA) durante el tiempo necesario para la

separaciéon de las proteinas. El marcador de peso molecular, al estar pre-tefido,
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permite visualizar la correcta separacién de las proteinas y terminar con la

electroforesis en el momento adecuado para cada experimento.

Tampon de carga para proteinas 4x

Tris-HCI pH 6,8 200 mM, SDS 8%, (-mercaptoetanol 20%, glicerol 40%, azul de

bromofenol 0,4% en H,0 destilada. Almacenado en alicuotas a -20°C.

Tampon de electroforesis

Tris-HCl pH 8,8 25 mM, glicina 192 mM, SDS 0,1%. Almacenado a temperatura

ambiente.

Electrotransferencia

Una vez terminada la electroforesis, las proteinas del gel separador fueron
transferidas a una membrana de PVDF (HyBond-P, GE Healthcare, ref. RPN303F),
previamente activada en metanol y equilibrada en tampdn de transferencia. Se siguid
el protocolo de los aparatos Mini Trans-Blot® Electrophoretic Transfer Cell (Bio-Rad,
ref. 162-0174) o Criterion ® Blotter With Wire Electrodes (Bio-Rad, ref. 170-4071), en

funcién del sistema utilizado para la electroforesis.

En el montaje de la transferencia se siguidé el siguiente orden (desde el polo
negativo al positivo): una esponja, 2 papeles Whatman, el gel separador, la membrana
activada y equilibrada, 2 papeles Whatman y otra esponja. Todos estos componentes,
montados en el correspondiente sandwich, se sumergieron en la cubeta llena de
tampoén de transferencia. Para evitar un sobrecalentamiento del sistema durante el
proceso de electrotransferencia, se colocé en la cubeta un cassette con H,0 destilada

helada. Durante el montaje se evité la formacion de burbujas.

La transferencia se realizd a temperatura ambiente durante 1 hora a 250 mA.

Una vez terminada, la membrana se lavé con PBS 1x durante 5 minutos en agitacion.

Tampon de transferencia

Tris 20 mM pH 8,5, glicina 150 mM, metanol 20%. El metanol se afade

inmediatamente antes de usar. Almacenado a temperatura ambiente.
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Bloqueo de la membrana

Los sitios de unidn inespecifica en la membrana fueron blogueados por
inmersion de la misma en una solucién con un 5% de agente de bloqueo (ECL Prime
Blocking Reagent. GE Healthcare, ref. RPN2135) y un 0,1% de Tween 20 en PBS 1x. La
membrana se dejé sumergida en la solucién de bloqueo durante 1 hora en un agitador
orbital a temperatura ambiente. En algunos casos la membrana se dejé bloqueando

toda la noche a 4°C.

Tras el bloqueo la membrana se lavo secuencialmente con PBS-Tween (0,1%
Tween 20 en PBS 1x) de la siguiente manera: un primer lavado corto de 10 segundos,
un lavado de 15 minutos y dos lavados de 5 minutos. Todos se hicieron manteniendo la

membrana en agitacion.

Unidn al anticuerpo primario

El anticuerpo primario utilizado para la deteccidn de la proteina CPT1A es un
anticuerpo policlonal que fue producido en nuestro grupo por inyeccién en conejos de
un péptido sintético y es especifico contra los aminoacidos 317-430 de la CPT1 de
higado de rata. El anticuerpo utilizado para la deteccién de la proteina (-actina es

comercial (Sigma, ref. 11459).

La membrana se incubd en agitacidn toda la noche a 4°C, o 1 hora a temperatura
ambiente, con la soluciéon de bloqueo con el anticuerpo primario a una diluciéon de

1:6.000.

Tras la incubacion con el anticuerpo primario la membrana se lavd de la misma

manera que tras el bloqueo.

Unidn al anticuerpo secundario

El complejo antigeno-anticuerpo generado tras la incubacién con el anticuerpo
primario se visualizd por inmunoensayo enzimatico indirecto utilizando un anticuerpo
secundario. Este anticuerpo es una inmunoglobulina anti-conejo conjugada con
peroxidasa de rabano (HRP, horseradish peroxidase). Esta inmunoglobulina reconoce al

anticuerpo primario, obtenido en conejo, y se une a él. Cuando a la membrana unida al
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anticuerpo secundario se le aflade el sustrato ECL, el enzima peroxidasa actla sobre él

produciendo luz, que puede ser captada con una pelicula fotografica.

La membrana se incubd a temperatura ambiente y en agitacién durante 1 hora
en una solucién con un 2% de agente de bloqueo en PBS-Tween con el anticuerpo
secundario (Goat anti-rabbit IgG-HRP, GE Healthcare, ref. RPN4301) en una dilucién
1:150.000. Transcurrido el tiempo de incubacidn se realizaron los lavados de la misma

manera que en Casos anteriores.

Deteccion

La membrana se incubé durante 1 minuto con una mezcla de los sustratos Ay B
del kit Amersham™ ECL Advance Western Blotting Detection Kit (GE Healthcare, ref.
RPN2135). Transcurrido ese tiempo se elimind el exceso de sustrato ECL y la
membrana se puso en contacto con un film de fotografia (Curix RP2 Plus, Agfa, ref.
ENKMV) dentro de un cassette autoradiografico. El tiempo de exposicion dependid del
anticuerpo utilizado y la sefal obtenida, pero al tratarse de un sustrato ECL muy
potente nunca fue mayor de un minuto. Para revelar el film se utilizé el aparato Kodak
Medical X-ray Processor. Todo el proceso se realizd en una cdmara oscura para evitar

el velado de la pelicula fotografica.

Eliminacidn de los reactivos: stripping

La membrana unida a las proteinas puede utilizarse para mas de una
inmunodeteccion. Para ello, el primer paso es la eliminacién de los reactivos unidos a
la membrana, para proceder a la incubacién con otros anticuerpos sin que haya una

interferencia entre ellos.

Para la eliminacién de los reactivos y anticuerpos unidos a la membrana ésta se
lavé 3 veces con H,O destilada a 100°C durante 5 minutos en agitacion. Tras este
procedimiento la membrana queda lista para volver a ser utilizada en otro western blot

o para ser almacenada a 4°C en PBS 1x.
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7. METODOS DE TRABAJO CON RNA

7.1. EXTRACCION DE RNA DE TEJIDOS

Para la obtenciéon de RNA de tejidos de rata se utilizaron kits comerciales de la
casa QIAGEN. En todos los casos se siguieron las instrucciones provistas por el

fabricante.

Para la obtencion de RNA de cerebro se utilizé el RNeasy ® Lipid Tissue Mini Kit
(QIAGEN, ref. 74804). Para la obtencion de RNA de higado se utilizé el RNesay ® Mini
Kit (QIAGEN, ref. 74104).

Ambos kits se basan en la utilizacion de un tampdn de lisis formado por una
solucién monofasica de fenol e isocianato de guanidinio (QIAzol Lysis Reagent)
disefiada para facilitar la lisis de los tejidos y la inhibicién de las RNAsas. Esta lisis se
complementa con una purificacion del RNA mediante la utilizacién de columnas con

una membrana de silice (RNeasy Spin Column).

Para la obtencién de RNA de cerebro se parti6 de ~ 20-40 mg de tejido,
previamente congelado, que se homogenizé con 1 ml de tampdn de lisis utilizando el
sistema Polytron (PT 2100). Para la obtencién de RNA a partir de higado, el tejido
congelado fue pulverizado en nitrégeno liquido y ~ 30 mg del producto fueron
homogenizados en 1 mL de tampdn de lisis utilizando el mismo sistema que para las
muestras de cerebro. Una vez homogenizado el tejido, se siguieron las instrucciones

provistas por el kit.

La utilizacidon de estos kits para la extraccion de RNA asegura una eliminacion
eficiente del DNA contaminante en la muestra. Sin embargo, para evitar
amplificaciones de DNA contaminante en experimentos posteriores, se realizé un
tratamiento con DNAsa | libre de RNAsas (QIAGEN, ref. 79254) al RNA que queda
adherido a la columna de silice durante la extraccidn. El enzima DNAsa es una
endonucleasa inespecifica que degrada DNA de cadena simple y doble, asegurando
una muestra de RNA libre de DNA contaminante. El tratamiento con DNAsa | se hizo

siguiendo las instrucciones facilitadas por el proveedor.
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7.2. VALORACION DE LA CONCENTRACION DE RNA

El RNA se cuantificd espectrofotométricamente utilizando un NanoDrop ® (ND-
1000). Este aparato permite la cuantificacion del RNA utilizando Unicamente 1-2 plL de
muestra. La absorbancia a 260 nm permite calcular la concentraciéon de RNA de la
muestra. Una DO de 1 corresponde a ~ 40 mg/mL de RNA. La relacidn entre las
lecturas a 260 y 280 nm (DOye0/D0>g0) nos sirvid para estimar la pureza del RNA en

nuestra muestra, considerando 6ptimo un valor 260/280 de aproximadamente 2.

7.3. RT(REVERSE TRANSCRIPTASE)-PCR

La RT-PCR es un tipo de PCR que utiliza como molde una mezcla de DNAs
complementarios a los RNAs que se expresan en las células. Este tipo de DNAs reciben
el nombre de cDNAs y su obtencion a partir de RNAs es la base de la técnica de RT-

PCR.

Esta técnica consta de dos etapas. En la primera el enzima trasncriptasa inversa
sintetiza cDNA a partir de RNA de cadena simple. En la segunda etapa, el cDNA

obtenido es amplificado por PCR.

7.3.1. Sintesis de cDNA por transcriptasa inversa

Para la sintesis de cDNA se utilizd el kit comercial TRANSCRIPTOR® First Strand
cDNA Synthesis de Roche (ref. 04379012001). Todos los reactivos necesarios para la
sintesis de cDNA se suministran junto a la transcriptasa inversa (transcriptor®) en el
mismo kit. La principal ventaja de este kit es la gran sensibilidad y termoestabilidad

del enzima asi como su capacidad de general cDNAs mas largos (de hasta 14 kb).

La transcriptasa inversa es una DNA polimerasa dependiente de RNA que
requiere un oligonucleétido para iniciar la sintesis de DNA. En nuestro caso se
utilizaron random primers, que son una coleccion de hexadeoxinucleétidos de
secuencia aleatoria que permiten sintetizar cDNAs a partir de todos los RNAs de la
muestra, estén o no completos. Durante la reaccidon también se utilizé un inhibidor de

RNAsas (Protector RNase Inhibitor) para prevenir la degradacion de los RNAs.
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Para la sintesis de cDNA utilizando el kit de Transcriptor® se siguieron las

instrucciones facilitadas por el fabricante.

7.3.2. Amplificaciéon por PCR

La técnica de la reaccién en cadena de la polimerasa, conocida como PCR
(Polymerase Chain Reaction), se utiliza para obtener un gran nimero de copias un
fragmento de DNA concreto a partir de una cantidad minima de DNA que actla como
molde. Para ello, se utilizan dos oligonucleétidos como cebadores para una serie de
reacciones catalizadas por el enzima DNA polimerasa. Los oligonucledtidos utilizados
son moléculas con secuencias diferentes complementarios, cada uno, a secuencias de
hebras opuestas del DNA molde que flanquean el fragmento de DNA que se quiere

amplificar.

La técnica de la PCR consta de varios pasos. En primer lugar el DNA molde es
desnaturalizado por calentamiento, de manera que las dos hebras se separan. A
continuacion la mezcla se enfria hasta una temperatura que permita la hibridacion de
los cebadores a su secuencia complementaria. Por Ultimo se pasa a la temperatura
6ptima a la que el enzima DNA polimerasa inicia la sintesis de nuevas hebras de DNA.
Estos tres ciclos -desnaturalizacion, hibridacidon y sintesis- se repiten varias veces
(normalmente 20-30) produciendo un aumento exponencial en el nimero de
moléculas nuevas, ya que en cada ciclo se dobla la cantidad de producto de DNA

deseado.

Esta técnica, descrita por Saiki y colaboradores (Saiki, Gelfand et al., 1988), se
basa en la utilizacién de una DNA polimerasa termoestable, capaz se sobrevivir tras
largas incubaciones a 95°C y que por tanto no se inactiva por el paso de
dasnaturalizacién de la PCR. Esta polimerasa fue aislada de la bacteria termofila

Thermus aquaticus y recibe el nombre de Tag DNA polimerasa.
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Las condiciones de trabajo a las que se realizaron las PCRs se muestran a

continuacion:

Mezcla de reaccion

DNA molde 1ng
Tampon de amplificacién 10x 1x
MgCl, 50 mM 1-2 mM
Mezcla de dNTPs 2 mM 0,20 mM
Oligonucledtido forward 10 uM 1uM
Oligonucledtido reverse 10 uM 1uM
DNA polimerasa 1-2U
H,0 milliQ ac c.s.p. 20 pL

Condiciones de amplificacion

Pre-incubacion 94°C 2-3 min
Desnaturalizaciéon 94°C 45 seg
Hibridacién 50-65°C 30 seg
Extension 72°C 1 min/Kb
Repetir 20-30 veces desde el paso 2

Extensidn final 72°C 10 min

La Tag DNA polimerasa utilizada fue la Biotherm™ DNA polymerase (GeneCraft,
ref. GC-002-0500). Se utilizé un termociclador Minicycler PTC-100™ (MJ Research, Inc.)
con refrigeracion Peltier. La temperatura de hibridacion dependié de los cebadores
utilizados. Normalmente fue 2°C menor que la temperatura de fusiéon (Tm) del
oligonucleétido con la temperatura mas baja. La Tm se define como la temperatura a
la que el 50% de las moléculas del oligonucledtido se encuentran hibridadas, por lo
que la temperatura de hibridaciéon marca la eficiencia y especificidad de la reaccién de

PCR.

7.4. PCR CUANTITATIVA EN TIEMPO REAL (qRT-PCR)

La gRT-PCR es una variante de la PCR que permite amplificar y simultdaneamente
cuantificar el producto de la amplificacion. Esta técnica fue descrita por Higuchi y
colaboradores (Higuchi, Fockler et al., 1993) que inicialmente la denominaron Kinetic
PCR. La reacciéon de gRT-PCR es basicamente igual a una PCR convencional, sin
embargo a la mezcla de reaccidn se le afiade un fluordéforo y se utiliza un termociclador

especial, capaz de excitar dicho fluoréforo y detectar la fluorescencia emitida por él.
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Esto permite medir la tasa de generacion del producto de DNA después de cada ciclo

de amplificacién, motivo por el que recibe el nombre de PCR en tiempo real.

La gRT-PCR se puede clasificar segin el tipo de fluoréforo empleado; en la
mayoria de casos, se puede utilizar un fluoréforo inespecifico que se une a la doble
cadena de DNA permitiendo detectar la generacidén de nuevas hebras. En este tipo de
experimentos el fluoréforo habitual es SYBRGreen (Figura 6), un agente intercalante
gue emite luz verde al ser excitado con luz azul. La utilizacién de SYBRGreen abarata el
coste de la gRT-PCR, sin embargo en algunos casos no es aconsejable su utilizacion
debido a la naturaleza inespecifica de su unién. En otro tipo de gRT-PCR se utilizan,
ademas de los cebadores, sondas especificas con una secuencia complementaria al
fragmento del DNA a amplificar, lo que aporta una gran especificidad a la reaccién. En
las reacciones de gRT-PCR realizadas en esta Tesis se utilizaron dos tipos de sondas:
sondas de hibridacion y sondas de hidrdlisis. Las sondas de hibridacién son aquellas
con secuencias complementarias a dos zonas del DNA molde que estdn muy préoximas
entre si (Figura 7). Una de las sondas esta marcada con un fluoréforo en su extremo 5’
y la otra lo esta en su extremo 3’. Cuando estas dos sondas hibridan, los fluoréforos se
encuentran lo suficientemente cerca el uno del otro como para que la energia emitida
por el primero excite al segundo, que emite fluorescencia captada por el
termociclador. Por otro lado, el sistema que utiliza sondas de hidrdlisis se basa en la
existencia de una Unica sonda, marcada con dos compuestos, un apagador o quencher
y un fluoréforo (Figura 8). Cuando la sonda es hidrolizada, durante el proceso de
elongacién, el fluoréforo y el quencher se separan lo que provoca la liberacién de

fluorescencia captada por el termociclador.
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Figura 6. gRT-PCR en presencia de SYBRGreen. El colorante SYBRGreen solo emite fluorescencia cuando
estd unido a la dobre cadena de DNA y es excitado por luz azul (B). Durante el paso de elongacién, la
cantidad de fluorescencia es cada vez mayor hasta llegar a un maximo al final de cada ciclo (C).
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Figura 7. gRT-PCR con sondas de hibridacion. El fluoréforo donador (3’-fluoresceina) y el aceptor (5'-
LightCycler® Red640) se encuentran proximos cuando las dos sondas hibridan en la zona
complementaria del DNA molde lo que permite que se produzca el fenémeno FRET (fluorescente
resonance energy transfer) y por tanto la liberacidn de fluorescencia detectada por el termociclador (B).
Durante el paso de desnaturalizacion y al final del paso de elongacion las dos sondas des-hibridan,
alejandose la una de la otra e impidiendo el fendmeno de FRET (Ay C).

Figura 8. gRT-PCR con sondas de hidrolisis. La sonda estd marcada con un apagador o quencher, que
impide la emision de fluorescencia del fluoréforo reportero. Durante el paso de elongacién (C), la sonda
se hidroliza permitiendo la liberacién de fluorescencia (D).

Las condiciones a las que se realizaron las gRT-PCR con SYBRGreen se muestran

en las siguientes tablas:

Mezcla de reaccion

cDNA 12,5-25 ng
Mezcla de reaccion SYBRGreen 2x 1x
Oligonucledtido forward 10 uM 0,5 uM
Oligonucleétido reverse 10 uM 0,5 uM
H,0 milliQ ac c.s.p. 20 pL

Condiciones de la reaccion

Pre-incubacion 95°C 5 min
Amplificacion (45 ciclos)  Desnaturalizacion 95°C 10 seg
Hibridacién 50-65°C 20 seg

Elongacién 72°C 20 seg

Curva de melting (1 ciclo) 95°C 5 seg
65°C 1 min

98°C ---

Enfriado 40°C 10 seg
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Se llama curva de desnaturalizacion (o curva de melting) al analisis de las
caracteristicas de disociacién de una molécula de DNA de doble cadena cuando se
calienta. En los andlisis en los que se utiliza SYBRGreen, la curva de melting permite
discriminar entre las moléculas de doble cadena correspondientes al producto

especifico analizado y los dimeros de oligonucledtidos u otros productos inespecificos.

Se utilizé la mezcla de reaccion de Roche (LightCycler ® 480 DNA SYBRGreen |
Master, ref. 04 707 516 001). Los oligonucledtidos utilizados para las diferentes
amplificaciones se detallan en el apartado 5 de la seccién Materiales. Las gRT-PCR se
realizaron en un termociclador LightCycler® 480 de Roche. Los analisis de los

resultados se llevaron a cabo utilizando el software incluido en el LightCycler ® 480.

Las condiciones a las que se realizaron las gRT-PCR con sondas de

hidrdlisis/hibridacién se muestran en las siguientes tablas:

Mezcla de reaccion

cDNA 12,5-25 ng
Mezcla de reaccion Probes Master 2x 1x
Oligonucledtido forward 10 uM 1uM
Oligonucledtido reverse 10 uM 1uM
Sonda 2 uM 0,2 uM
H,0 milliQ ac c.s.p. 20 uL

Condiciones de la reaccion

Pre-incubacion 95°C 10 min
Amplificacion (45 ciclos)  Desnaturalizacidn 95°C 10 seg
Hibridacién 50-65°C 30 seg
Elongacién 72°C 20 seg
Enfriado 40°C 10 seg

Se utilizé la mezcla de reaccion de Roche (LightCycler ® 480 Probes Master, ref.
04707494001). Los oligonucledtidos y sondas utilizados se detallan en el apartado 5y 6
de la seccidon Materiales. Las gRT-PCR se realizaron en un termociclador LightCycler ®
480 de Roche. Los andlisis de los resultados se llevaron a cabo utilizando el software

incluido en el LightCycler ® 480.
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7.4.1. Analisis de los datos

La cuantificacién de la expresién génica utilizando gRT-PCR puede hacerse de dos
maneras, en términos absolutos o relativos. En el primer caso, la cuantificacién se
expresa en valor absoluto y se basa en la obtenciéon de una curva de calibrado con
diferentes concentraciones de DNA conocidas. Durante esta Tesis se ha realizado
Unicamente el segundo tipo de andlisis, cuantificacidon relativa, que se basa en la
comparacion entre el nivel de expresion de un gen problema y un gen normalizador o
de referencia, que mantiene una expresion estable en todas las muestras. El gen de
referencia elegido en todos los experimentos fue el gen de la B-actina, que mantiene

una expresion ubicua y constitutiva en nuestro modelo de estudio.

Para la realizacion de los analisis de cuantificacion relativa se utilizé el software
E-Method, incluido en el termociclador LightCycler ® 480 (Roche). Este método se basa
en la comparacién de los valores de Ct (cycle threshold o ciclo umbral) y utiliza la

eficiencia de la reaccion de PCR como factor de correccion.

El Ct se define como el ciclo de PCR en el que la fluorescencia en la reaccion
supera un nivel umbral, significativamente diferente al ruido de fondo. Este valor es
inversamente proporcional a la expresidn inicial del gen de interés en una muestra

problema.

La eficiencia de la reaccién (E) se define como la capacidad de duplicar un
nimero de copias de cDNA en cada ciclo y se calcula a partir de las pendientes de las
rectas estandares obtenidas a partir de gRT-PCR con cantidades decrecientes de cDNA
inicial, utilizando la férmula E = 10FY/Pe"9eel_1 Una buena eficiencia presenta un valor

aproximado de 2.

7.5. CHIP DE DNA (DNA microarray)

Para el andlisis del perfil de expresidn génica en rata se utilizé un chip de DNA de
la casa Affymetrix®. Estos chips, también denominados microarrays, consisten en una
superficie sdlida a la que se adhieren diferentes fragmentos de DNA o sondas que son
capaces de hibridar con una muestra problema. Estas sondas se corresponden con

fragmentos del genoma de manera que estos chips permiten medir la expresion
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diferencial de miles de genes de manera simultanea, monitorizando la hibridacidn

entre la sonda y la muestra a estudiar.

El chip utilizado ha sido el Rat Gene 1.0 ST array de Affymetrix. Los estudios se
realizaron en el departamento de gendmica del IDIBAPS (Hospital Clinic), siguiendo las
instrucciones provistas por el fabricante. El analisis bioestadistico de los resultados
obtenidos se realizé en el departamento de Bioinformdatica del mismo instituto, bajo la

direccion de la Dra. Susana Kalko.

El Rat Gene 1.0 ST en un chip que cubre todo el genoma (27.342 genes)
utilizando diferentes sondas para cada gen que hibridan en diferentes exones. De esta
manera permite obtener un resultado mas fino del perfil de expresién génica que otros

chips de DNA.

8. ANALISIS HISTOLOGICOS

8.1. ESTUDIO HISTOLOGICO DE CEREBRO

El objetivo de los andlisis histolégicos en cerebro fue caracterizar el patrén de
infeccidn de las células hipotaldmicas tras la inyeccién del virus adenoasociado que
codifica para la proteina verde fluorescente (GFP) en el nucleo ventromedial del
hipotdlamo (VMH). La técnica utilizada consistio basicamente en la diseccién del
cerebro seguida de la fijacion y corte del mismo utilizando un micrétomo de
deslizamiento-congelacion. Los cortes obtenidos fueron montados sobre porta-objetos
y analizados con el microscopio Leica CTR4000, acoplado a una fuente de

fluorescencia.
El protocolo seguido se detalla a continuacion:
1. Diseccionar el cerebro.

2. Sumergir todo el tejido en una solucién de formalina 10% (Sigma, HT5014).

Mantener a 4°C durante 16-18 h.

3. Sumergir el tejido en una solucién de sacarosa 20% en PBS 1x. Mantener a

4°C durante 16-18 h.
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4. Hacer cortes coronales de 60 um de grosor utilizando un micrétomo de
deslizamiento (Leica SM 200R) con un sistema de congelacién acoplado
(Physiterm BFS-30MP Controller) que permite bajar la temperatura de la

plataforma de corte del micrétomo hasta -30°C.

5. Montar los cortes siguiendo un orden anatémico (de la parte rostral a la
parte caudal del cerebro) en porta-objetos de 76x26 mm (Menzel-Glaser, ref.

AAO00000102E). Dejar secar.

6. Una vez seca la muestra cubrir con medio de montaje Immu-Mount™
(Thermo, ref. P/N 238747), que previene la pérdida de fluorescencia, y un

cubre-objetos.

8.2. ESTUDIO HISTOLOGICO DE TEJIDO ADIPOSO BLANCO (TAB) E HIGADO

El objetivo del estudio histolégico fue analizar la morfologia y anatomia
microscopica del TAB. Para ello se realizaron tinciones con hematoxilina-eosina. Esta
tincidn se basa en la utilizacién del colorante hematoxilina, que al ser basico tife
estructuras dacidas en tonos azules, y el colorante eosina, que tifie componentes
basicos del tejido en color rosa. Esta es una de las técnicas mas utilizadas en histologia

y permite visualizar diferencias morfoldgicas y anatémicas en la mayoria de tejidos.

El procesamiento del tejido y la tincion de los cortes con hematoxilina-eosina (H-
E) se realizaron en el Servicio de Anatomia Patoldgica (SAP) del Hospital Clinico de
Barcelona. Las imagenes de las muestras procesadas se tomaron con el microscopio
Leica CTR4000 del Departamento de Bioquimica y Biologia Molecular de la Facultad de

Farmacia (UB).

El primer paso consistié en la diseccién de pequefios fragmentos de tejido que
fueron sumergidos en una solucion de formalina 10% (Sigma, HT5014). Estos
fragmentos fueron procesados por el personal del SAP utilizando un procedimiento

gue incluyé los pasos de deshidratacion de las muestras y tinciéon H-E.
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9. METODOS BIOINFORMATICOS

Durante la realizacién de esta Tesis Doctoral se utilizaron diferentes bases de
datos y herramientas bioinformdticas disponibles online. A continuacién se detallan las

mas utilizadas:

NCBI: National Centre for Biotechnology Information. Portal estadounidense que
agrupa bases de datos de proteinas y nucledtidos y herramientas bioinformaticas para

el alineamiento de secuencias. Es de acceso publico. www.ncbi.nim.nih.gov.

EBI: Portal del European Bioinformatics Institute que agrupa un conjunto de bases de
datos de secuencias de nucledtidos y proteinas asi como herramientas bioinformaticas.

www.ebi.ac.uk.

Swiss Prot: Base de datos que se utilizd para la obtencién de secuencias proteicas.
Permite conocer la funcién proteica, sus modificaciones post-traduccionales, sus
dominios vy sitios cataliticos, estructura secundaria, similitud con otras proteinas, etc.

Www.expasy.org/sprot.

GenBank: Base de datos para la obtencién de secuencias de DNA. Pertenece al NCBI.

www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi.

ENSEMBL: Base de datos utilizada para la obtencién de secuencias de DNA. Pertenece

al EBl. www.ensembl.org/index.html.

BLAST: Programa de busqueda de alineamiento local basico (BLAST) (Altschul, Madden
et al., 1997) utilizado para la busqueda de homologias entre secuencias. Este programa
compara secuencias de nucleétidos o proteinas con secuencias presentes en la base de
datos y calcula las equivalencias estadisticamente significativas.

www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/.

ClustalW2: Programa utilizado para el alineamiento de diferentes secuencias de
acidos nucleicos (Thompson, Higgins et al., 1994). Este programa se encuentra en el

portal EBI. www.ebi.ac.uk/clustalw/index.html.
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10. METODOS ESTADISTICOS

Los datos se expresan como la media + SEM. La comparacién de los resultados se

realizo utilizando el test estadistico de la t-Student. Para todos los analisis estadisticos

y representacion de las graficas se utilizaron los programas Excel de Microsoft y
SigmaPlot v. 9.0. 3
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SOBRE-EXPRESION DE CPT1AM MEDIANTE VIRUS
ADENOASOCIADOS

1. Sobre-expresion de CPT1AM en cerebro

2. Sobre-expresion de CPT1AM en el VMH
INHIBICION DE CPT1A POR C75 Y SUS DERIVADOS

1. C75yC75-CoA

2. Derivados de C75 sin grupo metileno:
methylene-lacking-C75 (MLCs)

3. Isdmeros de C75
4. Enantiomeros de C75

5. Otros derivados de C75







1. SOBRE-EXPRESION DE CPT1AM EN CEREBRO

Estudios previos realizados en nuestro grupo identificaron el residuo
aminoacidico de la proteina CPT1A implicado en la sensibilidad a su inhibidor
fisiolégico, malonil-CoA (Morillas, Gomez-Puertas et al., 2003). Se trata de una
metionina en la posicion 593, que se encuentra altamente conservada en todos los
miembros de la familia de las carnitina aciltransferasas reguladas por malonil-CoA.
Utilizando la técnica de mutagénesis dirigida se generd una proteina CPT1A con una
serina en lugar de una metionina en la posicion 593, que se denomind CPT1AM. El
enzima muestra una actividad CPT permanente, independientemente de los niveles de
malonil-CoA. Utilizando el cDNA de esta nueva proteina generamos virus
adenoasociados (AAVs) para la sobre-expresién de la misma en cerebro de rata (AAV-
CPT1AM). Utilizamos como control animales infectados con un AAV que codifica para
la proteina verde fluorescente (GFP, green fluorescente protein) (AAV-GFP). Tal y como
se detalla en la seccion Materiales y Métodos, fabricamos estos virus en la empresa
holandesa AMT, siguiendo el protocolo de obtencidn de AAVs a gran escala descrito
por Urabe y colaboradores (Urabe, Ding et al., 2002). Las preparaciones utilizadas para
realizar nuestros estudios tenian una titulacién de 2,5x10" copias genémicas/mL en el

caso de los AAV-CPT1AM y 5x10" copias gendmicas/mL en el caso de los AAV-GFP.

1.1. EFECTO SOBRE LA CONCENTRACION DE PROTEINA Y ACTIVIDAD CPT1

Para analizar la capacidad infectiva de nuestros AAVs en cerebro, se realizaron
inyecciones i.c.v. de los virus (20 uL) en ratas adultas. Cuatro semanas después se
disecciond la parte del cerebro que rodea los ventriculos laterales y se procedié a
analizar los niveles de proteina y actividad CPT1 en los animales infectados con el AAV-
CPT1AM (a partir de ahora grupo CPT1AM) y en los animales control, infectados con
AAV-GFP (a partir de ahora grupo GFP).

Los niveles de proteina CPT1A se analizaron utilizando la técnica de western

blot con 150 pg de extractos mitocondriales de cerebro. Para la cuantificaciéon de
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CPT1A se utilizé el nivel de proteina B-actina como normalizador. El resultado obtenido
mostré que en los animales CPT1AM se produce un aumento de dos veces en los

niveles de proteina CPT1A respecto al control (GFP) (Figura1 Ay B).

A continuacion se analizé la actividad CPT1 en los mismos extractos. Para los
ensayos de actividad CPT1A se utilizaron 100 pg de mitocondrias de cerebro y el
método radiométrico descrito en la seccion Métodos, 6.3. Los animales CPT1AM
presentaron un aumento de 2,8 £ 0,9 en la actividad CPT1 respecto a los animales

control (GFP) (Figura 1 C).
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Figura 1. Sobre-expresion de CPT1A en cerebro de rata. (A) Western blot representativo de fracciones
mitocondriales (150 ug) de cerebro de ratas infectadas con los AAVs. (B) Los niveles de la proteina f-
actina se utilizaron como valor normalizador para la cuantificacién de CPT1A (UA, unidades arbitrarias).
(C) La actividad CPT1 fue analizada en extractos mitocondriales de cerebro (100 ug) de ratas infectadas
con los AAVs. Los resultados se muestran como % de actividad CPT1 remanente respecto al control
100% (GFP) (promedio + SEM). Todos los analisis se realizaron 4 semanas después de la inyeccion i.c.v.
de los virus. GFP, n = 2-3; CPT1IAM n = 2-4. *: p < 0,05.

Los resultados confirmaron que el AAV producido para sobre-expresar CPT1AM
presenta capacidad infectiva y causa un aumento en los niveles de proteina y actividad

enzimatica en el cerebro de los animales infectados.

2. SOBRE-EXPRESION DE CPT1AM EN EL VMH

Una vez comprobada la funcionalidad de nuestra herramienta en cerebro de
ratas adultas, quisimos analizar el efecto de la sobre-expresion de CPT1AM en un
nucleo hipotalamico concreto. El elegido fue el nucleo ventromedial del hipotdlamo
(VMH), debido a su papel en el control del apetito y el metabolismo de la glucosa

(Uyama, Geerts et al., 2004; King, 2006). Este nucleo se localiza en la zona mediobasal
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del hipotdlamo (MBH), adyacente al ARC y alrededor del tercer ventriculo. Para

alcanzarlo utilizamos cirugia estereotaxica, (Métodos, 1.2.3).

2.1. ANALISIS DE LA INFECCION Y LOS NIVELES DE EXPRESION DE CPT1A

En primer lugar analizamos la correcta infeccién de las células del VMH en los
animales infectados con el virus AAV-GFP (grupo GFP). El hecho que la proteina sobre-
expresada en estos animales sea fluorescente, nos permitié localizar las células
infectadas 4 semanas después de la inyeccion de los virus en el hipotadlamo y, de esta
manera, comprobar el correcto posicionamiento y funcionalidad de las canulas
bilaterales. Los resultados obtenidos demostraron que la infeccidén, en los animales

GFP, se delimita mayoritariamente al VMH (Figura 2 A).

En segundo lugar, analizamos el nivel de mRNA de CPT1AM en el hipotalamo
mediobasal (MBH) de los animales GFP y los infectados con AAV-CPT1AM (grupo
CPT1AM). La diseccion especifica del nicleo VMH plantea complicaciones técnicas, por
ese motivo realizamos los analisis en el MBH, parte que incluye principalmente los

nucleos VMH y arcuato (ARC) (Figura 2 B).

De manera enddgena, en el hipotdlamo, los animales expresan la proteina
CPT1A. Para diferenciarla de la proteina sobre-expresada, CPT1AM, la denominamos
CPT1Awt (wt: wild type). Quisimos analizar, no solo la expresién de la isoforma sobre-
expresada CPT1AM, sino también los niveles de CPT1Awt en los animales infectados
con los virus. Para ello, 23 semanas después de la inyeccién de los AAVs, los animales
fueron sacrificados y el MBH fue diseccionado y congelado en nitrégeno liquido.
Posteriormente se procesé para obtener mRNA y el producto fue utilizado para la
cuantificacién relativa, por gRT-PCR, de la expresion de CPT1Awt y CPT1AM. El cDNA
de estas dos proteinas difiere Unicamente en dos nucleétidos, por lo que se disefidé un
experimento utilizando oligonucleédtidos especificos y sondas de hibridacién (Apéndice
2). Los resultados obtenidos mostraron que la infeccién con el virus AAV-CPT1AM no
produce cambios significativos en los niveles de mRNA de CPT1Awt. Sin embargo,
como era de esperar, el nivel de mRNA de la isoforma CPT1AM fue 113 + 59,8 veces

mayor en los animales CPT1AM (Figura 2 B).
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Los resultados obtenidos demostraron que la implantacidén estereotdxica de
canulas bilaterales en el VMH permite una infeccién delimitada, mayoritariamente, a
este nucleo tras la inyeccidn de los AAVs. Al mismo tiempo, la cuantificacién por
separado de las isoformas CPT1Awt y CPT1AM en el MBH permitid confirmar que la
inyeccion del AAV-CPT1AM produce un incremento en el mRNA de CPT1AM respecto a
la expresiéon endégena de CPT1Awt. Todo ello confirma la efectividad y funcionalidad
de los AAVs como herramienta para la sobre-expresidn de las proteinas GFP y CPT1AM

en el VMH.
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Figura 2. Sobre-expresion de GFP y CPT1AM en VMH. (A) Imagen parcial de una seccion coronal del
cerebro tres semanas después de la infeccion con AAV-GFP en el VMH (delimitado con lineas punteadas
amarillas). La imagen se tom¢ utilizando un objetivo de 5 aumentos (5x). (B) Cuantificacidn relativa de
los niveles de mRNA de CPT1Awt y CPT1AM en el MBH, 23 semanas después de la administracion de los
virus. La cuantificacion se realizé utilizando la técnica gRT-PCR con el gen de la pB-actina como
housekeeping o normalizador. Los resultados se expresan como el promedio + SEM. Grupo GFP, n = 5;
Grupo CPT1AM, n =6. * p < 0,01. Arc: nucleo arcuato; LH: hipotdlamo lateral; 3v: tercer ventriculo.

2.2. EFECTO SOBRE LA INGESTA, EL PESO Y LA ADIPOSIDAD

El metabolismo lipidico en el VMH juega un papel muy importante en los
procesos de control del apetito y el balance energético (He, Lam et al., 2006; Lépez,
Lelliott et al., 2007; Lopez, Lage et al., 2008). Por ello quisimos analizar el efecto que la
sobre-expresion de CPT1AM en este nlcleo tiene sobre la ingesta, el peso y la

adiposidad de los animales tratados.

Los resultados obtenidos demostraron que la sobre-expresidon de CPT1AM en el
VMH causa hiperfagia y una tendencia al aumento de peso en los animales CPT1AM

respecto al control. La ingesta acumulada fue significativamente mayor en los animales
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CPT1AM a partir del dia 32 después de la inyeccion de los virus (912 + 102,3 vs. 798 *
43,5, n = 5-6, p < 0.05) (Figura 3 A) y la hiperfagia se mantuvo hasta la finalizacién del
experimento (Figura 3 B). El peso mostré una tendencia hacia el aumento en los
animales CPT1AM, sin embargo esta diferencia no llegd a ser estadisticamente

significativa (103,2 + 19,8 vs. 75,1 £ 26,1 (n = 5-6, p = 0,07)) (Figura 3 C).

También analizamos el efecto que la sobre-expresion de CPT1AM en el VMH
tiene sobre la adiposidad. Para ello, 23 semanas después de la inyeccién de los virus,
se disecciond y peso el tejido adiposo blanco epididimal, que se sometié a un analisis
histolégico. En una situacién de sobrepeso el tejido adiposo tiende a expandirse y
agrandar sus adipocitos. En un estado posterior, este hecho se acompafia de una
mayor infiltracion de células inmunoldgicas que rodean los adipocitos creando una
estructura en forma de coronas (Weisberg, McCann et al., 2003). Nuestros resultados
no mostraron diferencias significativas en el peso del TAB entre los grupos GFP y
CPT1AM (Figura 3 D). Sin embargo revelaron que los animales CPT1AM presentan unos
adipocitos mas grandes, respecto al grupo control (Figura 3 E, F y G). No se observaron
diferencias en el numero de células infiltradas entre ambos grupos. Estos resultados
demuestran que la sobre-expresién de CPT1AM en el VMH causa hiperfagia, y una
tendencia al aumento de peso que se acompafa de un agrandamiento de los

adipocitos que forman el TAB.
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Figura 3. Efecto de la sobre-expresion de CPT1AM en el VMH sobre la ingesta, el peso y la adiposidad.
(A) Ingesta acumulada, (B) Ingesta semanal, (C) cambio en el peso, (D) peso en gramos del tejido
adiposo blanco epididimal e Imagen representativa del TAB (tincién H & E) de los animales (E) GFP y (F)
CPT1AM, 23 semanas después de la inyeccion de los AAVs. En el panel G se muestra la medida del
didamentro de los adipocitos de ambos grupos. Los resultados se expresan como el promedio = SEM.

GFP, n =5; CPT1AM, n = 6. *: p < 0,05.

2.3. ANALISIS DE LOS NIVELES DE METABOLITOS Y HORMONAS

Pasadas 23 semanas desde la inyeccidon de los AAVs, los animales fueron
sacrificados tras un ayuno de 6 horas y se extrajo sangre que fue utilizada para la

determinacién de la concentracién de glucosa y la obtencién de suero.

Los resultados obtenidos mostraron que los animales CPT1AM son
hiperglucémicos (GFP, 105,6 + 8,5 mg/dL vs. CPT1AM, 122,8 + 8,7 mg/dL, p = 0,009),
hiperinsulinémicos (GFP, 0,69 * 0,2 ng/mL vs. CPT1AM, 1,32 + 0,7 ng/mL, p = 0,05) e
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hiperghrelinémicos (GFP, 3,98 + 1,6 pg/mL vs. CPT1AM, 6,40 + 1,6 pg/mL, p = 0,02). No

se observaron diferencias en los niveles de leptina entre ambos grupos (Figura 4).
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Figura 4. Efecto de la sobre-expresion de CPT1AM en el VMH sobre los niveles de glucosa, insulina,
grelina y leptina. 23 semanas después de la inyeccién de los AAVs en el VMH los animales se sacrificaron
y se obtuvieron muestras de sangre y suero. La cuantificacion de glucosa se hizo en una muestra de
sangre, mientras que las cuantificaciones de insulina, grelina y leptina se hicieron con muestras de suero
utilizando kits de ELISA comerciales. Los resultados se expresan como el promedio + SEM. GFP, n = 5;
CPT1AM, n = 6. *: p < 0,05.

2.4. ANALISIS DE LA SENSIBILIDAD A LA INSULINA Y LA TOLERANCIA A LA GLUCOSA

La sobre-expresion de CPT1AM en el VMH provoca la aparicion de
hiperglucemia e hiperinsulinemia 23 semanas después de la administracién del virus.
Nos planteamos estudiar la evolucidon de este fenotipo durante todo el tiempo que
durd el experimento. Para ello, realizamos medidas antes de la infeccidn con los virus y
9 y 19 semanas después. Los animales se sometieron a un ayuno de 12 h antes de

cada medida.

Los resultados obtenidos mostraron la aparicidon de resistencia a la insulina en
los animales CPT1AM 9 semanas después de la administracidn de los virus (0,33 + 0,05
vs. 0,45 + 0,07 ng/mL de insulina, p = 0,008). Esta hiperinsulinemia se observo
nuevamente en la semanas 19 (0,43 + 0,1 ng/mL vs. 0,56 + 0,1 ng/mL, p = 0,05) (Figura
5 AyB)yenlasemana 23 (Figura 4) (0,69 + 0,2 ng/mL vs. 1,32 + 0,7 ng/mL, p = 0,05)

del experimento.

También estudiamos la tolerancia a la glucosa en los animales GFP y CPT1AM.
El GTT realizado 9 semanas después de la administracidon de los virus demostré que en

ese momento no existian cambios en la tolerancia a la glucosa entre los grupos GFP y
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CPT1AM (Figura 5 C). Sin embargo, 19 semanas después de la inyeccidén de los AAVs los
resultados del GTT mostraron intolerancia a la glucosa en los animales CPT1AM (area

bajo la curva (ABC): 13,9+ 1,4vs. 17,5+ 2,9, p =0,02) (Figura 5 D).
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Figura 5. Metabolismo glucidico de los animales que sobre-expresan CPT1AM en el VMH. Se midieron
las concentraciones de glucosa (A) e insulina (B) 0, 9 y 19 semanas después de la administracion de los
AAVs. Todas las medidas se hicieron en animales ayunados durante 12 horas. En las semanas (C) 9 y (D)
19 se llevaron a cabo tests de tolerancia a la glucosa (GTT), tras someter a los animales a una ayuno de
12 horas. Para ello se realizaron inyecciones i.p. de glucosa 20% (2 g/Kg) y 15, 30, 60, 90 y 120 minutos
después se midid la glucemia. En los dos paneles se muestra el area bajo la curva (ABC) calculada. Los
resultados se expresan como el promedio + SEM. GFP, n =5; CPT1AM, n=6. *: p < 0,05.

2.5. ANALISIS DE LA EXPRESION GENICA EN HIPOTALAMO

A continuacién estudiamos el perfil génico en el MBH tras la sobre-expresion de
CPT1AM. Nuevamente seleccionamos el MBH (parte del hipotadlamo que comprende
principalmente los nucleos VMH y ARC) por las dificultades técnicas que supone aislar
Unicamente el VMH. Los animales fueron sacrificados 23 semanas después de la
administracion de los AAVs y el MBH fue diseccionado y congelado en nitrégeno

liguido. Posteriormente se procesd el tejido para extraer el mRNA a partir del cual

110



realizamos los analisis de los niveles de mensajeros, utilizando la técnica de gRT-PCR.

Los oligonucleétidos y sondas utilizadas se detallan en el Apéndice 2.

En primer lugar analizamos la expresién de genes relacionados con el
metabolismo lipidico. Los resultados obtenidos mostraron un aumento significativo de
2,1+ 0,3 veces en el mRNA de FAS en los animales CPT1AM, sin embargo los niveles de
mRNA de ACC1, ACC2, CPT1C, UCP2, PPARa y SREBP1 no variaron entre los dos grupos

de animales (Figura 6 B).

A continuacion analizamos la expresidon de genes relacionados con el control de
la ingesta, como neuropéptidos y receptores de neuropéptidos y hormonas. Los
resultados obtenidos no mostraron cambios en los niveles de mensajeros de los
neuropéptidos orexigénicos NPY y AGRP, ni de los anorexigénicos, POMC y CART. Sin
embargo, los niveles de mRNA del receptor Y1 de NPY (NPY1R) y del receptor de la
hormona orexigénica grelina (GHS-R) se encontraron mas elevados en los animales
CPT1AM respecto al control (1,6 + 0,4 y 2,4 + 1,3 veces respectivamente). No se
observaron cambios en la expresidn del receptor de la hormona leptina (ObRb), de los

receptores de melanocortinas (MC3R y MC4R) y del receptor NPY5R (Figura 6 A).

Estudios previos sugieren que los niveles de LCFA-CoAs en las neuronas
hipotalamicas regulan la gluconeogénesis hepatica a través de la activacidon de Ia
proteina quinasa C (PKC-3) y la regulacion de la apertura y cierre de los canales de
potasio dependientes de ATP (canales Katp) Kir6.2 y SUR1 (Pocai, Lam et al., 2005; Lam,
Chari et al., 2009). Por otro lado, también se ha demostrado que la disminucion
selectiva de los receptores de insulina en el hipotdlamo produce hiperfagia vy
resistencia a la insulina en ratas (Obici, Feng et al., 2002 (a)). Por todo ello, estudiamos
los niveles de expresion de los genes IR (insulin receptor, receptor de insulina), IRS2
(insulin receptor substrate 2, sustrato del receptor de insulina 2), PKC-0 y las
subunidades del canal de Karp Kir6.2 y SURL. Los resultados obtenidos demostraron
gue la sobre-expresion de CPT1AM en el VMH no altera los niveles de mRNA entre las

ratas control (GFP) y las CPT1AM (Figura 6 C).

En conjunto, los resultados obtenidos demostraron que la sobre-expresion de
CPT1AM en el VMH produce cambios significativos en la expresidén de los genes FAS,

NPY1R y GHS-R, todos ellos implicados en la regulacidn de la ingesta en el hipotdlamo.
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Figura 6. Analisis por gRT-PCR de los niveles de mRNA en el MBH. Cuantificacion relativa de los niveles
de mRNA en el MBH 23 semanas después de la administracion de los virus. (A) Genes relacionados con
el control de la ingesta, (B) el metabolismo lipidico y (C) la homeostasis del metabolismo glucidico. Los
resultados se expresan como la variacidn respecto al control (GFP) como el promedio + SEM. GFP, n = 5;
CPT1AM, n=6. *: p <0,05.

Seguidamente realizamos un estudio mas amplio del perfil génico en el MBH.
Para ello utilizamos un chip de DNA (DNA microarray) de Affymetrix disefiado para
analizar la expresion de todos los transcritos descritos del genoma de rata (Métodos,
6.5). Los resultados obtenidos fueron analizados en el servicio de Bioinformatica del
IDIBAPS, bajo la supervisidon de la Dra. Susana Kalko. Se detectaron 117 transcritos con
una expresion mayor y 30 con una expresion menor en los animales CPT1AM respecto
al control (GFP). Entre los transcritos up-regulados encontramos principalmente
snoRNA (small nucleolar RNA), pequefias moléculas de RNA con funciones reguladoras.
Principalmente modulan la modificacidon de otros RNAs, los procesos de splicing y, en
algunos casos, actian como miRNA. Entre los snoRNA up-regulados en los animales

CPT1AM encontramos el SNORD115, SNORD116 y SNORD113 (Tabla 1).

Entre los transcritos down-regulados encontramos la hormona vasopresina
(AVP), el neuropéptido anorexigénico neurotensina (NTS) y dos proteinas de choque

térmico (HSP (heat shock protein) B1 y HSPB8) (Tabla 1).
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Nombre del transcrito Cambio relativo (log) p valor

SNORD116 (small nucleolar RNA) 1,467 0
SNORD115 1,358 0
SNOR113 1,056 0

VIP (vasoactive intestinal peptide) 0,63 0,000038
HDC (histamine decarboxylase) 0,59 0,000091
TTR (transthyretin) 0,94 0,000031
CGA (chorionic gonadotropina a) 0,5 0,000024
TSHB (thyroid stimulating hormone p) 0,75 0,000028
AVP (arginine vasopressin) -0,8 0,0000041
HSPB1 (heat shock protein B1) -0,98 0,00000034
HSPB8 (heat shock protein B8) -0,54 0,00005
NTS (neurotensin) -0,71 0,000024
USP18 (ubiquitin specific peptidase 18) -0,78 0,0000031
CA3 (carbonic anhydrase 3) -0,72 0,00000068
A2M (a-2-macrcoglobulin) -0,75 0,0000048
MT2A (metallothionein-2A) -0,66 0,00000068
CXCL10 (C-X-C motif chemokine 10) -0,69 0,00002
FCRLS (Fc receptor-like S, scavenger receptor) -1 0,00000034
LGALS3 (galectin-3) -1,3 0
CLEC7A (C-type lectin domain family 7 member A) -0,76 0,000014

Tabla 1. Perfil de expresion génica en el MBH. Anilisis de la expresidon génica en el MBH 23 semanas
después de la administracion de los AAVs. Resultados obtenidos utilizando un chip de DNA y expresados
como el cambio relativo en los niveles de mRNA en los animales CPT1AM respecto al control (GFP). En
verde se muestran los transcritos con una expresion mayor y en rojo los transcritos con una expresion
menor en los animales CPT1AM. GFP y CPT1AM, n = 3.

De entre los genes con una expresién génica significativamente diferente,
seleccionamos los siguientes para continuar con su estudio: SNORD116, SNORD115,
SNORD113, VIP, HDC, TTR, CGA, TSHB, AVP, HSPB1 y HSPB8, NTS. Para todos ellos se
ha descrito un papel en el control de la ingesta o el mantenimiento de los ritmos
circadianos. Utilizando la técnica de gRT-PCR procedimos a confirmar los resultados
obtenidos con el micro-array. Los datos obtenidos constataron que Unicamente los
genes de HSPB1 y B8 y SNORD113, 115 y 116 presentan una expresién
significativamente diferente en los animales CPT1AM. En el caso de las HSPB1 y B8 la
disminucion es del 35,8 + 18,5 % y 22,3 + 11,7 % respectivamente. En el caso de los
RNAs SNORD116, 115 y 113 el aumento en los animales CPT1AM es del 25,3 £ 7,2 %,
55,6 + 13,4 %y 42,7 + 14,9 % respectivamente (Figura 7).
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Figura 7. Analisis por gRT-PCR de los niveles de mRNA de SNORD116, SNORD115, SNORD113, HSPB1 y
HSPB8 en el MBH. Cuantificacion relativa de los niveles de mRNA en el MBH 23 semanas después de la
inyeccion de los AAVs. Los resultados se expresan como la variacion respecto al control (GFP) como el
promedio + SEM. GFP, n =5; CPT1AM, n=6. *: p < 0,05.

2.6. ANALISIS DE LA EXPRESION GENICA EN HIGADO

Seguidamente analizamos el perfil de expresion de diferentes genes

relacionados con el metabolismo lipidico y la gluconeogénesis en el higado.

En primer lugar analizamos los niveles de mRNA de genes relacionados con el
metabolismo de los acidos grasos. Los resultados obtenidos confirmaron la ausencia de
expresion de CPT1AM en el higado. Por otro lado, no se observaron cambios
significativos en los mRNA de CPT1Awt, isoforma enddgena, FAS, ACC2 y UCP2. Si se
observé un aumento de 1,9 + 0,2 veces en la expresidon del gen ACC1 en los animales

CPT1AM respecto al control (Figura 8).

Diferentes estudios han demostrado que la gluconeogénesis hepatica esta
regulada por el sistema nervioso central, especialmente por neuronas del nicleo VMH
hipotaldmico (Uyama, Geerts et al., 2004). Quisimos analizar si la sobre-expresion de
CPT1AM en dicho nucleo afecta a la expresidn de genes hepaticos implicados en la via
de la gluconeogénesis. Para ello cuantificamos los niveles de mRNA de G-6-fosfatasa

(G6Pasa) y fosfoenolpiruvato carboxiquinasa (PEPCK) en el higado de los animales GFP
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y CPT1AM. Los resultados obtenidos mostraron un aumento de 1,5 + 0,1 veces en el

MRNA de PEPCK en los animales CPT1AM respecto al control (Figura 8).
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Figura 8. Analisis por gRT-PCR de los niveles de mRNA en el higado. Cuantificacion relativa de los
MRNA de genes relacionados con el metabolismo lipidico y la gluconeogénesis. Los resultados se
expresan como el promedio + SEM. GFP, n = 5; CPT1AM, n = 6. *: p < 0,05.

En conjunto, los resultados presentados demuestran que la sobre-expresién de
CPT1AM en el VMH produce cambios significativos en los niveles de mRNA de ACCl y
PEPCK en el higado.

2.7. ANALISIS DE LOS NIVELES HEPATICOS DE MALONIL-CoA Y TRIGLICERIDOS

Los estudios de expresién génica en el higado mostraron un aumento en el
MRNA de ACC1 en los animales CPT1AM. Para profundizar en las consecuencias de
este aumento, analizamos las concentraciones hepdticas tanto de malonil-CoA,
sustrato del enzima ACC1l, como de triglicéridos (TAG) y realizamos un estudio

histolégico del mismo tejido.

Los resultados obtenidos demostraron la ausencia de diferencias significativas
en la concentracion de malonil-CoA entre los animales GFP y CPT1AM (Figura 9 A).
Igualmente, tampoco se observaron cambios en el contenido de TAG (Figura 9 B) ni en

la anatomia histoldgica del higado (Figura 9 Cy D) entre los dos grupos de animales.
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Figura 9. Analisis histolégico y de la concentracion de malonil-CoA y TAG en higado. Los niveles de (A)
malonil-CoAy (B) TAG fueron determinados en muestras de higado de animales infectados con los AAVs
en el VMH. Para la determinacién de malonil-CoA se utilizé un ensayo basado en la reaccién enzimatica
del enzima malonato decarboxilasa, tal y como se detalla en Métodos, 3.2. La concentracién de TAG se
determind utilizando un kit comercial. Los resultados se expresan como el promedio + SEM. GFP, n = 5;
CPT1AM, n = 6. (A, B) Imagen representativa de un corte de higado (tincién H & E) en los animales GFP
(A) y CPT1AM (B). Todas las determinaciones se realizaron 23 semanas después de la inyeccién de los
virus en el VMH.

En conjunto, los resultados obtenidos en este trabajo demuestran que la sobre-
expresion de CPT1AM en el VMH tiene un efecto sistémico causando hiperfagia,
resistencia a la insulina, intolerancia a la glucosa e hiperglucemia en ratas. Este
fenotipo va acompaiiado de cambios en el perfil de expresién génica en hipotalamo e
higado. En investigaciones futuras se deberdn analizar en profundidad los mecanismos
moleculares que en nuestro modelo llevan al desarrollo de un fenotipo hiperfagico e

insulino-resistente.
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1. C75Y C75-CoA

1.1. ESTRUCTURA DE C75 Y C75-CoA

C75 (acido 4-metilen-2-octil-5-oxotetrahidrofuran-3-carboxilico) es wuna
molécula sintética derivada de un compuesto natural, la cerulenina, conocido inhibidor
de la actividad FAS. Se ha descrito que C75 tiene un efecto a nivel del sistema nervioso
central produciendo una disminucién del apetito y una pérdida de peso en roedores
(Loftus, Jaworsky et al., 2000), sin embargo el mecanismo de accidn que subyace a este

efecto farmacoldgico no esta del todo claro.

Estudios previos, realizados en nuestro grupo, demostraron que el derivado con
coenzima A de C75 es un potente inhibidor de la actividad CPT1A. Sin embrago, este
compuesto, en su forma no conjugada, no tiene efecto alguno sobre dicho enzima
(Bentebibel, Sebastian et al., 2006). De igual manera sucede con otros farmacos, como
etomoxir, que debe ser activado a etomoxir-CoA para actuar como inhibidor de CPT1

(Weis, Cowan et al., 1994).

Como parte de una colaboracién entre nuestro grupo y el Grupo de
Investigacion en Metodologia Sintética Aplicada a Productos Bioactivos del
departamento de Quimica Organica (Facultad de Quimica) de la Universidad de
Barcelona, se realizaron estudios de resonancia magnética nuclear (RMN) para
determinar la estructura quimica de la molécula de C75-CoA. De estos estudios se
dedujo que éste se forma a partir de C75 y coenzima A por la reaccién del grupo
nucleofilico —SH del coenzima A con el grupo metileno, electrofilico, de la molécula de
C75. Esta reaccidon quimica se produce, a un pH bdsico y en presencia de agua

deuterada, sin la mediacién de ningln enzima (Figura 10).
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Figura 10. Estructura de C75-CoA. Estudios de RMN permitieron determinar la estructura y
estereoquimica de la molécula de C75-CoA. La reaccidn de los grupos —SH del coenzima A y =CH, de la
molécula de C75 es la base de la formacion del aducto C75-CoA.

1.2. EFECTO SOBRE LA ACTIVIDAD CPT1A in vitro

Como ya hemos demostrado (Figura 10), C75-CoA se forma a partir de C75 y
coenzima A por una reaccidon quimica, que en medio basico no requiere la mediacion
de un enzima. Sin embargo en las células se encuentra el enzima ACS, que cataliza la
sintesis de aciles-CoA a partir a de acidos grasos y coenzima A. No se puede descartar
gue C75 sea un sustrato para este enzima y que in vivo su activacidon a C75-CoA esté
mediada por el mismo. Realizamos ensayos de actividad enzimdtica con extractos
mitocondriales de levadura que sobre-expresa el enzima CPT1A de rata, y analizamos
el efecto que C75 y C75-CoA tienen sobre la actividad enzimatica (Figura 11 A).
Utilizamos C75-CoA sintetizado quimicamente e in vitro, en presencia del enzima ACS,
para comprobar si existen diferencias entre el tipo de inhibicidon causado en ambos
casos (Figura 11 B). Los resultados obtenidos confirmaron que C75-CoA es un potente
inhibidor de CPT1A, y que la inhibicién es independiente de si esta molécula se ha
formado quimicamente o in vitro. Ademas demostraron que C75, en su forma libre, no

tiene ningun efecto sobre la actividad del enzima CPT1A (Figura 14 A).
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Figura 11. Actividad CPT1 en extractos mitocondriales de levaduras que sobre-expresan CPT1A de rata
incubados con concentraciones crecientes de C75 y C75-CoA. 10-15 ug de extractos mitocondriales de
levadura se pre-incubaron durante 1 minuto con concentraciones crecientes de C75-CoA o C75 a 30°C. A
continuacidn se ensayo la actividad CPT1A (A). Alternativamente se realizaron los mismos experimentos
con C75-CoA sintetizado en presencia y ausencia del enzima ACS (B). Los resultados se expresan como el
promedio £ SEM.

1.3. ESTUDIO DE LA FORMACION DE C75-CoA EN EL HIPOTALAMO

Una vez demostrado que C75-CoA es la forma activa, capaz de inhibir CPT1A in
vitro, el siguiente paso fue analizar si esta molécula se forma, a partir de C75, en uno
de los tejidos en los que tiene una accién bioldgica, el hipotalamo. Para ello se
realizaron micro-inyecciones de 1 pL de C75 en el ARC. Una hora después se procedio a
la diseccion del hipotadlamo y la extraccién de los aciles-CoA del tejido. De haberse
formado C75-CoA, este compuesto deberia obtenerse en la misma fraccién que los
aciles-CoA a causa de sus caracteristicas fisico-quimicas. El producto de dicha

extraccion fue analizado por HPLC-MS/MS.

El primer paso del examen por HPLC-MS/MS fue caracterizar el tiempo de
retencion en la columna cromatografica y el espectro de masas de cada uno de las
moléculas problema. Para ello se analizaron concentraciones crecientes conocidas del
estandar C75-CoA y de Cy7-CoA, que fue utilizado como patrén interno. Utilizando las
areas de los picos cromatograficos obtenidos se crearon las curvas de calibracion a
partir de las cuales cuantificar la concentraciéon de C75-CoA en la muestra problema

(Figura 12 Ay B).
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Una vez caracterizados los estandares se analizaron las muestras problema. Los
resultados demostraron que tras la inyeccién de C75 en el hipotdlamo se forma C75-

CoA en una cantidad proporcional a la dosis de C75 inyectada (Figura 12 C, Dy E).
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Figura 12. Analisis por HPLC-MS/MS de la formacion de C75-CoA en hipotalamo. Cromatogramas
representativos en los que se muestra el tiempo de retencidn y la curva de calibracién de los estandares
(A) C75-CoA y (B) Cy7-CoA (patrdn interno). Los tiempos de retencion fueron diferentes para cada
estandar, lo que permitio separarlos cromatograficamente. El analisis de la formacién de C75-CoA se
realizd en ratas hembra de la cepa Sprague-Dawley. Los animales recibieron inyecciones en el
hipotdlamo de una solucién de C75 a diferentes concentraciones: (C) 15 mM, (D) 30 mM y (E) 60 mM.
Una hora después de la inyeccidn se disecciond el hipotdlamo y se procesé para el analisis por HPLC-
MS/MS. En la figura se muestran los cromatogramas representativos correspondientes al producto C75-
CoA. En el andlisis de espectrometria de masas se siguieron las transiciones 1022,5/515,6 y
1020,7/513,5 para C75-CoA y C,;-CoA respectivamente.

Los resultados obtenidos demostraron que C75-CoA se forma, a partir de C75 y

CoA-SH, tanto quimicamente como in vivo, en el hipotalamo, con la estructura y

estereoquimica que se muestra en la Figura 10.
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1.4. EFECTO SOBRE EL PESO Y LA INGESTA

Tras la observacion de la formacién de C75-CoA in vivo y del efecto que este
derivado tiene sobre la actividad CPT1 in vitro, nos planteamos que el mecanismo de
accion de C75 en el hipotalamo podria estar mediado, al menos en parte, por su accidn

sobre CPT1.

Para abordar esta cuestiéon quisimos analizar, en primer lugar, el efecto que la
administracion central de C75 tiene sobre el peso y la ingesta de los animales tratados.
Para ello, realizamos inyecciones intracerebroventriculares (i.c.v.) de C75 en ratas
Sprague-Dawley macho adultas media hora antes del inicio de la fase oscura vy
medimos la ingesta 1, 2, 4 y 22 horas después de la inyeccién. Igualmente, 22 horas
después de la inyeccién se realizé una medida del peso de los animales tratados.
Utilizamos como control otro conocido inhibidor de CPT1, etomoxir (Lopaschuk, Wall
et al., 1988), que fue administrado a los animales de la misma manera que C75. Los
resultados mostraron una potente disminucion en la ingesta y el peso causada por el
tratamiento con C75 y etomoxir. La diferencia en la ingesta fue significativa 1 hora
después de la inyeccién central de C75 y 22 horas después en el caso de la
administracion de etomoxir (Figura 13). Cabe resaltar que estudios previos realizados
en nuestro grupo demostraron que etomoxir, igual que C75, también es activado a

etomoxir-CoA in vivo.
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Figura 13. Cambio en la ingesta y el peso en los animales tratados con C75 y etomoxir. Los animales
recibieron inyecciones i.c.v. de 10 uL de C75 y etomoxir (33 mM) 30 minutos antes del inicio de la fase
oscura. 1, 2, 4 y 22 horas después de la inyeccidon se realizaron medidas de la ingesta. 22 horas después
de la inyeccidn se realizd una medida del peso. A los animales control se les administré el vehiculo en el
que se disolvieron los farmacos (DMSO:RPMI, 1:3). Los resultados se presentan como (A) ingesta
acumulada y (B) cambio de peso respecto al peso inicial. Todos los datos se expresan como el promedio
+ SEM. *: p < 0,05.
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1.5. EFECTO SOBRE LA ACTIVIDAD CPT1 HIPOTALAMICA

A continuacién analizamos la actividad CPT1 en el hipotdlamo de animales
tratados con C75. Para ello, un primer grupo recibié inyecciones de C75 (1 pL de una
solucién 33 mM) o vehiculo (DMSO:RPMI, 1:3) en el nucleo ARC del hipotdlamo. En un
segundo grupo se realizaron inyecciones i.c.v. (10 pL de la misma solucién). Una hora
después de la administracién del compuesto el hipotdlamo fue diseccionado y se
obtuvieron fracciones enriquecidas en mitocondrias en las que se ensayé la actividad
CPT1. Los resultados mostraron una disminucién de la actividad del 44,9 + 3,4% (Figura
14 A) y 32,5 + 4,1% (Figura 14 B) en el primer y segundo grupo de animales tratados

con C75 respectivamente.

En conjunto, estos resultados demuestran que, tras su administracion central,
C75 se convierte en C75-CoA en el hipotalamo, donde inhibe la actividad CPT1, el peso
y la ingesta. El hecho de que otros inhibidores de CPT1, como etomoxir-CoA (Figura 16)
0 ST1326 (Obici, Feng et al., 2003), también causen el mismo efecto anoréxico sugieren

que la inhibicién de CPT1 juega un papel en el mecanismo de accién central de C75.
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Figura 14. Actividad CPT1 hipotalamica tras la inyeccidon central de C75. Los animales recibieron
inyecciones de (A) 1 ulL en el ntcleo ARC o (B) 10 ulL i.c.v. de una solucidn de C75 33 mM o del vehiculo
(DMSO:RPMI, 1:3) (control). Una hora después de la inyeccion los animales fueron sacrificados y el
hipotalamo diseccionado y procesado para la obtencién de extractos mitocondriales. 100 ug de estos
extractos fueron utilizados para ensayar la actividad CPT1. Los resultados se expresan como % de
actividad remanente respecto al control (promedio + SEM). *: p < 0,05.
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2. DERIVADOS DEL C75 SIN GRUPO METILENO: METHYLENE-LACKING-C75 (MLC)

2.1. ESTRUCTURA DE LOS MLCs

El conocimiento de la estructura de C75-CoA resaltd el papel clave del grupo
metileno de la molécula de C75 en la formacién de este aducto. Quisimos analizar el
efecto que tendria la eliminacidn de este grupo funcional en la actividad bioldgica de
C75. Para abordar esta cuestién se sintetizaron tres moléculas derivadas que se
denominaron MLC-1, 2 y 3 (methylene-lacking-C75, C75 sin metinelo). En el caso de
MLC-1 el grupo metileno se sustituyd por un grupo metilo (—CHs), en la molécula MLC-
2 se elimind el grupo metileno y en el caso de MLC-3 el doble enlace del grupo
metileno paso a estar en el interior de la lactona del C75. La estructura de todos estos

derivados se muestra en la Figura 15.
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Figura 15. Estructura quimica de los methylene-lacking-C75 (MLCs).

Los experimentos de RMN demostraron que, a diferencia de C75, cuando los
MLCs se incuban con CoA-SH en un medio basico no reaccionan y por tanto no forman

el aducto unido a coenzima A.

2.2. EFECTO SOBRE LA ACTIVIDAD CPT1A in vitro

Una vez sintetizados los MLCs y comprobada la incapacidad que tienen de
formar el correspondiente derivado —CoA, quisimos analizar el efecto que estos
compuestos tienen sobre la actividad CPT1. Para ello realizamos ensayos de actividad
con extractos mitocondriales de levaduras que sobre-expresan CPT1A de rata en
presencia de concentraciones crecientes (1-100 pM) de los 3 MLCs. En estos
experimentos se utilizé C75-CoA como control de la inhibiciéon. Los resultados

demostraron que ninguno de los MLCs afectan la actividad CPT1A in vitro (Figura 16 A),
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sugiriendo que el grupo metileno es esencial para la formacién del aducto y la

consiguiente inhibicién del enzima.

2.3. EFECTO SOBRE EL PESO Y LA INGESTA

Seguidamente analizamos el efecto que los MLCs tienen sobre el peso y la
ingesta de los animales tratados. Para ello se realizaron inyecciones i.c.v. del vehiculo
(DMSO:RPMI, 1:3) o de MLC-1, MLC-2, MLC-3 y C75 (10 uL de una soluciéon 33 mM).
C75 se utiliz6 como control. Las inyecciones se realizaron 30 minutos antes del inicio
del ciclo oscuro y se tomaron medidas de la ingesta 1, 2, 4 y 22 horas después de la
administracion. También se analizé la ingesta y el peso durante los tres dias
posteriores a la administracién del compuesto, con objeto de determinar si los MLCs
tienen alglin efecto a medio plazo. Los resultados mostraron que, al contrario que C75,
los MLCs no disminuyen ni el peso ni la ingesta de los animales tratados. Unicamente
el compuesto MLC-1 tiene un accién moderada inhibiendo la ingesta 22 horas después
de la inyeccion, sin embargo el peso de los animales tratados con esta molécula no

mostré cambios respecto al grupo control (Figura 16 B, Cy D).

2.4. EFECTO SOBRE LA ACTIVIDAD CPT1 HIPOTALAMICA

El siguiente paso consisti6 en la determinacion de la actividad CPT1
hipotaldmica tras la administracion i.c.v. de los MLCs. Para ello el hipotdlamo se
disecciond 1 hora después de la inyeccién de los compuestos y se procesé para
obtener fracciones enriquecidas en mitocondrias, en las que se ensayé la actividad
CPT1. Los resultaron confirmaron que, tal y como ocurre in vitro, los compuestos MLC-
1, MLC-2 y MLC-3 no afectan la actividad CPT1 en el hipotdlamo (Figura 16 E). C75 fue
inyectado como control de la inhibicidon. Los animales control recibieron inyecciones

i.c.v. del vehiculo en el que se disolvieron los farmacos (DMSO:RPMI, 1:3).

2.5. EFECTO SOBRE LA CONCENTRACION HIPOTALAMICA DE MALONIL-CoA

A causa del efecto que MLC-1 tiene sobre la ingesta 22 horas después de su
administracion i.c.v., analizamos la concentracion de malonil-CoA en el hipotdlamo tras

la inyeccidn central de este compuesto (10 pL de una soluciéon 33 mM). Estudiamos
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también el efecto de MLC-2, compuesto sin actividad anoréxica. Estos analisis se
realizaron tras someter a los animales a un ayuno de 12 horas. Como control de los
experimentos utilizamos ratas re-alimentadas durante tres horas antes de la
determinacion de malonil-CoA y un grupo tratado con C75, ya que esta ampliamente

descrito su efecto sobre la concentracién de este metabolito en el hipotalamo.

Los resultados demostraron que la administracién i.c.v. de MLC-1 causa un
aumento significativo en la concentracién hipotaldmica de malonil-CoA respecto al
grupo control, tratado Unicamente con el vehiculo en el que se disuelven los farmacos.
Por el contrario, MLC-2 no tiene ningln efecto sobre la concentracion de este
metabolito. En los animales re-alimentados y los tratados con C75, tal y como se
describe en la bibliografia, se observd un incremento significativo de las

concentraciones de malonil-CoA (Figura 16 F).

En conjunto, los resultados obtenidos indican que la eliminacién del grupo
metileno de la molécula C75 imposibilita la formacidn del aducto —CoA. Asimismo, este

hecho provoca la pérdida de poder anoréxico de C75 y la capacidad de inhibir CPT1.
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Figura 16. Efecto de los MLCs sobre el peso, la ingesta, la actividad CPT1 y la concentraciéon de malonil-
CoA en el hipotalamo. (A) 10-15 ug de extractos mitocondriales de levadura fueron pre-incubados con
concentraciones crecientes de MLC-1, 2 y 3 durante 1 minuto a 30°C. A continuacion se analizé la
actividad CPT1A. C75-CoA, la forma activa sobre CPT1A, fue utilizado como control de la inhibicién. (B-E)
10 uL de MLC-1, MLC-2, MLC-3 o C75 (33 mM) fueron administrados i.c.v. (B) 1, 2, 4 y 22 horas después
de la inyeccidn se realizaron medidas de la ingesta. 22 después y durante los tres dias posteriores se
realizaron medidas (C) del peso y (D) la ingesta. Los animales control fueron inyectados con el vehiculo
en el que se disolvieron los farmacos (DMSO:RPMI, 1:3). (E) Otro grupo de animales recibid inyecciones
i.c.v. de los mismos compuestos 1 hora antes de ser sacrificados. A continuacidén se disecciond el
hipotdlamo y se procesd para obtener extractos mitocondriales. 100 ug de estos extractos se utilizaron
para la determinacion de actividad CPT1. C75 fue utilizado como control de la inhibicidn. (F) Un tercer
grupo de animales se sometié a un ayuno de 12 horas tras el que se realizaron inyecciones i.c.v. de 10 uL
de MLC-1, 2, C75 (33 mM) o vehiculo (en el caso del grupo control y el grupo re-alimentado). Una hora
después se sacrificaron los animales y el hipotdlamo fue diseccionado y procesado para la
determinacion de la concentracidon de malonil-CoA. En todos los casos los resultados se expresan como
el promedio + SEM. *: p < 0,05, #: p < 0,01.
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3. ISOMEROS DE C75

3.1. ESTRUCTURA DE LOS ISOMEROS DE C75

C75 pertenece a la clase de los acidos paracdnicos caracterizados por la
fraccion de la y-lactona con una cadena alquilo en la posicidn C-2, un grupo carboxilico
en C-3 y un grupo metileno en C-4. La sintesis de este compuesto fue publicada por
primera vez en el afio 2000 (Kuhajda, Pizer et al., 2000). Como parte de esta sintesis se
obtuvieron los dos isdmeros, trans- y cis-, de la lactona, sin embargo el isémero con
configuracion trans- fue el que finalmente se designé como C75. Todos los estudios
realizados desde entonces se han hecho utilizando esta molécula, sin embargo poco se
sabe del isémero cis- de C75. Durante esta Tesis nos planteamos estudiar su efecto
bioldgico, centrdndonos en su accion sobre la actividad CPT1, el peso y la ingesta. El
primer paso fue sintetizar ambos isomeros, C75 (isémero trans-) y C75-cis, asi como
sus derivados —CoA. Este trabajo se realizd en el Grupo de Investigacion en
Metodologia Sintética Aplicada a Productos Bioactivos del departamento de Quimica
Organica (Facultad de Quimica) de la Universidad de Barcelona. Cabe resaltar que
durante todo el trabajo se denomina C75 al isémero trans- de esta molécula, por este
motivo durante esta seccion se anade el sufijo cis- al isémero correspondiente para

diferenciarlo de la forma trans- (Figura 17).
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Figura 17. Estructura quimica de C75 y el C75-cis.

3.2. EFECTO SOBRE LA ACTIVIDAD CPT1A in vitro

El primer objetivo fue el de analizar el efecto que los isémeros de C75 tienen
sobre la actividad CPT1A in vitro. Para ello realizamos dos aproximaciones; en primer

lugar analizamos la actividad CPT1A en extractos mitocondriales de levaduras que
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sobre-expresan el enzima, incubados con concentraciones crecientes de C75-CoA vy
C75-cis-CoA. Estos experimentos nos permitieron calcular las constantes de inhibicion,
ICs0, de ambas moléculas. En segundo lugar realizamos experimentos de dialisis para
analizar la estabilidad de la unién enzima-inhibidor. Estos experimentos permiten
determinar cémo de fuerte es la unién entre el enzima y el inhibidor en funcién del
tiempo de didlisis que se requiere para que ambos componentes del sistema se
separen. Los resultados obtenidos mostraron que, in vitro, no existen diferencias
significativas entre la inhibicién de CPT1A causada por ambos isémeros (Figura 18 A),

ni tampoco en el tipo de unidén al enzima (Figura 18 B).

3.3. EFECTO SOBRE EL PESO Y LA INGESTA

A continuacién investigamos el efecto de C75 y C75-cis sobre el peso vy la
ingesta en ratas. Para ello realizamos inyecciones i.c.v. de estos compuestos, 30
minutos antes del inicio de la fase oscura. Se midio la ingesta 1, 2, 4 y 22 horas después
de la inyeccién. También analizamos el consumo de alimentos y el cambio de peso
durante los tres dias posteriores al tratamiento, con objeto de estudiar el efecto a
corto y medio plazo. Los resultados obtenidos demostraron que C75-cis no tiene
efecto anorexigénico ya que no se observaron diferencias ni en el peso ni en la ingesta
en los animales inyectados con este compuesto respecto al control (inyectados con

vehiculo) (Figura18 C, Dy E).

Por lo tanto, C75-cis, a pesar de inhibir CPT1A in vitro, no presenta el efecto
anorexigénico de C75. Este hecho planted la posibilidad de que un compuesto que in
vitro actia como inhibidor del enzima, no actie de la misma manera in vivo. En el caso
de C75, la inhibiciéon in vivo de CPT1 depende de la formacién previa de su
correspondiente derivado C75-CoA. Para solucionar estas cuestiones analizamos, por
un lado, la actividad CPT1 hipotaldmica tras la administracion i.c.v. de C75-cis y, por

otro, la formacidn de C75-cis-CoA en el hipotalamo.

3.4. EFECTO SOBRE LA ACTIVIDAD CPT1 HIPOTALAMICA

Para analizar el efecto que C75-cis tiene sobre la actividad CPT1 hipotaldmica se

realizaron inyecciones i.c.v de C75 y C75-cis (10 pL de una solucién 33 mM). Una hora
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después de la inyeccidn se procedidé a la diseccion del hipotdlamo y la obtencién de
extractos enriquecidos en mitocondrias. Las fracciones mitocondriales se utilizaron

para los ensayos de actividad CPT1.

Los resultados mostraron una disminucién de la actividad CPT1 significativa en
los animales tratados con C75 (porcentaje de inhibicién del 39,6 + 18). Sin embargo, los
animales inyectados con C75-cis no presentaron diferencias en la actividad CPT1

respecto al control (Figura 18 F).

Una posible explicacion a la falta de inhibicién de CPT1 en el hipotalamo tras la
administracidon de C75-cis, podria ser la incapacidad de este compuesto de formar el
derivado C75-cis-CoA in vivo. Para aclarar esta cuestion se examiné la formacién del

aducto en hipotalamo tras la inyeccidn de C75-cis.

3.5. ESTUDIO DE LA FORMACION DE C75-cis-CoA EN HIPOTALAMO DE RATA

Para analizar la formacién de C75-cis-CoA en el hipotalamo seguimos el mismo
protocolo que para el andlisis de la formacién de C75-CoA (Resultados, Parte Il, 1.3).
Realizamos inyecciones i.c.v. de 10 pL de C75-cis (33 mM) o vehiculo (DMSO:RPMI,
1:3). Una hora después de la inyeccion se disecciond el hipotalamo, que fue congelado
en nitrégeno liquido y posteriormente procesado para la extraccion de aciles-CoA de
cadena larga y, de haberse formado, C75-cis-CoA. Utilizando la técnica de HPLC-

MS/MS analizamos las muestras en busca del compuesto derivado C75-cis-CoA.

El primer paso de los andlisis por espectrometria de masas consistid en
caracterizar los patrones C75-cis-CoA y C17-CoA, que utilizamos como estandar interno.
Los resultados mostraron tiempos de retencién cromatografica diferentes para ambos
compuestos lo que nos garantizé poder separar las dos moléculas tanto por

cromatografia como por su espectro de masas (Figura 19 Ay B).

El siguiente paso consistid en el analisis de las muestras procedentes de los
animales inyectados con C75-cis. Los resultados evidenciaron la ausencia de C75-cis-
CoA en las muestras analizadas. El pico cromatografico aparecido a los 8,72 minutos,
correspondiente al estandar interno C;7-CoA, nos sirvié como control de la extraccidn

de aciles-CoA (Figura 19 Cy D).
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Figura 18. Efecto de los isomeros de C75 sobre el peso, la ingesta y la actividad CPT1. (A) 10-15 ug de
extractos mitocondriales de levadura fueron pre-incubados con concentraciones crecientes de C75-CoA
y C75-cis-CoA durante 1 minuto a 30°C. A continuacién se analiz6 la actividad CPT1A. (B) En los
experimentos de didlisis 160 ug de dichos extractos se pre-incubaron durante 5 minutos a 30°C con C75
y C75-cis (50 uM). A continuacion las muestras se dializaron durante 44 h. La actividad CPT1A se analiz6
antes y después de la dialisis. (C-E) Un primer grupo de animales recibié inyecciones i.c.v. de 10 uL de
C75-CoA o C75-cis-CoA (33 mM). 1, 2, 4 y 22 horas después de la inyeccion se realizaron medidas de la
ingesta (C). 22 horas después, y durante los tres dias posteriores a la inyeccidn, se realizaron medidas
(D) del peso y (E) la ingesta. Los animales control fueron inyectados con el vehiculo en el que se
disolvieron los farmacos (DMSO:RPMI, 1:3). (F) Un segundo grupo de animales recibié inyecciones i.c.v.
de los mismos compuestos 1 hora antes de ser sacrificados. A continuacién se diseccioné el hipotdlamo
y se procesd para obtener extractos mitocondriales. 100 ug de estos extractos fueron utilizados para
analizar la actividad CPT1. En todos los casos los resultados se expresan como el promedio + SEM. n = 4-
12. *: p < 0,05.
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Figura 19. Andlisis por HPLC-MS/MS de la formacién de C75-cis-CoA en hipotalamo. Cromatogramas
representativos en los que se muestra el tiempo de retencion de los estandares (A) C75-cis-CoA y (B)
C,7-CoA (patron interno). Los tiempos de retencién fueron diferentes para cada estandar, lo que
permitid separarlos cromatograficamente. El analisis de la formacion de C75-cis-CoA se realizd en
animales que recibieron inyecciones i.c.v. de 10 uL de una solucidon de C75-cis (33 mM). Una hora
después de la inyeccion se disecciond el hipotdlamo y se procesé para el analisis por HPLC-MS/MS. En la
figura se muestran los cromatogramas representativos correspondientes a las transiciones (C)
1022,5/515,6 (C75-cis-CoA) y (D) 1020,7/513,5 (C1,-CoA).

Los resultados obtenidos sugieren que la falta de inhibicion de CPT1 en el
hipotdlamo tras la administracién central de C75-cis, asi como la ausencia de accién
anorexigénica de este compuesto, podria deberse a la falta de actividad del derivado

C75-cis in vivo, a causa de la imposibilidad de formar el aducto C75-cis-CoA.

4. ENANTIOMEROS DE C75

Todos los trabajos realizados con los enantidmeros de C75 se han llevado a

cabo en colaboracion con el estudiante de doctorado Kamil Makowski.

4.1. ESTRUCTURA DE LOS ENANTIOMEROS DE C75

Tanto los resultados obtenidos durante este trabajo, a partir de los estudios

con los isémeros de C75, como los datos presentes en la bibliografia, demuestran que

RESULTADOS 131




el isdmero trans- es el compuesto con actividad anorexigénica y capacidad de inhibir
CPT1 in vivo, en el hipotdlamo. Por este motivo, en experimentos posteriores,

trabajamos siempre con el isémero trans- de C75.

Todos los trabajos publicados hasta el momento se han realizado con una
mezcla racémica de este isémero ((+)-C75). Por este motivo, el primero de nuestros
objetivos consistid en la sintesis por separado de los dos enantiémeros de (x)-C75

(Figura 20) y el estudio de las diferencias en la accidn bioldgica de ambos compuestos.

HOC,, HO,C HOLC,,

CgH17 0 CBH17\\“ o CgH17 0
{ {+) )

C75 (+)-C75 (-)-C75

Figura 20. Estructura quimica de C75 y sus enantiémeros.

4.2. EFECTO SOBRE LA ACTIVIDAD CPT1 in vitro

Una vez sintetizados por separado los enantiomeros de C75, y sus
correspondientes derivados ((x)-C75-CoA, (+)-C75-CoA, (-)-C75-CoA), procedimos a
analizar el efecto que tienen estos compuestos sobre la actividad CPT1A in vitro. Para
ello pre-incubamos el enzima sobre-expresado en levaduras con concentraciones
crecientes (1-100 uM) de cada uno de los enantiomeros de (+)-C75-CoA. Al mismo
tiempo realizamos ensayos de didlisis para estudiar el tipo de unién de cada
compuesto con el enzima. Para ello se incubaron los extractos mitocondriales con una
concentracion fija de cada inhibidor (50 uM) y se analizé la actividad CPT1 a tiempo

cero y tras 44 horas de didlisis.

Los resultados obtenidos mostraron que solamente el enantiémero (+)-C75-
CoA tiene capacidad de inhibir CPT1A. La inhibicidon causada por este enantidmero
resulté ser similar a la ocasionada por la mezcla racémica, sin embargo la producida
por (=)-C75-CoA fue mucho menor, con una ICsp > 50 uM (Figura 21 A). Nos
planteamos si esta baja inhibicién podria deberse al hecho que este enantiémero

estableciera una unién mas débil con el enzima respecto al enantiémero (+)-C75-CoA.
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Para solventar estd cuestidon realizamos estudios de didlisis, que permiten analizar la
estabilidad de la unién enzima-inhibidor. Los resultados obtenidos demostraron que
(-)-C75-CoA se une al enzima en menor medida que el enantiémero (+)-C75-CoA, sin
embargo la unidon que se produce es estable pues no encontramos diferencias en el
porcentaje de inhibicidon causado por estos compuestos antes y después de la didlisis.

(Figura 21 B).

De estos resultados se puede concluir que los enantiémeros de C75 presentan
enantioselectividad respecto la diana CPT1, siendo (+)-C75-CoA el compuesto con

capacidad de inhibir su actividad enzimatica.

4.3. EFECTO SOBRE EL PESO Y LA INGESTA

Una vez analizado el efecto de los enantidmeros de C75 sobre la actividad
CPT1A in vitro, pasamos a estudiar el efecto de la administracidn central de estos
compuestos. Para ello realizamos inyecciones i.c.v. de (+)-C75, (+)-C75, (-)-C75 (10 uL
de una solucion 33 mM) y vehiculo (DMSQO:RPMI, 1:3), 30 minutos antes del inicio de la
fase oscura. Se efectuaron medidas del peso y la ingesta 22 horas después de la
inyeccion de los compuestos. Los resultados demostraron que el enantiomero (+)-C75
presenta un efecto anorexigénico, causando una reduccién significativa del peso y la
ingesta en los animales tratados. Por el contrario, en los animales inyectados con (-)-

C75 no se observaron diferencias significativas (Figura 21 D y E).

Estos resultados demuestran que el enantiémero con poder anorexigénico, (+)-
C75, es un inhibidor de CPT1A in vitro. Por otro lado, el enantiomero (-)-C75, que in
vitro no inhibe el enzima CPT1A, no tiene capacidad de suprimir la ingesta ni reducir el
peso. Todo ello aporta nuevas evidencias sobre cual es la estereoquimica del C75 con
efecto anoréxico y al mismo tiempo sugiere que el efecto central de este compuesto
estd mediado por su accién sobre CPT1. Este ultimo punto, sin embargo, debia ser
confirmado con los andlisis de actividad CPT1 in vivo, en el hipotdlamo, tras la

inyeccion central de (+)-C75 y (-)-C75 (Resultados, 4.4).

A pesar del efecto sobre la ingesta tras la administracion central de estos
compuestos, nos planteamos cual seria el efecto de una administracién periférica y

repetida en el tiempo. Para ello elegimos un nuevo modelo animal, ratones de la cepa
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C57/BL6. Se practicaron inyecciones i.p. diarias de 15 mg/Kg y el tratamiento se
prolongd durante 5 dias. Los resultados mostraron que, a diferencia de lo ocurrido tras
la inyeccion central de los compuestos, los animales tratados con ambos enantiémeros
de C75 sufrieron una reduccidn de peso respecto al grupo control, inyectado con
vehiculo. Sin embargo, la reduccién del peso causada por (+)-C75 resultd ser
significativamente mayor que la causada por (=)-C75 (Figura 21 E). El efecto de (+)-C75

resulté ser una mezcla de los efectos de los enantidmeros por separado.

4.4. EFECTO SOBRE LA ACTIVIDAD CPT1 HIPOTALAMICA

Realizamos inyecciones i.c.v. de 10 ulL de (+)-C75, (-)-C75 y (%)-C75 (33 mM),
este ultimo se utilizé como control de la inhibicidn de CPT1. Una hora después de la
inyeccion el hipotdlamo fue diseccionado y procesado para obtener fracciones
enriguecidas en mitocondrias, que fueron utilizadas para ensayar la actividad CPT1. Los
resultados confirmaron los datos obtenidos in vitro, ya que la actividad de este enzima
se encontro significativamente inhibida en el hipotalamo de los animales tratados con
(+)-C75 (25,4 + 3,6% de inhibicion respecto al control) pero no en los tratados con (-)-

C75 (Figura 21 F).

En conjunto, los resultados presentados hasta el momento demuestran que los
enantiomeros de C75 presentan diferencias en su accién biolégica, de manera que
Unicamente (+)-C75 tiene accidn anoréxica. Notablemente, este enantiomero es un
inhibidor de CPT1, in vitro e in vivo, sugiriendo que la inhibicion de este enzima en el
hipotalamo es necesaria para la supresion del apetito y la disminucidén del peso

causada por C75.
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Figura 21. Efecto de los enantiémeros de C75 sobre el peso, la ingesta y la actividad CPT1. (A) 10-15 ug
de extractos mitocondriales de levadura fueron pre-incubados con concentraciones crecientes de (+)-
C75-CoA, (-)-C75-CoA y (x)-C75-CoA durante 1 minuto a 30°C. A continuacién se analizé la actividad
CPT1A. (B) En los experimentos de didlisis 160 ug de dichos extractos se preincubaron durante 5
minutos a 30°C con (+)-C75-CoA, (-)-C75-CoA y (+)-C75-CoA (50 uM). A continuacidn las muestras se
dializaron durante 44 h. La actividad CPT1A se midid antes y después de la dialisis. (C,D) Un grupo de
ratas recibio inyecciones i.c.v. de 10 uL de (+)-C75-CoA, (-)-C75-CoA y (+)-C75-CoA (33 mM). 22 horas
después de la inyeccidn se realizaron medidas de la ingesta (C) y del peso (D). (E) Un grupo de ratones
recibid inyecciones i.p. (+)-C75-CoA, (-)-C75-CoA y (+)-C75-CoA (15 mg/Kg) cada dia, durante 5 dias. Los
animales control fueron inyectados con el vehiculo en el que se disolvieron los farmacos (DMSO:RPMI,
1:3). (F) Un segundo grupo de ratas recibié inyecciones i.c.v. de los mismos compuestos (10 uL de una
solucién 33 mM) 1 hora antes de ser sacrificados. A continuacién se diseccioné el hipotdlamo y se
proceso para obtener extractos mitocondriales. 100 ug de estos extractos fueron utilizados para analizar
la actividad CPT1. Los resultados se expresan como el promedio + SEM. n = 4-10. *: p < 0,05.
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5. OTROS DERIVADOS DE C75

El siguiente objetivo que nos planteamos fue la modificacién de C75, con la
finalidad de obtener un compuesto con un efecto mds potente o duradero y a la vez
mas especifico para la diana CPT1. Todas las sintesis se llevaron a cabo en el Grupo de
Investigacion en Metodologia Sintética Aplicada a Productos Bioactivos del
departamento de Quimica Organica (Facultad de Quimica), de la Universidad de
Barcelona. La estructura quimica de las moléculas sintetizadas se detalla en el

Apéndice 1.

5.1. INTRODUCCION DE UN ACIDO MALONICO EN LA POSICION C-3 DE C75: UB-001

La primera modificacién que nos planteamos fue la de sustituir el acido
carboxilico de C75 en posicion C-3 por un acido dicarboxilico (maldnico). Estudios
previos de Docking computacional realizados en nuestro grupo, propusieron un
modelo en el que el grupo carboxilo en la cabeza de C75-CoA se posiciona en el lugar
equivalente para el sustrato carnitina en el enzima CPT1A (Mera, Bentebibel et al.,
2009). La posicion de este grupo de C75-CoA seria similar a la posicion de la fraccion
dicarbonilo de la molécula de malonil-CoA, inhibidor fisiolégico del enzima. Todo ello
nos llevé a pensar que la sustitucidn del acido carboxilico por un acido dicarboxilico
(mas similar al malonil-CoA) en C75 seria una buena estrategia para hacer mas potente
y especifica la unién entre el inhibidor y CPT1A. En la Figura 22 se muestra la

estructura de este nuevo derivado (UB001) y su correspondiente derivado —CoA.

Hozcﬁj@: O’& HO o}\;—SCoA
3 o)
(o) CeH™" o CgHq7™" o

@ ®

C75 UB-001 UB-001-CoA

Figura 22. Estructura quimica de C75 y sus derivados, UB-001 y UB-001-CoA. En rojo se marca la
posicién C-3 de la molécula de C75.
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Efecto sobre la actividad CPT1A in vitro

El primer paso de nuestro estudio fue analizar el efecto que UB-001-CoA tiene
sobre la actividad CPT1A in vitro. Realizamos ensayos de actividad con extractos
mitocondriales de levaduras que sobre-expresan el enzima, previamente incubados
con concentraciones crecientes de UB-001-CoA. En estos experimentos utilizamos C75-
CoA como control de la inhibicion de CPT1A. Los resultados demuestran que la
inhibicién causada por UB-001-CoA es menor que la causada por el compuesto C75-

CoA (Figura 23 A).

El objetivo de esta modificacién de C75 era conseguir un compuesto con una
capacidad de inhibir CPT1A significativamente mayor que la de C75-CoA. Los
resultados demostraron que, in vitro, esta inhibicion no es mayor. A pesar de los datos
obtenidos, analizamos el efecto de UB-001 sobre el peso y la ingesta de los animales

tratados.

Efecto sobre el peso y la ingesta

Realizamos inyecciones i.c.v. de 10 pL de este compuesto y C75 (33 mM), que
utilizamos como control. A continuacidon medimos la ingesta 1, 2, 4 y 22 horas después
de la administracién. Analizamos también el cambio de peso durante los tres dias
posteriores al tratamiento. Los resultados obtenidos demostraron que la
administracion del compuesto UB-001 no produce cambios ni en la ingesta ni en el
peso de los animales tratados (Figura 23 B y C). Esta pérdida de accién anoréxica
podria deberse a una disminucién de potencia inhibidora del compuesto UB-001-CoA

sobre CPT1A.

En base a los resultados obtenidos se tomé la decisidon de analizar, en primer
lugar, el efecto in vitro de todos los nuevos derivados de C75 y seleccionar, para
estudios posteriores in vivo, solamente aquellos con capacidad de inhibir CPT1A de

manera significativamente mas potente que el propio C75-CoA.
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Figura 23. Efecto del compuesto UB-001 sobre la actividad CPT1 in vitro, el peso y la ingesta. (A) 10-15
ug de extractos mitocondriales de levadura que sobre-expresan el enzima CPT1A fueron pre-incubados
durante 1 minuto con concentraciones crecientes de C75-CoA o UB-001-CoA a 30°C. A continuacidén se
ensayd la actividad CPT1A. Los resultados se expresan como % de actividad remanente respecto al
control (sin inhibidor) (promedio + SEM). (B,C) Se realizaron inyecciones i.c.v. de 10 uL de UB-001 y C75
(33 mM). (B) 1, 2, 4y 22 horas después de la inyeccion se realizaron medidas de la ingesta. (C) Durante
los tres dias posteriores al tratamiento se midio el peso de los animales tratados. Los datos se expresan
como el promedio £ SEM. n = 10. *: p < 0,05.

5.2. INTRODUCCION DE UN GRUPO CARNITINA EN LA POSICION C-3 DE C75: KM079

Los estudios de Docking computacional realizados anteriormente indicaban que
el acido carboxilico de C75 se posicionaria en el lugar para el sustrato carnitina del
enzima CPT1A (Mera, Bentebibel et al., 2009). En base a estos resultados, decidimos
realizar una nueva modificacién a C75 consistente en la introducciéon de un grupo

carnitina en el lugar del acido carboxilico en la posicién C-3 (KM079). El objetivo de
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esta modificacion fue el de conseguir una molécula con una unién mas especifica al

enzima CPT1A. La estructura de KMO079 y su derivado —CoA (KMO081) se detalla en la

Figura 24.
/ /
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Figura 24. Estructura quimica de C75 y sus derivados, KM0792 y KMO081. En rojo se marca la posicion C-
3 de la molécula de C75.

Efecto sobre la actividad CPT1A in vitro

Para analizar el efecto de KM081 (aducto —CoA) sobre la actividad CPT1A
realizamos dos aproximaciones diferentes: en primer lugar estudiamos el efecto de
este derivado en la actividad CPT1A de extractos mitocondriales de levaduras sobre-
expresando el enzima. Para ello incubamos dichos extractos con concentraciones
crecientes de KMO081 durante 1 minuto a 30°C y a continuacidn analizamos la actividad
CPT1. En segundo lugar, utilizamos un sistema mas fisiolégico consistente en
fracciones mitocondriales provenientes de hepatocitos de rata. El ensayo de actividad
con mitocondrias de hepatocitos de rata se realizé de la misma manera que con
extractos de levadura, sin embargo se incrementd el tiempo de incubacion del
inhibidor con la proteina (10 minutos). Este mayor tiempo de incubacidén permitiria la

unioén enzima-inhibidor en el caso que ésta fuera de tipo lento.

Los resultados obtenidos demostraron que KM081 no es un inhibidor de CPT1A,
puesto que no reduce la actividad ni de extractos mitocondriales de levaduras que
sobre-expresan el enzima (Figura 25 A), ni de extractos mitocondriales de hepatocitos
primarios de rata (Figura 25 B). Al mismo tiempo, estos datos apoyaron la validez del
sistema de sobre-expresién de CPT1A en levadura para el analisis de la unién enzima-
inhibidor, ya que los datos obtenidos con este modelo resultaron muy similares a los
obtenidos con un sistema mas fisioldgico, como son los extractos mitocondriales de

hepatocitos de rata.
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Figura 25. Actividad CPT1A en presencia de concentraciones crecientes de KM081 y C75-CoA. 10-15 ug
de extractos mitocondriales de levadura sobre-expresando el enzima CPT1A fueron incubados durante 1
minuto con concentraciones crecientes de Km081 o C75-CoA a 30°C (A). 20 ug de extractos
mitocondriales de hepatocitos primarios de rata fueron incubados durante 10 minutos con
concentraciones crecientes de Km081 o C75-CoA a 30°C (B). A continuacion se ensayo la actividad
CPT1A. Los resultados se expresan como % de actividad remanente respecto al control (sin inhibidor)
(promedio * SEM).

De los resultados presentados se concluye que las modificaciones realizadas
hasta el momento en la molécula de C75 producen una pérdida o disminucién de
funcién respecto a la capacidad de inhibir CPT1A in vitro. Este hecho remarca la
importancia del grupo —COOH en la posiciéon C-3 de esta molécula, en cuanto a su
accion sobre CPT1A se refiere, y aporta nuevos datos para la futura sintesis de otros

derivados de C75.

En conclusion, los resultados obtenidos en esta segunda parte del trabajo,
permiten afirmar que la inhibicidon de CPT1 en el hipotdlamo por C75 es una pieza clave
en el mecanismo de accidn central de este compuesto. Al mismo tiempo, la sintesis por
separado de los dos enantiémeros de esta molécula nos ha permitido separar su
accion sobre las dianas CPT1 y FAS. Este logro permitira avanzar en el disefio de nuevos
compuestos, mas especificos, para el tratamiento de diferentes patologias, como la

obesidad o el cancer.
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La obesidad es una enfermedad con una incidencia cada vez mayor en las
sociedades industrializadas. A pesar de tratarse de una patologia multifactorial, el
consumo masivo de alimentos caléricos y el sedentarismo son dos factores clave en su
aparicién. Por este motivo, entender los procesos fisiolégicos y moleculares que
controlan la ingesta y el gasto de energia es esencial en el desarrollo de terapias, no
solo para el tratamiento, sino para la prevencion de la obesidad y los trastornos

asociados.

El metabolismo lipidico en el hipotdlamo juega un papel fundamental en el
mantenimiento del balance energético. La modulacion de los enzimas que regulan la
sintesis y oxidacién de acidos grasos en el hipotdlamo se traduce en cambios en el
consumo de alimentos, el peso corporal y el metabolismo glucidico, que se han
atribuido a las variaciones en las concentraciones celulares de malonil-CoA y/o LCFA-
CoA. Sin embargo, aun hoy existen dudas sobre los efectores de estas moléculas y los

eventos moleculares que subyacen a estos cambios.

El presente trabajo se centra en el estudio de CPT1A en el hipotdlamo, y su
papel en la regulacidn de la ingesta. Esta isoforma se localiza en las mitocondrias vy, a
diferencia de CPT1C, regula la B-oxidacidn de 4cidos grasos. Para analizar su funcién en
la modulacién del apetito realizamos dos aproximaciones diferentes, su sobre-

expresion e inhibicion en el hipotalamo.

Para la sobre-expresion de CPT1A, utilizamos un virus adenoasociado (AAV,
adenoassociated virus) como vector. La obtencién de estos virus por parte de nuestro
grupo fue el resultado de una colaboracién con la empresa holandesa AMT,
especializada en el disefio de vectores para su utilizacién en terapia génica. El empleo
de esta herramienta otorga varias ventajas. En primer lugar, los AAV permiten la
expresion de una proteina exdgena durante periodos largos. En segundo lugar, la
respuesta inmunitaria que estos virus provocan en el organismo infectado es
practicamente nula, convirtiéndose en excelentes candidatos para la sobre-expresion

de proteinas en modelos animales.

Un punto clave de este trabajo ha sido la utilizacion de CPT1AM, isoforma
permanentemente activa e insensible a malonil-CoA de CPT1A. Esta caracteristica

permite desacoplar el eje malonil-CoA-CPT1 con el objetivo de determinar cual es Ia
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molécula senalizadora que, en el hipotdlamo, conduce a una modulacidn de la ingesta.
La insensibilidad de CPT1AM a su inhibidor fisioldgico y su capacidad de mantener una
mayor oxidacion de acidos grasos, ha sido comprobada en diferentes estudios
publicados previamente por nuestro grupo (Orellana-Gavalda, Herrero et al., 2011;
Morillas, Gdmez-Puertas et al., 2003; Herrero, Rubi et al., 2005; Sebastian, Herrero et

al., 2007).

Por otro lado, para la inhibicién de CPT1 utilizamos el compuesto C75 y sus
derivados. La colaboracion entre nuestro grupo y el Grupo de Investigacion en
Metodologia Sintética Aplicada a Productos Bioactivos del departamento de Quimica
Organica (Facultad de Quimica) de la Universidad de Barcelona, nos ha permitido
disponer de una bateria de moléculas derivadas de C75, que utilizamos con dos
propdsitos: en primer lugar, profundizar en la accién bioldgica de este compuesto
centrandonos en su efecto sobre CPT1; en segundo lugar, tratar de obtener una
molécula con una accion biolégica mas potente y/o especifica, como primer paso en el
desarrollo de farmacos para el tratamiento de la obesidad y los trastornos

relacionados.

1. LA SOBRE-EXPRESION DE CPT1 EN EL VMH PRODUCE HIPERFAGIA

El hipotdlamo ventromedial (VMH) ha estado considerado durante mucho
tiempo como el centro de saciedad, pues las lesiones en este nucleo causan hiperfagia
y obesidad en ratas (Hervey, 1959). En los ultimos afios se ha resaltado su accién
integradora de sefales en los procesos de regulacién del apetito y el balance
energético, destacando su papel en la modulacién de la homeostasis glucidica (Kang,
Routh et al., 2004; Uyama, Geerts et al., 2004). Por estos motivos decidimos analizar el
efecto que la sobre-expresion de CPT1AM, especificamente en este nucleo, tiene sobre
la ingesta y el metabolismo de la glucosa. Nuestras investigaciones se basan en la
siguiente hipdtesis: la sobre-expresién de CPT1AM en el VMH generaria una tasa de
oxidacion de LCFA-CoA continua, disminuyendo la concentracién de estas moléculas y
desregulando, en las células infectadas, la capacidad de monitorizar la disponibilidad
de acidos grasos. De acuerdo con resultados publicados previamente (Pocai, Lam et al.,

2006), estos hechos alterarian la ingesta de alimentos, al menos a corto plazo, sin
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embargo hasta el momento no se han reportado sus efectos a largo plazo. Para
abordar esta cuestion utilizamos AAVs que permiten la expresion estable y prolongada

de CPT1AM.

La sobre-expresidon de esta proteina, no solo permitiria mantener una oxidacion
de 4cidos grasos constante, sino que alteraria su concentracién sin, a priori, afectar los
niveles de malonil-CoA. Los niveles de este metabolito y de LCFA-CoAs estdn
intimamente ligados, pues los cambios del primero se traducen en una variacién de los
segundos. Por ello, es complicado determinar cual de estas moléculas es la sefial que
comporta la modulacion de la ingesta. Sin embargo, la sobre-expresiéon de una
isoforma de CPT1A insensible a malonil-CoA permitiria disminuir los niveles celulares
de LCFA-CoA independientemente de la concentracién de malonil-CoA, permitiendo

analizar los efectos de ambas moléculas separadamente.

Los datos obtenidos confirman que la inyeccion de AAV-CPT1AM produce un
aumento en los niveles de mRNA, proteina y actividad CPT1 en el cerebro de los
animales tratados, demostrando la funcionalidad de la herramienta utilizada en este
tejido. Si bien no analizamos la tasa de B-oxidacidn tras la infeccidn con los AAVs,
estudios previos publicados por nuestro grupo demuestran que la sobre-expresion de
CPT1AM en ratones provoca un aumento de la actividad enzimatica y un incremento
en la oxidacién de acidos grasos en el higado (Orellana-Gavalda, Herrero et al., 2011).
También pudimos analizar la localizacidén de las células infectadas tras la inyeccion de
los virus en el VMH, gracias a la fluorescencia de la proteina utilizada como control
(GFP). Si asumimos que las inyecciones se realizaron de la misma manera en los
animales GFP y CPT1AM, estos resultados nos indican que la infeccidn se limita,
mayoritariamente, a la zona mediobasal del hipotdlamo, concretamente al nucleo

VMH.

Una vez demostrada la capacidad de nuestra herramienta para generar un
aumento en la expresion de CPT1AM, estudiamos su efecto sobre la ingesta, el peso y
el metabolismo glucidico en los animales tratados, durante los 5 meses posteriores a la

administracion de los virus.

Los resultados obtenidos demuestran que la sobre-expresién de CPT1AM en el

VMH causa hiperfagia. El incremento en la ingesta de los animales tratados aparecio
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aproximadamente 3 semanas después de la administracién de los AAVs, coincidiendo
con el momento en el que estos virus alcanzan su nivel de expresion maxima (Wang,
Wang et al., 2003). Estos resultados estan en consonancia con estudios anteriores en
los que se demuestra que la estrategia contraria, la inhibicion de CPT1A en el
hipotdlamo, causa una significativa disminucién del consumo calérico (Obici, Feng et

al., 2003).

Sorprendentemente, a pesar de ingerir mas alimentos, los animales CPT1AM
no mostraron un aumento de peso respecto al grupo control. Si bien se observé una
tendencia clara, las diferencias no resultaron estadisticamente significativas (p=0,07).
Por otro lado, la adiposidad, representada como el peso del TAB epididimal y los
niveles circulantes de leptina, tampoco es mayor en los animales CPT1AM, aunque el
analisis histoldgico del TAB si reveld diferencias en el tamafio de los adipocitos entre
ambos grupos, siendo mas grandes en los animales CPT1AM. En este punto cabe hacer
dos reflexiones: en primer lugar, es posible que con el tiempo las diferencias en el peso
de los animales llegaran a ser significativas. En segundo lugar, existe la posibilidad que
los animales CPT1AM presenten un mayor gasto energético que les lleva a consumir
las calorias extra ingeridas. Sin embargo ésta hipdtesis deberia ser confirmada

realizando un estudio metabdlico mas amplio.

A causa del fenotipo hiperfagico observado esperdbamos encontrar un
aumento en la expresion de NPY/AgRP y/o una disminucion en la de POMC/CART.
Curiosamente, no hallamos diferencias en la expresidn de estos neuropéptidos, a pesar
del aumento en la ingesta observado en los animales CPT1AM. Este dato resulta
sorprendente si analizamos los resultados reportados en estudios anteriores, pues la
modulacion del metabolismo de los acidos grasos en el hipotdlamo produce cambios
en la ingesta acompaifiados de variaciones en la expresidn de los neuropéptidos
orexigénicos y anorexigénicos. Por ejemplo, la administracion i.c.v. de acido oléico
provoca una disminucion en la ingesta y la expresion de NPY en el hipotalamo (Obici,

Feng et al., 2002 (b)).

Si bien en los animales CPT1AM no se observan diferencias en los niveles de
MRNA de estos péptidos reguladores del apetito, si se produce un aumento

significativo en la expresion del receptor Y1 del NPY (NPY1R) y el receptor de la
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hormona orexigénica grelina (GHS-R). Estos resultados resultan novedosos, pues hasta
el momento no se habia descrito que la modulacién del metabolismo lipidico en el
hipotalamo alterara la expresion de estos receptores, y sugieren que los animales
CPT1AM presentan mayor respuesta a NPY vy grelina, explicando la hiperfagia
observada. La regulacién al alza del receptor NPY1R en un modelo de hiperfagia se
reporté también en el afio 1998, en animales sometidos a un tratamiento central con
colchicina (Kalra, Dube et al., 1998). Sin embargd, cdmo en nuestro modelo la sobre-
expresion de CPT1IAM modula la expresion de estos receptores es una cuestién que

aun debemos resolver.

Al analizar estos resultados, es importante tener en cuenta que las
determinaciones de la expresidn génica se realizaron tras someter a los animales a un
ayuno de 6 horas. Puesto que los niveles de neuropéptidos, como NPY, son un
indicativo del estado nutricional, su expresion y liberacidén varia entre las situaciones
de ayuno y alimentacion (Lopaschuk, Ussher, et al., 2010). Por este motivo, tras la
privacion de alimentos los niveles de los péptidos orexigénicos son altos y los de los
anorexigénicos bajos. Si en nuestro modelo, que sobre-expresa CPT1AM, la hiperfagia
se debiera a un aumento moderado en la expresién de NPY/AgRP y/o una disminucion
en la de POMC/CART, podria resultar complejo detectar estas diferencias con el fondo
propio de una situacién de ayuno. Por ese motivo, resultaria muy interesante repetir

estos analisis con el hipotdlamo de animales alimentados.

Se ha descrito que también varios enzimas del metabolismo lipidico en el
hipotdlamo estan regulados nutricionalmente (Dowell, Hu et al., 2005; Hu, Cha et al.,
2003). Durante el ayuno se produce una fosforilacion/activacion de AMPK, la
consiguiente fosforilacion/inhibicion de ACC y una reduccion en los niveles de malonil-
CoA. De igual manera, se disminuyen los niveles de mRNA y proteina FAS,
especificamente en el nicleo VMH (Ldpez, Lage et al., 2008). Esta reduccion nucleo-
especifica es especialmente interesante, pues sugiere que FAS puede actuar como un
sensor del estado nutricional en ciertas neuronas del hipotdlamo. En nuestros
experimentos observamos un aumento significativo de los niveles de mRNA de FAS en
el MBH (VMH + ARC) de los animales CPT1AM respecto al control. Si bien no podemos

asegurar que este aumento se traduzca en una mayor actividad enzimatica, no
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resultaria extraio que en una situacién en la que se estdn oxidando acidos grasos
continuamente se indujera la expresion del enzima encargado de su sintesis, como un
mecanismo compensador destinado a mantener el pool celular de lipidos. Al mismo
tiempo, y teniendo en cuenta el papel sensor de FAS, se plantea una importante
cuestion: la mayor expresion de este enzima en los animales CPT1AM podria traducirse
en una actividad mdas alta y por tanto una disminucién en la concentracién de su
sustrato, malonil-CoA, propuesto como importante molécula senalizadora en la
regulacion de la ingesta. De ser asi, la sobre-expresién de CPT1AM no sdlo se traduciria
en una disminucién de sus sustratos, LCFA-CoA, sino también de malonil-CoA,
dificultando resolver la incognita de cual de las dos moléculas desencadena el efecto
orexigénico observado. Sin embargo, resulta posible que a pesar de la activacién
transcripcional de FAS la concentracion neta de malonil-CoA en el hipotadlamo no varie,

por lo que se hace indispensable cuantificarla para extraer una conclusion valida.

El aumento en el mRNA del receptor de grelina en el hipotdlamo de los
animales CPT1AM se acompaifia de un aumento en los niveles plasmaticos de esta
hormona. Si bien se ha descrito ampliamente que el efecto de este péptido
orexigénico en el hipotdlamo se basa en su acciéon sobre el metabolismo lipidico
(Lépez, Lage et al., 2008), como la sobre-expresion de CPT1AM causa un aumento en
su sintesis y liberacidn es una cuestién sin resolver. Sin embargo, este aumento en los
niveles plasmaticos de grelina estd en consonancia con la hiperfagia observada en los
animales CPT1AM. De hecho, con los datos de que disponemos podemos afirmar que
estos animales comen mas, sin embargo no sabemos si es porque tardan mas tiempo
en saciarse o porque tienen un estimulo iniciador de la ingesta mas habitualmente que
el grupo control. Si tenemos en cuenta que grelina es una sefial hormonal muy
importante en la iniciacion del acto de comer, podriamos considerar el aumento
observado como una sefial que los animales CPT1AM tienen un impulso mayor para
iniciar el consumo de alimentos. Sin embrago, deberiamos profundizar en esta
cuestion investigando, entre otras cosas, el comportamiento alimenticio de los

animales CPT1AM.

De los resultados obtenidos se puede concluir que la sobre-expresion de

CPT1AM en el VMH causa hiperfagia y una tendencia al aumento de peso y la
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adiposidad. Estos hechos van acompanados de un incremento en la expresién génica
de FAS, NPY1R y GHS-R en el hipotalamo y de la concentracién sérica de grelina-

acilada.

2. LA SOBRE-EXPRESION DE CPT1AM EN EL VMH CAUSA RESISTENCIA A LA INSULINA
E INTOLERANCIA A LA GLUCOSA

El analisis de la concentracién de insulina desvelé un aumento de la misma en
los animales CPT1AM respecto al control. Igualmente, se observé un incremento en la
concentracion de glucosa en sangre. Estos hechos demuestran la aparicion de

resistencia a la insulina en los animales sobre-expresando CPT1AM en el hipotalamo.

Cuando analizamos los datos obtenidos en diferentes momentos del
experimento (0, 9, 19 y 23 semanas después de la inyeccion de los AAVs) observamos
una progresion de la enfermedad hacia la resistencia a la insulina en primer lugar y la
intolerancia a la glucosa y la hiperglucemia en ultimo término. Tras 9 semanas de
tratamiento se observé la aparicion de hiperinsulinemia en los animales CPT1AM
respecto al control. Diez semanas después de estos primeros anadlisis los animales
CPT1AM resultaron ser intolerantes a la glucosa y, por ultimo, 23 semanas después de
la administraciéon de los virus las medidas de glucosa en ayuno demostraron la

apariciéon de hiperglucemia en el grupo CPT1AM.

Segun estudios previamente publicados, la disponibilidad de LCFA-CoA en el
hipotdlamo regula la gluconeogénesis hepatica (Obici, Feng et al., 2002 (b); Obici, Feng
et al., 2003; Pocai, Lam et al., 2006). Se ha demostrado, que la abundancia de estos
metabolitos en las neuronas genera una sefial que se transmite hasta el higado, a
través del nervio vago, capaz de frenar la gluconeogénesis en ese tejido. En nuestro
modelo animal, tras la sobre-expresién de CPT1AM en el VMH, resultaria imposible
generar esta sefial de “abundancia”, en forma de niveles elevados de LCFA-CoA, lo que
no solo produce hiperfagia sino también podria traducirse en un aumento de la
gluconeogénesis hepdatica. El aumento en los niveles de mRNA de PEPCK en el higado
de los animales CPT1AM es un indicativo de una mayor actividad gluconeogénica en
estos animales respecto al control. En base a estos resultados nos planteamos la

siguiente hipodtesis: la sobre-expresion de CPT1AM en el VMH se traduce en una mayor
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gluconeogénesis hepatica. Esto implica la necesidad de liberar mas insulina, con el
propodsito de mantener la glucemia en valores normales. Al prolongarse esta situacion
en el tiempo podria ocurrir que finalmente fallaran los sistemas destinados a
compensar esta elevada gluconeogénesis generando, en primer lugar, intolerancia a la
glucosa vy, por ultimo, hiperglucemia. La idea planteada resulta coherente con el
fenotipo observado en nuestros animales, sin embargo son necesarios mas estudios
para investigar diferentes cuestiones: en primer lugar, deberiamos analizar la
contribucién de otros tejidos, y no solo el higado, a este fenotipo. Realizando un clamp
hiperinsulinémico-euglicémico podriamos investigar, no solo los flujos de glucosa
hepaticos, sino también la captacion de este sustrato por otros tejidos en los animales
CPT1AM. Por otro lado, resultaria muy interesante explorar el eje hipotalamo-pancreas
(Helman A, Marre M et al., 1982; Thorens B, 2010) en estos animales, para tratar de
entender cdmo la sobre-expresion de CPT1AM en el VMH afecta al metabolismo de la

célula-p pancreatica, encargada de la sintesis y secrecién de insulina.

Por otro lado, cabe la posibilidad que la desregulacion en el metabolismo
glucidico se deba, al menos en parte, a la mayor ingesta caldrica observada en el grupo
CPT1AM. Realizando experimentos de pair-fed, en los que los animales CPT1AM
recibirian una cantidad de comida equivalente a la ingerida por el grupo control,
podriamos diseccionar qué efectos son debidos a la sobre-expresion de CPT1AM en el

VMH y cudles lo son a la hiperfagia derivada de este hecho.

En resumen, los datos obtenidos demuestran por primera vez que la sobre-
expresion, a nivel central, de CPT1AM tiene efectos sistémicos que se traducen en la

apariciéon de resistencia a la insulina e intolerancia a la glucosa.

3. LA SOBRE-EXPRESION DE CPT1AM EN EL VMH ALTERA LA EXPRESION DE snoRNAs
Y HSPBs EN EL HIPOTALAMO

Los resultados obtenidos con el chip de DNA nos permitieron tener una visién
general del perfil génico originado en el hipotdlamo tras la sobre-expresion de
CPT1AM. De entre todos los transcritos diferencialmente expresados destacan los
correspondientes a snoRNA (small nucleolar RNA) (expresién up-regulada en animales

CPT1AM) y proteinas de choque térmico (HSP, heat shock protein) (expresién down-
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regulada en animales CPT1AM). Estos datos resultan novedosos, aunque lo cierto es
que poco se sabe de la relacién entre éstas moléculas y la modulacién del balance
energético. Sin embargo, las importantes funciones reguladoras que desempefian unos

y otras acentlan la importancia de estos resultados.

Los snoRNA son pequeiias moléculas de RNA no codificante que normalmente
residen en los intrones de genes huésped y sélo en algunos casos se encuentran bajo el
control de promotores independientes (Scott y Ono, 2011). Se ha descrito que estos
RNAs presentan, esencialmente, funciones reguladoras entre las que destacan la
biogénesis ribosomal, la modificacion quimica de otros RNAs (rRNA, snRNA, tRNA), el
splicing alternativo de mRNAs y en algunos casos actian como miRNA (Figura 1). Estos
ultimos, a su vez, regulan la traduccién del mRNA de diferentes maneras: inhiben la
funcién ribosomal, desestructuran la capucha del extremo 5’ de los mRNA, pueden
causar la desadenilacion de la cola de poli-A o degradar los mRNA diana (Galasso, Sana

et al., 2010).

Regulacidn biogénesis ribosomal

Regulacién splicing

alternativo <« snoRNA ——— Funcién como miRNA

Modificacién quimica de RNAs

Figura 1. Funciones de los snoRNA.

Debido a la cantidad de funciones que realizan los snoRNAs, las implicaciones
fisioldgicas del aumento en su expresion son dificiles de establecer. En los animales
CPT1AM encontramos up-regulados los snoRNAs SNORD113, SNORD115 y SNORD116.
Para empezar, aun no se conocen todas las dianas de estos tres snoRNA, sin embargo,
en humanos, la inactivacidon o delecién de la zona cromosdémica situada en 15q11.2,
gue codifica para los snoRNAs SNORD115 y SNONRD116 (designada como PWOCR,
Prader-Willi cromosome), se asocia a la enfermedad de Prader-Willi (PW). Esta

enfermedad se caracteriza por la hiperfagia y severa obesidad que presentan los
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pacientes afectados. Asimismo, la delecion de SNORD116 en ratones también causa
hiperfagia, revelando un nuevo rol para un RNA no codificante en la regulacion de la

homeostasis energética (Ding, Li et al., 2008; Galasso, Sana et al., 2010).

Concretamente, se ha descrito que SNORD115 regula el splicing alternativo de
diferentes genes. Entre ellos cabe destacar el receptor 2C de serotonina (5-HT,cR), que
sufre un procesamiento alternativo a raiz de la interaccion de SNORD115 con el exén
Vb del mRNA de 5-HT,cR (Kishore y Stamm, 2006). A raiz de esta interaccién se
generan transcritos que incluyen el exén Vb del receptor de serotonina. Este exdn
codifica para el segundo bucle intracelular del receptor, crucial para la unién de la
proteina G acoplada y la correcta funcionalidad del mismo. La pérdida de SNORD115
promueve la maduracién de un mRNA carente de Vb y codificante para un receptor
con una eficacia entre 10 y 100 veces menor que el codificado por la forma no editada.
En los pacientes PW este defecto en el sistema serotoninérgico explicaria muchos de
los sintomas, entre ellos la hiperfagia severa asociada a la obesidad, pues la unién de
serotonina al receptor 5-HT,cR promueve la disminucién de la ingesta y produce una

sefial de saciedad.

En nuestro modelo, la expresion de SNORD115 y SNORD116 se encuentra
aumentada en los animales CPT1AM por lo que la hiperfagia observada no se deberia a
una menor eficacia del receptor 5-HT,cR. De hecho, las consecuencias fisioldgicas de
este aumento en la expresidon de los snoRNAs no estdn claras vy, puesto que estas
moléculas podrian regular el splicing de muchos otros transcritos desconocidos no
podemos establecer la relacidn entre el aumento en su expresién y el fenotipo
observado. Por este motivo, resultarian muy interesantes los estudios a nivel
molecular con el objetivo de identificar nuevas dianas de los snoRNAs. Tal vez con la
informacién obtenida podriamos descifrar la cascada de eventos moleculares que se
derivan de la sobre-expresién de CPT1AM en el hipotdlamo y que llevan a aumentar la

ingesta y la aparicidn de resistencia a insulina.

Otros transcritos diferencialmente expresados (down-regulados) en los
animales CPT1AM son los correspondientes a las proteinas de choque térmico HSPB1 y
B8. La familia de las HSP se divide en distintos grupos con funciones especificas, sin

embargo, tradicionalmente a estas proteinas con actividad chaperona se les otorga un
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papel en la respuesta de las células al estrés. Concretamente en el SNC se les atribuyen

funciones neuroprotectoras (Stetler, Gan et al., 2010).

Las HSPB, o HSP pequefias, se describieron recientemente y por tanto no existe
tanta informacién como sobre otros miembros de la familia. Sin embargo se ha
descrito que HSPB1 y B8 se expresan en cerebro, concretamente en astrocitos y otras
células gliales (Stetler, Gan et al., 2010; Wilhelmus, Otte-Holler et al., 2006). Su
expresidon neuronal es limitada y se restringe a neuronas motoras y sensitivas del

tronco del encéfalo y cerebelo (Plumier, Hopkins et al., 1997; Chen y Brown, 2007).

El patrén de expresion de HSPB1 y B8 en células gliales nos llevd a plantearnos
la siguiente cuestion: a pesar de que el serotipo de virus utilizado (serotipo 1) infecta
mas eficientemente neuronas que otros tipos celulares, se ha observado que también
son capaces de infectar astrocitos y demas células gliales (Wang, Wang et al., 2003).
Por otro lado, las determinaciones de expresion génica se realizaron a partir de
muestras de hipotalamo, conteniendo tanto neuronas como células de la glia. Por todo
ello, no podemos saber si la disminucién de HSPB1 y B8 observada en nuestros
experimentos se produce en astrocitos, neuronas o en los dos tipos celulares. De igual
manera no podemos asegurar que esta down-regulacién se haya producido en las
mismas células que sobre-expresan CPT1AM. Es decir, podria ocurrir que el aumento
de CPT1AM en neuronas se tradujera en una disminucidn de la expresion de HSP en
astrocitos y viceversa. Esta idea no resulta insdlita si nos basamos en la estrecha
relacion que existe entre estos dos tipos celulares. La vinculacién entre ambos es
crucial para la funcién neuronal e incluso recientemente se les ha otorgado gran
notoriedad a los astrocitos en la regulacién hipotalamica del metabolismo glucidico
(Chari, Yang et al., 2011; Lam, Gutierrez-Juarez et al., 2005). En esta misma linea, un
trabajo publicado en el afio 2001 demuestra que la inhibicién de la ingesta producida
por FGF-1 (factor de crecimiento de fibroblastos, fibroblast growth factor-1) se
acompafia de una induccidn de la expresién de HSPB1 de manera selectiva en los
astrocitos del hipotalamo (Suzuki, Li et al., 2001). En este trabajo, los autores sugieren
gue algunos supresores del apetito (como FGF-1) regulan la funcion de los astrocitos
para suprimir la ingesta mientras que otros (como leptina) no utilizan este mecanismo.

Para hacer esta afirmacion se basan en la induccion selectiva de HSPB1 en los
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astrocitos de los animales tratados con el péptido FGF-1, sin embargo puntualizan que
los mecanismos por los que esta chaperona regula la ingesta son desconocidos. A
pesar de que no se aporta ninguna evidencia experimental, los autores sugieren que
HSPB1 podria actuar modulando la actividad de neuronas diana. Asi pues, si la
actividad de estas chaperonas en los astrocitos pudiera regular la actividad neuronal

podriamos suponer que esto sucede también en nuestro modelo.

En el contexto celular la actividad chaperona de estas proteinas tiene
implicaciones diversas. Por un lado las HSPB se han asociado a la regulacién de la
autofagia, que se define como la degradaciéon controlada de proteinas u organulos
subcelulares (Majeski y Dice, 2004). También juegan un papel crucial en la
agregacion/desagregacion de proteinas, modulando el dinamismo de los filamentos de
actina y por tanto la motilidad celular (Lavoie, Hickey et al., 1993; Outeiro, Klucken et
al., 2006). Asimismo, se ha descrito que estas proteinas estan presentes en algunas
regiones sinapticas, sugiriendo la posibilidad de que tengan un papel en este proceso
(Bechtold y Brown, 2000). Se han localizado en los nucleos de neuronas (Bryantsev,
Chechenova et al., 2007) donde se les ha atribuido la funciéon de co-activar la
transcripcion (Friedman, Li et al., 2009). Igualmente, se ha propuesto que también
actian como moduladoras de distintas cascadas de sefializacion, ya que forman parte
de muchos complejos proteicos asociados a las mismas (Stetler, Cao et al., 2008)

(Figura 2).

Co-activacion de la Modulacién cascadas
. .7 k A ~ . .7
transcripcién de sefializacion

HSP

* Agregacién/desagregacion

i
Regulacién proceso “ '
: proteinas

sindptico
A\
Regulacion autofagia

Figura 2. Funciones celulares moduladas por HSP.

A pesar de conocer algunas de sus funciones, no sabemos cémo HSPB1/BS8
intervienen en la regulacién del apetito. En nuestro modelo, resultaria crucial analizar

en primer lugar la localizacidn de la propia CPT1AM, con el objetivo de determinar si
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ésta proteina y las HSP co-localizan en las mismas células para analizar la relacién entre

ambas.

Tomados en conjunto, los resultados obtenidos permiten concluir que la sobre-
expresion de CPT1AM en el VMH produce hiperfagia, resistencia a la insulina e
intolerancia a la glucosa en ratas. Este fenotipo se acompafia de la sobre-expresidn, en
el hipotdlamo, de FAS y los receptores NPY1R y GHS-R y, en el higado, de PEPCK vy
ACC1. Asimismo, en el hipotalamo se observa una induccién en la expresién de los
snoRNAs SNORD113, 115 y 116, pequefias moléculas de RNA con capacidad de regular
diferentes procesos celulares, entre ellos el splicing alternativo de varios mRNA diana.
Por otro lado, la sobre-expresion de CPT1AM también causa disminucion en la
expresion de HSPB1/BS8, proteinas con actividad chaperona expresadas en astrocitos
que podrian actuar modulando la actividad de neuronas diana. La caracterizacién
molecular de los eventos que conectan una mayor oxidacién de acidos grasos con los

fenédmenos descritos deberd abordarse en investigaciones futuras.

4. LA INHIBICION DE CPT1 EN EL HIPOTALAMO REDUCE LA INGESTA Y EL PESO

Las terapias clasicas para el tratamiento de la obesidad se basan en la
implantacidn de una dieta hipocaldrica y la realizacién de ejercicio fisico. Sin embrago,
la experiencia clinica demuestra que en un numero significativo de pacientes estas
medidas no resultan exitosas, generando la necesidad de su complementaciéon con

tratamientos farmacolégicos.

Los farmacos destinados a reducir el peso actuan, principalmente,
disminuyendo la ingesta (sibutramina, comercializado como Reductil®), aumentando el
gasto energético (sibutramina) o reduciendo la absorcién de nutrientes (orlistat,
comercializado como Xenical®). A lo largo de la historia se han utilizado variedad de
moléculas sin bien la gran mayoria han fallado en su propdsito a causa de los
indeseables efectos secundarios asociados al tratamiento. De hecho, en el afio 2010 la
FDA (Food and Drug Administration) y la Agencia Europea del Medicamento ordenaron
suspender la comercializacion de sibutramina. A pesar de sus acciones beneficiosas, los

pocos farmacos que estan disponibles hoy dia no han conseguido solucionar el
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problema de la obesidad. Todo ello hace necesaria la investigacién en este campo, y el

desarrollo de nuevas terapias para el tratamiento de esta patologia.

En los ultimos afos se ha propuesto que CPT1 podria ser una buena diana para
los compuestos destinados a suprimir el apetito pues varios estudios demuestran que
la inhibicion de este enzima en el hipotdlamo, y el consiguiente acimulo de LCFA-CoA,
causa anorexia en roedores (Obici, Feng et al., 2003; Pocai, Lam et al., 2006). Por otro
lado, los resultados obtenidos en este trabajo demuestran que su sobre-expresidon en
el VMH causa hiperfagia y aumento de peso. Todo ello convierte a los inhibidores de

CPT1 en buenos candidatos para el desarrollo de nuevos farmacos anti-obesidad.

C75 es un potente reductor del peso y la ingesta y, por tanto, un buen
candidato para el tratamiento de la obesidad. El aumento de malonil-CoA, debido a la
presumible inhibicion de FAS, observado tras la administracion de este compuesto
explicaria su efecto anorexigénico (Loftus, Jaworsky et al., 2000). Sin embargo los
estudios publicados por Rorbach y colaboradores demuestran que existe una
desconexion entre la inhibicién de FAS en el hipotalamo y la supresion del apetito
causada por C75 (Rohrbach, Han et al.,, 2005). Otros autores proponen que este
compuesto es, ademds de inhibidor de FAS, activador de CPT1 y que es precisamente
la activacion de este enzima la causa de su efecto anorexigénico y reductor del peso
(Thupari, Landree et al., 2002; Aja, Landree et al., 2008). Estos hechos generaron una
controversia sobre la actividad de C75 y nos instaron a profundizar en el estudio de su

accion biolégica, especialmente sobre CPT1.

Resultados previos obtenidos en nuestro grupo demostraron que C75, una vez
activado a C75-CoA, es un inhibidor de CPT1 tanto in vitro como in vivo (Bentebibel,
Sebastian et al., 2006). De igual manera, otros conocidos inhibidores de CPT1, como
etomoxir o TDGA, también deben ser activados a sus derivados —CoA antes de ejercer
su accién farmacolégica. Con los resultados obtenidos en el presente trabajo
confirmamos que C75-CoA es un potente inhibidor de CPT1 y demostramos que, en su
forma no conjugada, no tiene ningun efecto sobre dicha actividad enzimdatica. Estos
datos estan en contradiccién con estudios publicados anteriormente que presentan a
C75 como un activador de CPT1. El incremento en la actividad podria deberse al

aumento en la expresion del enzima en higado y musculo observado tras la
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administracion de C75 (Cha, Hu et al., 2005; Tu, Thupari et al., 2005), sin embargo
varios estudios sugieren que la activacion en la -oxidacidn se debe al efecto directo
de este compuesto estimulando CPT1 (Nicot, Napal et al.,, 2004; Yang, Kays et al.,
2005). Hasta el momento, esta disparidad no ha sido resuelta. Por otro lado, hay que
tener en cuenta que diferencias en el protocolo de andlisis de la actividad CPT1

podrian conducir a resultados diversos.

Nuestros experimentos in vitro e in vivo se ven reforzados por los datos
obtenidos in silico. En colaboracién con el Grupo de Modelado Molecular del Centro de
Biologia Molecular Severo Ochoa de Madrid, generamos un modelo bioinformatico del
centro activo de la proteina CPT1A de rata, como parte del trabajo de esta Tesis. Toda
la informacidn sobre los métodos utilizados se detalla en (Mera, Bentebibel et al.,
2009). Utilizando este modelo se llevaron a cabo estudios de docking computacional
en los que se analizé cédmo seria la unién entre C75-CoA y CPT1A. Estos estudios
sugieren que el inhibidor se colocaria en el centro activo del enzima bloqueando los
sitios de unidn de los sustratos palmitoil-CoA y carnitina. La cadena alifatica de C75 se
posicionaria en el bolsillo del enzima destinado a la unidn de palmitoil-CoA y el grupo
carboxilo lo haria, de manera similar a malonil-CoA, en el lugar destinado al sustrato

carnitina (Figura 3) (Mera, Bentebibel et al., 2009).

Con estos antecedentes, analizamos si la activacion de C75 a C75-CoA sucedia
también in vivo. Los resultados obtenidos demuestran que, tras la administracion
central de C75, se forma C75-CoA y se inhibe la actividad CPT1 en el hipotdlamo. Este
hecho propone un nuevo mecanismo de accién para este compuesto basado en su
accién inhibidora sobre CPT1. La inhibicion de CPT1 por C75-CoA no influiria en la
inhibicién de FAS causada por C75 en su forma no conjugada. Por ello, hipotetizamos
gue, a nivel central, C75 inhibiria CPT1 de manera directa e indirecta, por acumulacién
de malonil-CoA, causando asi un aumento en los niveles de LCFA-CoA y una
disminucién del apetito. No obstante, la inhibicién de CPT1 observada en nuestros
experimentos tras la administracidn i.c.v. de C75 se debe exclusivamente a C75-CoA.
Puesto que malonil-CoA es un inhibidor reversible de CPT1, no se mantiene unido al
enzima durante el procesamiento del hipotdlamo para la obtencidon de la muestra

utilizada para los andlisis de actividad enzimatica. Sin embargo, C75-CoA es un
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inhibidor fuerte que requiere mas de 44 horas de dialisis para separarse del enzima y
se mantiene unido al mismo a pesar del protocolo experimental utilizado. Este hecho
permite asegurar que la inhibicion de CPT1 observada tras la administracién i.c.v. de
C75 se debe Unicamente a C75-CoA y no es un efecto indirecto por acumulacién de

malonil-CoA.

CPT1A

carnitine

'ﬁ_{,& malonyl-CoA

C75-CoA

Figura 3. Docking in silico de C75-CoA y malonil-CoA en el modelo 3-D del centro activo de CPT1A de
rata. Modelo propuesto para la colocacidon de una molécula de C75-CoA (A) y malonil-coA (B) en el
centro activo de CPT1A. Se indican las posiciones del sustrato carnitina y el residuo catalitico His473. En
el panel (A) se observa como el acido carboxilico de C75-CoA llena parcialmente el volumen
correspondiente al sustrato carnitina, de manera similar a como lo hace el inhibidor fisiolégico de CPT1,
malonil-CoA (B). (C) Estructura de los inhibidores malonil-CoA y C75-CoA vy del sustrato carnitina. (Mera,
Bentebibel et al., 2009)

Los estudios de RMN permitieron analizar la estructura quimica de C75-CoA y
determinar qué grupos funcionales son necesarios para la formacién del aducto. Los
resultados obtenidos demostraron que éste se forma por la reacciéon del grupo

sulfhidrilo del CoA-SH con el grupo metileno (=CH;) de C75. Para analizar el impacto
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que la pérdida del mismo tiene sobre la actividad anorexigénica de C75 y su efecto
sobre CPT1, se sintetizaron tres derivados de este compuesto sin grupo metileno (MLC,
methylene lacking-C75). De manera previa a los estudios bioldgicos, se comprobé la
incapacidad de los MLCs en formar el aducto unido a coenzima A. Los resultados
presentados demuestran que los MLCs son incapaces de inhibir el peso, la ingesta y la
actividad CPT1, tanto in vitro como in vivo. Unicamente MLC-1 causa una pequefia
disminucidon de la ingesta 22 después del tratamiento, sin embargo esta disminucién
no se mantiene los dias posteriores ni se traduce en una reduccién del peso.
Curiosamente, MLC-1 causa un incremento en los niveles de malonil-CoA, similar al
causado por C75, una hora después del tratamiento i.c.v. Por el contrario, este
aumento no se observa con el compuesto MLC-2. Estos datos sugieren que MLC-1
causaria un aumento de malonil-CoA a corto plazo que se traduciria en una reduccion
de la ingesta. Sin embargo, cabe resaltar que esta disminucion es menor que la
causada por C75, sugiriendo que la inhibicién de CPT1 seria necesaria para producir la
potente respuesta anorexigénica de este compuesto. Sorprendentemente, resultados
obtenidos por nuestro grupo demuestran que, in vitro, ninguno de los tres MLCs inhibe
la actividad del enzima FAS purificado (Trabajo de Master de Macarena Pozo Ariza).
Estos hechos indican que el aumento de malonil-CoA observado en el hipotdlamo tras
la administracién i.c.v. de MLC-1 podria deberse a un efecto indirecto y no a la
inhibicién de FAS, si bien para solucionar estd cuestion deberiamos examinar la

actividad de este enzima en el hipotdlamo tras el tratamiento con MLCs.

Tratando de profundizar en los requerimientos estructurales que convierten a
C75 en un supresor del apetito, analizamos la accidn biolédgica del isémero cis de este
compuesto (C75-cis). Cuando, en el afio 2000, se publicé la sintesis de esta
butirolactona los autores se centraron en el estudio del isémero trans de la molécula.
Uno de los motivos principales resulto ser la insolubilidad de C75-cis en medio acuoso.
No obstante, inicialmente estudiaron el efecto de la mezcla racémica de ambos
esteroisémeros sobre las células tumorales SKBr3. Sorprendentemente, descubrieron
que esta mezcla presentaba una citotoxicidad menor que el isémero trans purificado
(Kuhajda, Pizer et al., 2000). Todos los trabajos publicados desde entonces se

centraron en el estudio de dicho isdmero, conociéndose muy poco sobre la actividad
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de C75-cis. Como era de esperar, los resultados obtenidos durante el presente trabajo
revelan que éste no presenta la capacidad de inhibir ni la ingesta, ni el peso, ni la
activiadad CPT1 hipotaldmica de los animales tratados. Asombrosamente, su derivado
—CoA es capaz de inhibir la actividad CPT1A in vitro. Estos resultados sugerian que,
posiblemente, en el hipotdlamo no se produjera, o lo hiciera en menor medida, el
aducto C75-cis-CoA. Para aclarar esta cuestion analizamos su presencia en el
hipotdlamo de ratas inyectadas i.c.v. con C75-cis. Los resultados obtenidos
confirmaron la ausencia de C75-cis-CoA en los animales tratados, justificando la falta
de inhibicién de CPT1. Una posible explicacion a este fendmeno se basa en la mayor
inestabilidad quimica de C75-cis con respecto al isémero trans. Durante la sintesis de
este compuesto, miembros de nuestro grupo detectaron que la isomerizaciéon del
enlace exociclico de C75 a enlace endociclico (termodindmicamente mas estable) se
producia mas frecuentemente en el isémero cis que en el trans. Este fendmeno
imposibilitaria la formacién del aducto —CoA vy, de suceder in vivo, explicaria los

resultados logrados tras la administraciéon de C75-cis en el hipotalamo.

A raiz de los datos obtenidos decidimos proseguir nuestros estudios con el
isémero trans de C75. El siguiente objetivo consistié en la obtencién, por separado, de
los dos enantidmeros del compuesto y el estudio de sus acciones bioldgicas. Es un
hecho ampliamente conocido que habitualmente los enantiémeros de una molécula
presentan propiedades y actividades farmacoldgicas muy diversas. Por ello, resulta
imprescindible el andlisis de este fenédmeno como primer paso en el disefio de
moléculas con un potencial uso terapéutico. En el caso de C75, hasta el momento no
se habia descrito la sintesis ni la funciéon de sus enantiémeros por separado, si bien
recientemente se publicé un trabajo en el que se separaron ambas moléculas a partir
de una mezcla racémica (Chakrabarty, Forzato et al., 2010). Como parte de la
colaboracién entre nuestro grupo y el grupo dirigido por el Dr. Jordi Garcia en el
Departamento de Quimica Organica, se sintetizaron por primera vez los dos
enantiomeros de C75 separadamente y se procedié a analizar su efecto sobre la

actividad CPT1, el peso y la ingesta.

Los resultados obtenidos in vitro demuestran que Unicamente (+)-C75-CoA es

inhibidor del enzima, con una ICsg similar a la de la mezcla racémica de ambos
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enantiomeros ((x)-C75-CoA). Asimismo, (+)-C75 es inhibidor de la actividad CPT1
hipotalamica, confirmando los resultados obtenidos in vitro. Interesantemente, este
compuesto presenta una potente accidon anorexigénica cuando es administrado a nivel
central, mientras que la administracidon de (-)-C75 no genera esta respuesta. El hecho
gue (-)-C75 no inhiba CPT1, ni cause una reduccién del apetito y el peso tras su
administracion i.c.v., aporta nuevas evidencias de la importancia de la inhibiciéon de
CPT1 en la accién central de C75. Es importante resaltar que, resultados obtenidos por
otros miembros de nuestro grupo demuestran que ninguno de los enantiédmeros
inhibe la actividad FAS en el hipotdlamo, por lo menos a la dosis estudiada.
Curiosamente, a esta misma dosis (+)-C75 si causa una reduccion del apetito,
sugiriendo que existe una desconexién entre la inhibicién de FAS y la disminucién de la
ingesta producida por la administracién central de este compuesto. Este hecho aporta
una importante novedad y cuestiona los estudios publicados hasta el momento, en los
gue el efecto anorexigénico de C75 se atribuia a su accidén central sobre FAS. Cabe
mencionar, que en todos los estudios publicados se analizaron las concentraciones de
malonil-CoA en el hipotdlamo como un indicativo de la actividad FAS, sin embargo ésta
es una medida indirecta de la misma y, dado que otros enzimas regulan la
disponibilidad de malonil-CoA en el hipotalamo, cambios en sus niveles no pueden ser

atribuidos exclusivamente a la actividad FAS.

A pesar de los datos obtenidos in vivo, en los que ninguno de los enantidmeros
de C75 inhibe la actividad FAS, estudios llevados a cabo en nuestro grupo demuestran
que, in vitro, (—)-C75 si inhibe el enzima con una ICsq similar a la de la mezcla racémica.
Sin embargo, la inhibicién de FAS causada por (+)-C75 es significativamente menor,
demostrando asi la separacién de acciones biolégicas que se deriva de la sintesis de los
enantiémeros por separado. Asi pues, (+)-C75 es inhibidor de CPT1 y su accion central
causa una reduccion del peso y la ingesta mientras que (=)-C75 es inhibidor de FAS, lo
que le aporta una capacidad potencial de causar citoxicidad en determinadas lineas
tumorales. La posible utilizacion de (-)-C75 en terapia antitumoral generaria una clara
ventaja respecto a la utilizaciéon de la mezcla racémica. Se trata de la pérdida de su
capacidad anorexigénica, que hasta el momento se perfilaba como un claro efecto

adverso en la utilizacion de C75 para el tratamiento del cancer.

DISCUSION 161



Como ya se ha comentado, tras la inyeccion central de (—)-C75 no se reduce la
ingesta ni el peso, sin embargo no conociamos el efecto de la administracidn periférica
de este compuesto. Por ello realizamos un anadlisis a medio plazo para investigar esta
cuestion. Estudios publicados con anterioridad demostraron que los ratones obesos y
delgados responden de manera diferente a la administracién crénica de C75, pues los
segundos generan tolerancia al compuesto tras un dia de tratamiento, mientras que
los animales obesos empiezan a mostrar una cierta resistencia a medida que van
perdiendo adiposidad (Kumar, Shimokawa et al., 2002). Para nuestros experimentos
elegimos ratones delgados con el objetivo de analizar el impacto que el tratamiento
prolongado con los enantidmeros de C75 tiene sobre el peso y la ingesta, y de esta
manera averiguar si las diferencias observadas a nivel central se mantenian tras una
administraciéon periférica y repetida en el tiempo. Curiosamente, los resultados
obtenidos revelaron que ambos enantidmeros producen una pérdida de peso en los
animales tratados. Si bien la disminucion en el peso causada por (+)-C75 es
significativamente mayor que con (-)-C75, éste tiene un impacto considerable sobre la
masa corporal de los ratones, a diferencia de lo ocurrido tras su administracion i.c.v.
Estos resultados sugieren que, a nivel periférico, ambos enantidmeros tiene una accion
inespecifica que se traduce en el adelgazamiento en mayor o menor proporcion. A
pesar de no conocer la causa molecular de este efecto, podriamos especular que, en
cierta medida, se debe a una pérdida de agua, pues la observacidon nos indicé que los
animales tratados con C75 presentan unas heces mas blandas y abundantes que los
animales control. Sin embargo, serian necesarios nuevos estudios en esta direccidn

para entender la accidn de C75 y sus enantiémeros a nivel periférico.

Todos estos resultados nos permiten concluir que la sintesis por separado de
los enantiémeros de C75 se traduce en una separacion de sus acciones bioldgicas. De
esta manera, no solo ganamos especificidad en los futuros tratamientos con C75, sino
gue confirmamos que la accién central anorexigénica de este compuesto se basa en la

inhibicion del enzima CPT1.

Una vez demostrada la importancia de inhibir CPT1 en el hipotalamo para
causar una disminucién de la ingesta, ésta se convierte en una buena diana para la

accion de farmacos destinados a reducir el apetito y el peso. Con este propdsito
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procedimos a sintetizar nuevas moléculas tratando de obtener compuestos con la
capacidad de inhibir CPT1 de manera mads potente o especifica que el propio C75.
Durante el presente trabajo, todas las modificaciones realizadas se basan en la
sustituciéon del acido carboxilico de C75 por otros grupos funcionales. A pesar de
conocer la incapacidad que (-)-C75 tiene para inhibir la ingesta, todos los derivados
obtenidos se componen de una mezcla racémica de sus dos enantidmeros. El analisis
de la accion de esta mezcla resulta una buena estrategia inicial, dada la dificultad

técnica de obtener ambos enantiémeros por separado.

Basdndonos en la prediccién bioinformatica de la colocacion de C75-CoA en el
centro activo de CPT1A (Figura 3), decidimos hacer dos modificaciones destinadas a
incrementar la especificidad del inhibidor por el enzima. En primer lugar sustituimos el
acido carboxilico por un acido maldnico, con la intencidn de imitar la unién de malonil-
CoA, inhibidor fisiologico del enzima, en el centro catalitico de CPT1. El compuesto,
denominado UB-001, caus6 una reducciéon de la actividad CPT1A in vitro inferior a la
producida por su antecesor y no disminuyo ni le peso ni la ingesta de los animales tras
su administracion i.c.v. Probablemente, esta molécula presente una estructura
tridimensional que le dificulte acceder al centro activo de CPT1. De igual manera, el
compuesto KM081 contiene un grupo carnitina, mucho mds voluminoso, en lugar de
=COOH. La incapacidad de inhibir CPT1 de este compuesto podria deberse también a
su estructura tridimensional, que le imposibilita entrar y colocarse en el centro activo
tal y como lo hace C75. Basandonos en estos resultados, y marcandonos como objetivo
encontrar un inhibidor del enzima mejorado, decidimos realizar los ensayos in vivo

Unicamente con los derivados capaces de inhibir CPT1A in vitro.

A pesar de los resultados negativos obtenidos con estos derivados de C75, los
datos presentados aportan nueva y valiosa informacidén sobre los requerimientos
estructurales necesarios para inhibir CPT1, que nos resultard de gran utilidad en la

sintesis de nuevas moléculas.

Tomados en conjunto, los resultados presentados en la segunda parte de este
trabajo demuestran que la inhibicion de CPT1 se traduce en una disminucién de la
ingesta y aportan nuevas evidencias sobre el mecanismo de accién central de C75.

Asimismo, evidencian cuales son los requerimientos estructurales que hacen de este
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compuesto un buen supresor de la ingesta aportando informacién para la futura
sintesis de derivados, como primer paso en el disefio de fdrmacos para el tratamiento

de la obesidad.

5. INVESTIGACIONES FUTURAS

Si analizamos todos los resultados obtenidos en este trabajo de manera global
podemos concluir que CPT1A y los LCFA-CoA en el hipotdlamo regulan la ingesta, el
peso y el metabolismo de la glucosa. Mientras la activacién de este enzima produce
hiperfagia, su inhibicién causa una pérdida del apetito y una disminuciéon del peso,
convirtiéndolo en una buena diana para el tratamiento de las enfermedades que
cursen con un aumento de peso y una desregulacion del metabolismo de la glucosa

(Figura 4).

A pesar del trabajo realizado y los interesantes resultados obtenidos serian
necesarias nuevas investigaciones con el objetivo de solucionar todas las incdgnitas
planteadas durante la discusion de los resultados. Las principales cuestiones a resolver
son: 1) analizar los niveles de malonil-CoA en el hipotdlamo de los animales CPT1AM.
El objetivo de nuestro trabajo era disminuir los niveles de LCFA-CoAs en el VMH sin
afectar los de malonil-CoA y de esta manera demostrar que las concentraciones de
estos dacidos grasos per se son una seflal moduladora de la ingesta; 2) tratar de
establecer el nexo entre la modulacion de los niveles de LCFA-CoAs y la sintesis de
neuropéptidos y neuromoduladores encargados de regular el apetito; 3) analizar la
contribucién de otros tejidos a la resistencia a la insulina acontecida en los animales
CPT1AM y estudiar el metabolismo energético en los mismos; 4) investigar el papel de
los snoRNAs y las HSPBs en la regulacién de la ingesta y el balance energético y su

relaciéon con CPT1 y el metabolismo lipidico en el hipotadlamo.

Por otro lado, los trabajos realizados con C75 resultan esperanzadores en
cuanto a la sintesis de nuevos compuestos se refiere. La separacion de ambos
enantidmeros permitird obtener moléculas mucho mas especificas para el tratamiento

de, no solo la obesidad, sino también el cancer.
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Figura 4. Modelo del papel de CPT1A hipotalamica en el control de la ingesta y el metabolismo
glucidico. La inhibicion de CPT1A en el hipotdlamo produce una disminucién de la ingesta mientras que
la sobre-expresidon causa un aumento del consumo de alimentos y la aparicion de resistencia a la
insulina. El compuesto C75 se transforma en C75-CoA en el hipotdlamo, donde inhibe la actividad CPT1.
Se ha descrito que C75, en su forma libre, inhibe FAS e, indirectamente, AMPK, causando el acimulo de
malonil-CoA, inhibidor fisiolégico de CPT1. La sobre-expresién de CPT1AM, isoforma permanente activa
del enzima, en el VMH causa un aumento en los niveles de mRNA de NPY1R y GHS-R, sugiriendo una
mayor respuesta al neuropétido orexigénico NPY y a la hormona grelina y explicando, en parte, la
hiperfagia observada. También causa un aumento en los niveles de mRNA de HSPB1 y B8 y en los niveles
de los snoRNAs SNORD113, 115 y 116. Estas moléculas con funciones reguladoras podrian modular la
ingesta y el metabolismo glucidico, sin embargo los mecanismos moleculares subyacentes son
desconocidos. La sobre-expresion de CPT1AM en el VMH causa un aumento en los niveles de mRNA de
PEPCK en el higado, sugiriendo un aumento en la produccion de glucosa hepatica. Este hecho podria
contribuir al fenotipo insulino-resistente que se deriva de la expresiéon de CPT1AM en el hipotalamo.
AMPK: proteina quinasa activada por AMP; ACC: acetil-CoA carboxilasa; MCD: malonil-CoA
decarboxilasa; FAS: acido graso sintasa; LCFA-CoA: aciles-CoA de cadena larga; NPY1R: receptor Y1 del
NPY; GHS-R: receptor de grelina; PKC-d: proteina quinasa C, isoforma §; Kap: canal de potasio
dependiente de ATP; PEPCK: fosfoenol piruvato carboxiquinasa; snoRNAs: small nucleolar RNAs; HSPB:
proteina de choque térmico, familia B.

En conclusidn, los resultados presentados en este trabajo aportan nuevos datos
sobre el papel del metabolismo lipidico en el hipotalamo y la regulacién de la ingesta y
permiten iniciar nuevas lineas de investigacion destinadas a profundizar en las causas
moleculares de la saciedad y el apetito. Por otro lado, proponen un nuevo mecanismo
de accién para un conocido compuesto anorexigénico, aportando al mismo tiempo

informacidn util para la futura sintesis de moléculas con un potencial uso terapéutico.
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Capitulo 6. CONCLUSIONES






SOBRE-EXPRESION DE CPT1AM MEDIANTE VIRUS ADENOASOCIADOS

1. La administracién central de virus adenoasociados capaces de sobre-expresar la
proteina CPT1AM de rata (isoforma insensible a malonil-CoA), nos ha permitido
aumentar los niveles de mRNA (113 + 59,8 veces), proteina (2 veces) y actividad
CPT1 (2,8 + 0,9 veces) en cerebro. La utilizacién de esta herramienta ha

posibilitado mantener una expresién estable de CPT1AM durante 23 semanas.

2.  Lasobre-expresion de CPT1AM, especificamente en el VMH, produce hiperfagia 'y
una tendencia hacia el aumento del peso y la adiposidad en los animales
tratados, que muestran un TAB con adipocitos de mayor tamafo que los

animales control.

3. La sobre-expresién a largo plazo de CPT1AM en el VMH produce, inicialmente,
resistencia a la insulina y, en un estado posterior, intolerancia a la glucosa e

hiperglucemia.

4. Los animales que sobre-expresan CPT1AM en el VMH presentan unos niveles
mayores del mRNA de genes relacionados con la regulacidén de la ingesta (FAS,

NPY1R, GHS-R) en el hipotalamo y genes gluconeogénicos (PEPCK) en el higado.

5.  Los animales que sobre-expresan CPT1AM en el VMH presentan niveles mayores
de snoRNAs, pequefias moléculas de RNA no codificante con funciones
reguladoras. Asimismo, presentan una expresién down-regulada de las

chaperonas HSPB1 y HSPBS8 en el hipotadlamo.

INHIBICION DE CPT1A POR C75 Y SUS DERIVADOS

6. C75 se convierte en C75-CoA en el hipotdlamo, donde inhibe la actividad CPT1 y

causa una reduccién del peso y la ingesta.

7. Los derivados de C75 denominados MLC carecen del grupo metileno (=CH,)
caracteristico de esta molécula. Esta modificacidn les impide reaccionar con el
CoA-SH para formar el correspondiente aducto —CoA. Los MLCs no inhiben CPT1
ni in vitro ni in vivo, en el hipotdlamo. Asimismo, su administracién central no

disminuye el peso ni reduce la ingesta.
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La administracidén central del isémero cis de C75 (C75-cis), al contrario que el
isomero trans (C75), no produce pérdida de peso ni disminucion de la ingesta en
los animales tratados. C75-cis inhibe la actividad CPT1 in vitro pero no in vivo.
Esto se relaciona con el hecho que tras la administracién de C75-cis en el
hipotalamo no se forma el éster C75-cis-CoA, paso previo imprescindible para la

inhibicion de CPT1.

Los enantidmeros de C75 presentan diferencias en su actividad bioldgica. La
administracion i.c.v. de (+)-C75, pero no de (-)-C75, causa una reduccién del
peso, la ingesta y la actividad CPT1 en el hipotalamo. Asimismo, in vitro, (+)-C75-

CoA, a diferencia de (-)-C75-CoA, inhibe la actividad CPT1A.

La sustitucion del acido carboxilico de C75 por un acido malénico (UB-001) o un
grupo carnitina (KM079) se traduce en una pérdida de funcién en cuanto a la
inhibicion de CPT1 se refiere. En el caso de UB-001 la menor inhibicidn de CPT1A
in vitro, se acompaifa de una pérdida de su poder anoréxico cuando se

administra de manera central (i.c.v.).
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OLIGONUCLEOTIDOS

Genes relacionados con el metabolismo lipidico

Nombre Secuencia (5'>3’) Tm (°C)
CPT1F for GCATCCATCGACAGCTACGC 59,6
CPT1lwt rev TCGGAAGAGCCGGGTCA 59,5
CPT1S for CATCGACAGCTACGCCAAATC 58,6
CPT1lmut rev TCTCGGAAGAGCCGGGTAC 58,7
CPT1C for GCCTGCCAATTTGTGAGAG 63,5
CPT1C rev GGCAAGGCACTGTTGGTC 64,6
FAS for CAGACGATGACAGGAGGTGGAA 69,2
FAS rev CACTCACACCCACCCAGA 63,6
ACC1 for GGACAGACTGATTGCAGAGAAA 63,3
ACClrev TGAAGAGCCCCACACACA 64,4
ACC2 for CCGGTTTTCCGTGCCTTTGTAC 70,1
ACC2 rev CTCATCTCTCGCTCTGAACG 62,9
Receptores
Nombre Secuencia (5'=3’) Tm (°C)
NPY1R for ATAAATTGCATCCAAAGGACTT 62,7
NPY1R rev TGTGTCATCTGCCATGAAGGA 66,8
NPY5R for CCTCCAGGTCCTGCTCCT 64,6
NPY5R rev GCTCCTCAAGCTTAAACTCCATA 63,1
MC3R for CGGAGTGGCAGTGGGTTCT 67,7
MC3R rev GTTGCCGTTCCTCACCACA 67,4
MC4R for TGGCGAGGCTTCACATTAAGA 66,7
MCA4R rev CAAGGTAATTGCGCCCTTCA 66,9
GHS-R for GAGATCGCTCAGATCAGCCAGT 67,3
GHS-R rev TAATCCCCAAACTGAGGTTCTG 67,0
ObRb for TGTCAGAAATTCTATGTGGTTT 62,4
ObRb rev TTGGATAGGCCAGGTAAGTG 61,5
Genes de la via de la gluconeogénesis

Nombre Secuencia (5'->3’) Tm (°C)
G6Pasa for GACCTCAGGAACGCCTTCTATG 65,9
G6Pasa rev ATTGATGCCCACAGTCTCTTGA 65,8
PEPCK for GTCACCATCACTTCCTGGAAGA 65,3
PEPCK rev GGTGCAGAATCGCGAGTTG 67,0
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Neuropéptidos

Nombre Secuencia (5'->3’) Tm (°C)
NPY for TATCCCTGCTCGTGTGTTTG 63,7
NPY rev GTTCTGGGGGCATTTTCTG 64,4
AgRP for AGCAGACCGAGCAGAAGATG 64,7
AgRP rev GACTCGTGCAGCCTTACACA 64,2
POMC for ACCTCACCACGGAAAGCAA 65,7
POMC rev CGGGGATTTTCAGTCAAGG 64,3
CART for GCCAAGTCCCCATGTGTGAC 67,9
CART rev CACCCCTTCACAAGCACTTCA 67,4

Varios
Nombre Secuencia (5'=>3’) Tm (°C)
UCP2 for CCGGGGCCTCTGGAAAG 68,1
UCP2 rev CCCAAGCGGAGGAAGGA 66,5
PKC § for GAGCGGCCCCTGAACATCTA 68,5
PKC d rev AGCTTATGGGTGGCAGTCAC 64,1
Kir6.2 for CAACGTCGCCCACAAGAACATC 70,7
Kir6.2 rev CCAGCTGCACAGGAAGGACATG 71,3
SUR1 for CAGGACCAAGAGCTGGAGAAGG 69,9
SUR1 rev CATCCAGCAGAAGGCCATCTCT 69,6
B-actina for AAGTCCCTCACCCTCCCAAAG 68,3
B-actina rev AAGCAATGCTGTCACCTTCCC 67,4

SONDAS

Nombre  Secuencia (5’'->3’) Marcaje Tm (°C)
CPT1A-FL AGACAACAAAGGTGATGGACTTGTCAAACC 3’-fluoresceina 65,7
CPT1A-LC CCTGTCAAAGCATCTTCCATGCAGCAG 5’-Red640 68,2
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Central nervous system administration of C75 produces hypophagia and weight loss in
rodents identifying C75 as a potential drug against obesity and type 2 diabetes. However, the
mechanism underlying this effect is unknown. Here we show that C75-CoA is generated
chemically, in vitro and in vivo from C75 and that it is a potent inhibitor of carnitine
palmitoyltranferase 1 (CPT1), the rate-limiting step of fatty-acid oxidation. Three-D docking
and kinetic analysis support the inhibitory effect of C75-CoA on CPT1. Central nervous
system administration of C75 in rats led to C75-CoA production, inhibition of CPT1 and lower
body weight and food intake. Our results suggest that inhibition of CPT1, and thus increased
availability of fatty acids in the hypothalamus, contribute to the pharmacological mechan-
ism of C75 to decrease food intake.

© 2008 Elsevier Inc. All rights reserved.

1. Introduction

design anti-obesity drugs and modulate fatty-acid metabolism
to inhibit food intake. C75 is a synthetic inhibitor of fatty-acid

The brain plays an important role in the evaluation and
control of energy homeostasis. Blood concentrations of
glucose and fatty acids are sensed by neurons of the
hypothalamus, which adjusts feeding behaviour and monitors
fatty-acid metabolism. Several laboratories have attempted to

* Corresponding author. Tel.: +34 934024523; fax: +34 934024520.
E-mail address: fgarciaheg@ub.edu (F.G. Hegardt).
! Both authors contributed equally to this study.

synthase (FAS) [1] and has been proposed as an anti-obesity
agent since its administration decreases food intake and body
weight in rodents [2-5]. C75 can alter the metabolism of
neurons in the hypothalamus, where an increase in the level
of malonyl-CoA due to FAS inhibition serves as a secondary

Abbreviations: ARC, arcuate nucleus; CPT, carnitine palmitoyltransferase; CrAT, carnitine acetyltransferase; FAS, fatty-acid synthase;

wt, wild-type.

0006-2952/$ - see front matter © 2008 Elsevier Inc. All rights reserved.
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messenger of nutrient status, thereby mediating the suppres-
sion of food intake [6,7]. Hypothalamic levels of long-chain
fatty acyl-CoA (LCFA-CoA) also signal nutrient availability and
control food intake [8].

Malonyl-CoA signals the availability of lipid and carbohy-
drate fuels [9] and acts as a physiological inhibitor of the
enzyme carnitine palmitoyltransferase 1 (CPT1). CPT1 cata-
lyzes the first step in the transport of LCFA from the
cytoplasm to the mitochondria, and is the rate-limiting step
in B-oxidation. Mammalian tissues express three CPT1
isoforms: CPT1A, CPT1B and CPT1C which differ in their
sensitivity to malonyl-CoA and tissue distribution [10,11].
CPT1A and CPT1C are expressed in the brain. CPT1Ais located
in the mitochondrial membrane and CPT1C is expressed in
the endoplasmic reticulum of neurons where although it has
CPT1 activity, it does not participate in mitochondrial fatty-
acid oxidation [12]. Interestingly, our group has generated a
mutant form of CPT1A insensitive to malonyl-CoA (CPT1A
M593S), and a mutant form of carnitine acetyltransferase
(CrAT) that swaps its preference from short to LCFA-CoA
(CrAT D356A/M564G). These mutants have allowed us to
examine the structural requirements of substrates and
inhibitors [13-15].

The inhibition of FAS by C75 produces an accumulation of
malonyl-CoA which is difficult to reconcile with the activation
of CPT1 reported by others [2,16-18]. To unravel this paradox
the mechanism of action of C75 needs to be examined. We
recently demonstrated that C75 is converted in vitro to C75-
CoA, a potent inhibitor of CPT1 [19]. CPT1 activity was also
inhibited in mitochondria from pancreas-, muscle-, and
kidney-derived cell lines incubated with C75, which indicates
that C75-CoA is produced in these cells. This inhibition was
followed by a decrease in fatty-acid oxidation. The role of CPT1
in heart, liver and pancreatic g-cells makes it a potential target
in the treatment of diabetes, obesity, and other human
diseases.

Here we show that C75-CoA, and not C75, directly inhibits
CPT1 activity. We also show that C75-CoA is formed in the
hypothalamus in a dose-dependent way, where it inhibits
CPT1 activity and decreases food intake and body weight.
These results indicate that direct inhibition of CPT1 by C75-
CoA in the hypothalamus could control body weight and
feeding behaviour.

2. Materials and methods
2.1. Materials

L-[Methyl->H]carnitine hydrochloride was purchased from
Amersham Biosciences (GE Healthcare, Europe, Barcelona,
Spain). Yeast culture media products were from Difco™
Laboratories (Detroit, MI). Bradford solution for protein assays
was from Bio-Rad Laboratories (Barcelona, Spain). RPMI 1640
was from Gibco-Invitrogen Corporation (Barcelona, Spain).
C75, C17-CoA, defatted bovine serum albumin (BSA), palmi-
toyl-CoA, malonyl-CoA, and other chemicals were from
Sigma-Aldrich (Madrid, Spain). Acyl-CoA synthetase from
Pseudomonas sp. was from Sigma (Madrid, Spain). Etomoxir
was provided by H.P.O. Wolf (GMBH, Allensbach, Germany).

2.2. Animals

Sprague-Dawley female rats (210-230g) were bred in our
laboratory. Animals were maintained under a 12 h dark/light
cycle with free access to food (2014, Harlan) and water. All
experimental protocols were approved by the Animal Ethics
Committee at the University of Barcelona, in accordance with
current legislation.

2.3. Cannulation surgery

Chronic (i.c.v.) cannulae were stereotaxically implanted into
lateral ventricle under ketamine (Imalgene, 90 mg/kg) and
xylazine (Rompun, 11 mg/kg) anesthesia. The coordinates
were 1.0 mm posterior to bregma, 1.4 mm lateral of the sagittal
sinus and 6.2 mm ventral to the dura mater. Rats received
subcutaneous injection of buprenorphine (0.05mg/kg) for
analgesia.

2.4.  Stereotaxic microinjection

Rats were anesthetized as previously described and immobi-
lized in a stereotaxic apparatus. Injections were given
bilaterally into the ARC nucleus of the hypothalamus
(2.7 mm posterior to bregma, 0.2 mm lateral of the sagittal
sinus and 9.8 mm ventral to the dura mater). 30 min after the
injection rats were sacrificed and hypothalamus was dis-
sected.

2.5. Treatments

After 1 week of postsurgical recovery, cannula placements
were verified by assessing a feeding response to ghrelin [20].
L.c.v. injection (5 pL) of etomoxir (190 pg), C75 (40 pg) or vehicle
(RMPI 1640) were performed with a microliter syringe
(Hamilton). For feeding experiments, rats received single
injections of vehicle or compound dissolved in vehicle 30 min
before the light was turned off. We measured intakes of chow,
corrected for spillage, at 1, 2, 4 and 22 h. Body weight was
measured after 22 h. For the activity experiments three rats
were microinjected (ARC) with 2 uL of RPMI 1640 medium as a
control or with 2 pL of C75 dissolved in the same medium at
33 mM final concentration. For the LC-MS/MS analysis, two
rats were microinjected (ARC) with 2 pL of RPMI 1640 medium
as control or with 2 uL of C75 dissolved in the same medium at
15, 30 or 60 mM final concentration. 30 min after injection rats
were killed and hypothalamus was excised and stored at
—80 °C for acyl-CoA extraction.

2.6.  C75-CoA and acyl-CoAs extraction and quantification

Acyl-CoAs were extracted as described elsewhere [21], with
some modifications. All procedures were performed at 0-4 °C.
Hypothalamus from control- and C75-microinjected rats was
thawed and 1mL of 100 mM KH,PO, pH 4.9 was added.
16 nmol of heptadecanoyl-CoA (C;7-CoA), as an internal
standard, was added to all samples, which were then
sonicated for 20s. One millilitre of n-propanol was added
and the emulsions were sonicated for a further 20 s, left on ice
for 20 s, and sonicated again for 20 s. To this solution, 0.125 mL
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of saturated (NH,),SO, was added, followed by 2 mL of 100%
acetonitrile, and the mixture was then vortexed for 5 min at
4 °C. The tubes were then centrifuged for 5 min at 2100 x g at
4°C. The supernatant was removed and passed through a
sterile 0.2 um filter (Millipore). The filtrate was lyophilized and
re-dissolved in the same mobile phase (buffer B: 10%
acetonitrile in 10 mM ammonium acetate buffer (pH 5.3))
used for the LC-MS/MS analysis. C;7-CoA and C75-CoA were
used as standards to produce the calibration curves from
which we quantified production of C75-CoA in vivo. The
straight lines obtained had a regression coefficient of 99%.

2.7.  Liquid chromatography-mass spectrometry (LC-MS/
MS)

LC analyses were performed using a Perkin Elmer series 200
equipped with a quaternary pump and thermostatted auto-
sampler. An XBridge (Waters) C;g column (50 mm x 2.1 mm,
3.5um) was used at room temperature and the volume
injected was 15 pL. The mobile phases were buffer A, 50%
acetonitrile in 10 mM ammonium acetate buffer (pH 5.3);
buffer B, 10% acetonitrile in 10 mM ammonium acetate buffer
(pH 5.3) and C, 100% acetone. The column was equilibrated
with 15% buffer A for 10 min, and then the eluting gradient
was as follows: 15% buffer A to 90% buffer A in 5.5 min, then
90% buffer A to 50% buffer A, 5% C to 45% C in 15.5 min, and
50% buffer A, 45% C in 25 min. The flow rate was 0.4 mL/min.

MS and MS/MS experiments were performed on an API 3000
triple-quadrupole mass spectrometer equipped with a Turbo
Ionspray source. All the analyses were performed in positive
mode with the following settings: capillary voltage, +3000 V;
nebulizer gas (N,), 10 (arbitrary units); curtain gas (N,), 12
(arbitrary units); collision gas (N), 4 (arbitrary units); decluster-
ing potential, +30V; focusing potential, +200V; entrance
potential, +10V; collision energy, +40V; collision cell exit
potential, +15V. Drying gas (N,) was heated to 300 °C and
introduced at a flow-rate of 6000 cm® min~". Full scan data
acquisition was performed scanning from m/z 500 to 1200 in
profile mode and using a cycle time of 2 s with a step size 0f 0.1 u
and a pause between each scan of 2 ms. In order to achieve
maximum sensitivity, samples were injected in multiple
reaction monitoring mode (MRM) by monitoring the 1022.5/
515.6 and the 1020.7/513.5 transitions, obtained through
product ion scan experiments with the C75-CoA and C;;-CoA
standard, respectively. To calculate the C75-CoA concentration
in the samples, 15 pL of increasing concentrations of C75-CoA
and C,7-CoA from 10 to 5000 nM was injected. The areas of the
resulting peaks were used to produce the calibration curve. The
C17-CoA was used as internal standard to calculate the
percentage of recovery in the acyl-CoA extraction.

2.8.  Enzymatic synthesis of C75-CoA and etomoxiryl-CoA

C75 was converted first, in vitro, to its CoA derivative by long-
chain acyl-CoA synthetase in the presence of CoA, as
described previously [19]. The unreacted CoA from the C75-
CoA activation solution (1 mL) was removed by incubation for
30 min at 4 °C with 1.25 mL of SulfoLink Coupling Gel (Pierce
Biotechnology), as carnitine acyltransferase activity is inhib-
ited by CoA [22]. C75-CoA synthesized in this enzymatic

reaction was used as a standard for LC-MS/MS analysis. The
conversion of etomoxir to etomoxiryl-CoA was nearly com-
plete, as deduced from the fluorometric assay of the remaining
free CoA, as described elsewhere [23].

2.9. Non-enzymatic synthesis of C75-CoA

In the second experiment, a solution of C75 and CoA (pH 8.4)
was stirred in the absence of acyl-CoA synthetase. The
structure and relative stereochemistry of the C75-CoA adduct
was determined by NMR. CoA sodium salt hydrate (8.6 mg),
and Na;P0O,4-12H,0 (7.6 mg) were added to a solution of (+)-C75
(2.5 mg) in D,0O (0.8 mL) in an NMR tube. The structure of the
C75-CoA adduct was fully determined by 'H and **C NMR,
gCOSY and gHSQC experiments.

2.10.  Expression of rat CrAT and CPT1 in Saccharomyces
cerevisiae
Plasmids pYESCrAT™' [14], pYESCrATD3S6A/MS64G  [15]

PYESLCPT™" [24], pYESLCPT™*** [13] containing CrAT wt,
CrAT D356A/M564G mutant, CPT1A wt and CPT1A M593S
mutant, respectively, were expressed in yeast cells, and
mitochondrial cell extracts were prepared as previously
described [24]. An S. cerevisiae strain devoid of COT and
CPT1 activity and lacking the endogenous CAT2 gene
(FY23Acat2 (MATa trpl ura3 Acat2:LEU2)) was used as an
expression system [25].

2.11.  Determination of carnitine acyltransferase activity

Mitochondrial-enriched fractions were obtained by differen-
tial centrifugation [26], with minor modifications. All protein
concentrations were determined using the Bio-Rad protein
assay with bovine serum albumin as a standard.

Two methods were used for the assay of carnitine
acyltransferase: a radiometric method [24] and an endpoint
fluorometric method [14,23]. The radiometric assay was used
in all cases, unless otherwise indicated.

2.11.1. Radiometric method

The forward reaction of carnitine acyltransferase activity was
assayed in mitochondrial-enriched fractions obtained from
yeast (5 ng protein for CrAT D356A/M564G and 3-4 p.g protein
for CPT1A) and from rat hypothalamus (100 pg protein for
CPT1). Enzyme activity was assayed for 4 min at 30 °Cin a total
volume of 200 pL. The substrates were 400 uM L-[methyl->H]-
carnitine, and 50 pM myristoyl-CoA (for CrAT D356A/M564G)
or palmitoyl-CoA (for CPT1A). Drugs were preincubated with
the enzyme for 1-5min depending on the assay. Drug
concentrations ranging from 0.01 to 60 uM were used to
calculate the ICso. Enzyme assays were carried out to deduce
the effects of the free acid (C75) versus the CoA ester (C75-
CoA), that is, the potency of C75-CoA as inhibitor relative to
C75 as an activator. In this case, CPT1A wt overexpressed in
yeast (8 ng protein) was preincubated for 5 min with increas-
ing concentrations of C75 (5-100 uM), C75-CoA (5-50 uM) with
or without 100 uM C75 at each C75-CoA concentration.
Enzyme activity was compared to the control (DMSO). In all
cases, the molar ratio of acyl-CoA to albumin was kept at 5:1 to
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avoid the presence of free acyl-CoA and its deleterious
detergent effects and to prevent the formation of micelles.

2.11.2.  Fluorometric method

The forward reaction of carnitine acyltransferase activity was
assayed for 8 min at 30 °C in a solution containing 0.1 mM acyl-
CoA, 1.5mM EDTA, 1.5mM L-carnitine, and 40 mM Hepes
buffer, pH 7.8, in a total volume of 600 pL. Acetyl-CoA was used
as substrate for CrAT wt. Reactions were started by the
addition of 5 pg of yeast-expressed protein. Increasing con-
centrations of C75-CoA, etomoxiryl-CoA or malonyl-CoA were
independently incubated with yeast-overexpressed mito-
chondrial CrAT wt. Parallel (blank) assays were run in the
absence of L-carnitine.

2.12. Construction of rat CrAT and CPT1A models

A model of rat CrAT wt enzyme was constructed by homology
modelling using as templates the structures deposited in the
Protein Data Bank (PDB) corresponding to human (1INM8) [27],
and mouse CrAT (INDB, INDF and 1NDI) [28], essentially as
described elsewhere [14]. CrAT D356A/M564G was modelled by
the same procedures usingrat CrAT wt as template. CP'T1A was
also modelled using as templates the structures of mouse
carnitine octanoyltransferase (1XL7, 1XL8) [29] and carnitine
palmitoyltransferase 2 (PDB entry 2H4T) [30], essentially as
described elsewhere [31,32]. The quality of the models was
checked using the WHAT-CHECK routines [33] from the WHAT-
IF program [34] and the PROCHECK validation program from the
SWISS-MODEL server facilities [35]. To optimize geometries and
release local constraints or inappropriate contacts, the mod-
elled structures were energy minimized with the implementa-
tion of the GROMOS 43B1 force field in the program DeepView
[36], using 500 steps of steepest descent minimization followed
by 500 steps of conjugate-gradient minimization.

2.13. In silico molecular docking

Structural models of the molecular docking of the inhibitors
C75-CoA and malonyl-CoA to the active site of the receptor
proteins CPT1A, and CrAT mutant D356A/M564G were
performed using the suite of programs included in the
Autodock 3.0 package [35], as described elsewhere [14].

2.14. Statistical analysis

Data are represented as mean =+ S.E.M. Student t-test was used
for statistical analysis. Different experimental groups were
compared with a one-way ANOVA followed by Turkey’s test
for comparisons post hoc. A probability level of P < 0.05 was
considered significant.

3. Results

3.1. Synthesis and chemical characterization of C75-CoA
by NMR

We have shown that C75-CoA can be synthesized from C75
and CoA in the presence of acyl-CoA synthetase from

Pseudomonas sp. [19]. Here we show that the MS spectrum of
C75-CoA gave an [M + H]" ion at m/z 1022.5, corresponding to
the protonated molecule of C75-CoA. This ion corresponded to
the formation of the C75-CoA molecule by conjugation of the
CoA group without the loss of a water molecule. The product
showed the following: a fragmentation ion at m/z 515.6, which
was assigned to the C75-pantethenoic group, and anion at m/z
428.1, which corresponds to adenosine 3'-diphosphate (Sup-
plemental Fig. S1).

We hypothesised that the -SH group in CoA would be
sufficiently nucleophilic to add to the electrophilic methylene
group in C75 without any external agent (acyl-CoA synthetase)
in an alkaline medium in which the thiol group is partially
deprotonated. We mixed both reagents, C75 and HSCoA in a
deuterated water solution at pH 8.4 (Fig. 1A) and the mixture
was analyzed by 'H NMR, comparing the results with the
unreacted C75 and CoA. The peaks assigned to the methylene
group (black triangle) progressively decreased and a new
signal at ~2.9 ppm appeared due to the formation of the new
saturated methylene group (white triangle) (Fig. 1B). These
changes were fast (30 min). In a parallel experiment at neutral
pH the same transformation was observed, albeit much more
slowly (data not shown).

The structure and relative stereochemistry of the C75-CoA
adduct shown in Fig. 1C were determined by one- and two-
dimensional H and '*C NMR techniques in order to assign
every signal (gCOSY and gHSQC experiments) [37]. In
particular, the trans-trans relative configuration on the lactone
ring shown in Fig. 1C is well established on the basis of the
observed coupling constants (J), especially J4 . These coupling
constants depend on the dihedral angle (H-C-C-H) of the
protons involved and give information about their relative
position. When we compared the coupling constants of the
lactone ring moiety of our adduct with those reported [38,39]
for the related compounds I and II (Fig. 1C) high correlation
with II was observed, suggesting the same relative configura-
tion.

As described above, we used two methods to obtain C75-
CoA. In one, a solution of C75 and CoA was incubated in the
presence of acyl-CoA synthetase. In the other, the adduct was
synthesised in the absence of the enzyme. We aimed to
determine whether the structural and inhibitory properties of
the C75-CoA adducts depended on the presence of acyl-CoA
synthetase in their synthesis. Two analytical tests were
applied. First, a comparative mass/mass spectroscopy analy-
sis showed that the C75-CoA synthesised in the presence of
the enzyme (Supplemental Fig. S1) had the same ion
fragmentation profile as that synthesised in the absence of
the enzyme (data not shown). Second, we assayed their
capacity to inhibit CPT1, obtaining identical results for both
adducts (Fig. 1D). We conclude that the two adducts
synthesized in the presence or absence of the enzyme have
identical structure and properties.

3.2.  Effect of C75 and C75-CoA on CPT1 activity

To examine the controversial effect of C75 on CPT1 activity we
incubated yeast mitochondria with increased concentrations
of C75 (Fig. 2A). The results reported indicate that free C75
alone is neither an activator nor an inhibitor of CPT1. We also
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CoA and in presence or absence of a fixed concentration of C75 (100 pM). Data are represented as a percentage of the control

value in the presence of DMSO and the results are the average of three independent experiments.

performed kinetic inhibitory experiments in which, in addi- 3.3. Inhibitory effects of C75-CoA on yeast-expressed

tion to increasing concentrations of C75-CoA, a fixed con- mutated CPT1A and CrAT
centration of C75 (100 pM) was added to the mixture. CPT1
inhibition was not counteracted by the fixed amount of free To examine the structural requirements of the interaction

C75 at any concentration of C75-CoA. In other words, even at between C75-CoA and CPT1 we carried out C75-CoA inhibitory
the highest C75 concentrations, the free product did not experiments where we used specific acyltransferase mutants.
overcome the inhibition by C75-CoA (Fig. 2B). We used CrAT D356A/M564G, which has a deep hydrophobic
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pocket for the binding of LCFA-CoAs instead of short acyl-CoAs
and behaves like CPT1A in terms of acyl-CoA specificity [15]. We
also used CPT1A MH593S, which is active but insensitive to
malonyl-CoA inhibition [13]. Experiments with etomoxiryl-
CoA, a pharmacological inhibitor of CPT1, and malonyl-CoA, its
physiological inhibitor, were carried out as controls.

C75-CoA and etomoxiryl-CoA inhibited CrAT D356A/M564G
but had little effect on CrAT wt (Fig. 3A and B). At 60 uM of C75-
CoA, the remaining CrAT activity was 83% for CrAT wt, and
only 21% of the original level for CrAT D356A/M564G. For
etomoxiryl-CoA, at a concentration of 60 pM, the remaining
activity was 86% for CrAT wt, and 46% for the CrAT mutant.
These results indicate that CrAT wt is insensitive to these
drugs because the long aliphatic chain of C75-CoA and
etomoxiryl-CoA does not fit in the shallow cavity of the wt
enzyme, where only the acyl group of short-chain acyl-CoAs
such as acetyl- and butiryl-CoA can enter. However, when this
cavity was open and accessible to longer acyl-CoAs, as in the
CrAT D356A/M564G mutant, the enzyme became sensitive to
these inhibitors. In contrast, malonyl-CoA had little effect on
mutant or wt CrAT (Fig. 3A and B). These results show that
CrAT D356A/M564G, like the wt enzyme, does not contain the
structural determinants needed for the initial interaction with
malonyl-CoA and enzyme inhibition.

Next we compared the inhibitory effect of C75-CoA on
CPT1A wt and CPT1A M593S. At 50 pM of C75-CoA, the
remaining activity of the M593S mutant was about 45% of the
original level (Fig. 3D), whereas the activity of the CPT1A wt
was almost abolished (Fig. 3C). A similar effect was observed
with etomoxiryl-CoA. Malonyl-CoA, as expected, inhibited
CPT1A wt while the activity of the malonyl-CoA-insensitive
enzyme (CPT1A M593S) was unaffected. The ICs, for C75-CoA

and CPT1A M593S was 108-fold higher than that for CPT1A wt
(25.9 pM vus. 0.24 pM). In the case of etomoxiryl-CoA the ICso
increased 31-fold compared with the wt enzyme (168 uM vs.
4.1 uM). This indicates that CPT1A inhibitors in addition to
fittingin the hydrophobic pocked also need to interact with the
malonyl-CoA site of CPT1A to produce potent inhibition.

3.4.  Molecular model of docking of C75-CoA into CPT1A
wt, and CrAT D356A/M564G

Since CPT1 has not yet been crystallized, we do not know the
location of C75-CoA in the CPT1 crystal. Therefore, we used
computational docking methods to identify a putative location
of C75-CoA molecule in the 3D models of the catalytic core of
CPT1A wt and of CrAT D356A/M564G. The model locates the
C75-CoA molecule (Fig. 4A) in CTP1A wt in a position that
coincides with the site of palmitoyl-CoA substrate [32], thus
introducing the aliphatic chain into the hydrophobic cavity in
the protein active centre. The carboxyl group in the head of the
C75-CoA molecule is positioned at the equivalent locus for the
carnitine substrate in the CPT1A wt models, partially filling it.
This indicates that this inhibitor could hamper the correct
positioning of the carnitine substrate. Moreover, the head of
C75-CoA is also located near the catalytic His residue (His*’?),
which would impair the catalytic activity of CPT1A. The
position of the carboxyl group on C75-CoA (Fig. 4A) is similar to
that proposed for the dicarbonyl moiety of malonyl-CoA on
CPT1A [32], which thus interferes with the correct positioning
of carnitine substrate (Fig. 4C). This shared mode of action
could be explained in part by the presence of a carboxyl group
in carnitine, C75-CoA and malonyl-CoA molecules (Fig. 4D),
putatively located in the active centre of the enzyme.
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Fig. 4 - In silico docking of inhibitors to 3D models for the active centres of wt CPT1A and CrAT D356A/M564G mutant. (A)
Predicted docked solution for C75-CoA molecule in the active centre of wt CPT1A. Location of catalytic residue His*’? is
indicated. Carboxylate group of C75-CoA partially occupies the volume corresponding to the carnitine substrate molecule
(magenta). (B) Putative position for C75-CoA docking solution for C75-CoA in the active centre of CrAT D356A/M564G. The
aliphatic chain of the inhibitor is located in the tunnel opened by mutated residues A356 and G564. The carboxylate group
of C75-CoA is placed in the carnitine locus (magenta). Location of catalytic His?>* is also indicated. (C) Docking of malonyl-
CoA on CPT1A wt showing a similar positioning to C75-CoA, locating the dicarbonyl moiety in the space usually occupied
by carnitine. (D) Molecular structures of malonyl-CoA, carnitine and C75-CoA, showing a similar arrangement of their
corresponding carboxyl groups. Molecular representations were performed using PyMOL (DeLano Scientific, San Carlos CA).

An analogous model was constructed for the location of
C75 in CrAT D356A/M564G mutant structure. The position of
the C75 aliphatic chain moiety is similar to that proposed for
stearoyl-CoA in the same enzyme derivative [15], in which the
hydrocarbon chain is located in the cavity that opens up when
Asp**® and Met>** are replaced by Ala and Gly, respectively
(Fig. 4B). The carboxyl group at the head of C75is located in the
carnitine locus, close to the catalytic His**® residue as
mentioned above for CPT1A.

3.5.  C75 is converted to C75-CoA in rat hypothalamus

Since C75 has been proposed as a regulator of food intake
through its action on the hypothalamus, we examined
whether C75-CoA is produced in the hypothalamus following
direct injection of C75. We injected 7.6, 15.2 and 30.4 n.g of C75
in the arcuate (ARC) nucleus by stereotaxic surgery. Thirty
minutes after injection the rats were killed and acyl-CoAs,
including C75-CoA, were extracted from the hypothalamus.
Analysis of the samples by LC-MS/MS showed a peak
corresponding to C75-CoA (Fig. 5). The production of C75-
CoA increased with the amount of C75 injected. Considering
that in our conditions the average weight of the rat

hypothalamus was 50 mg, the concentrations of C75-CoA
produced in the hypothalamus after an injection of 7.6, 15.2
and 30.4 pg of C75 were 3.7, 159 and 25.1 nmol/g tissue,
respectively.

3.6.  Central nervous system administration of C75
inhibits CPT1 activity and decreases food intake and body
weight

Having demonstrated the conversion of C75 into C75-CoA in
the rat hypothalamus, we then studied the effect of a
stereotaxic microinjection of C75 into the rat ARC nucleus
on CPT1 activity. Hypothalamic mitochondrial fractions from
rats injected with 16.8 pg of C75 were assayed for CPT1
activity and the value was compared to hypothalamic
mitochondrial fractions from rats injected with RPMI med-
ium. Activity was decreased by 46% in C75-treated rats
(Fig. 6A).

Next we administered C75 in the lateral cerebral ventricle
of the rat and measured food intake and body weight.
Consistent with previous results [2-5], C75 produced a
decrease in food intake and body weight (Fig. 6B and C). The
anorectic action of etomoxir was seen at a later point (22 h).
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Fig. 5 - Analysis of the C75-CoA levels after hypothalamic C75 injections. (A) LC-MS/MS representative chromatograms of
C75-CoA and C,;-CoA. Five concentrations of C75-CoA: 50, 100, 250, 500 and 1000 nM and seven concentrations of C,,-CoA:
50, 100, 250, 500, 1000, 2500 and 5000 nM were injected and the areas below the resulting peaks were calculated. The
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after the injection in the hypothalamic ARC nucleus of 2 pL of C75 at various concentrations: (B) 15 mM, (C) 30 mM and (D)
60 mM. 30 min after injection rats were decapitated, and the hypothalamus was excised, immediately frozen and stored at
—80 °C. Acyl-CoAs were extracted as described in Experimental Procedures, and C;,-CoA was used as internal standard.

Peak areas are shown in arbitrary units.

4, Discussion

Energy balance is monitored by the hypothalamus, where
inhibitors of FAS have been described to suppress food intake
[40,41]. C75 acts on fatty-acid metabolism by inhibiting FAS
activity. Inhibition of FAS produces accumulation of malonyl-
CoA, which, as a physiological inhibitor of CPT1, prevents the
oxidation of newly synthesized fatty acids. Moreover, C75 may
activate CPT1 [2,18]. The effect of C75 on FAS is difficult to
reconcile with the C75-activation of CPT1 as they have
opposite effects: inhibition by malonyl-CoA and direct
activation of CPT1. The simultaneous activation and inhibition
of CPT1 by C75 appears paradoxical, and it has not been
addressed satisfactorily. Kuhajda et al. suggested that C75
could modulate the inhibition of AMP-activated protein kinase
(AMPK) which would lead to an increase in acetyl-CoA
carboxylase (ACC) activity and a subsequent increase in
malonyl-CoA levels [42]. This does not solve the paradox,
since there would be an increase in malonyl-CoA (putatively
inhibiting CPT1 activity) and a simultaneous activation of
CPT1 produced by C75 itself (Fig. 7).

Here we attempt to explain the anorectic effects of C75 in
terms of its inhibitory action on CPT1. Inhibition of CPT1 could
prevent the oxidation of fatty acids of the ARC nucleus in the

hypothalamus leading to a local accumulation of LCFA-CoAs.
The increase in LCFA-CoA is a central signal of ‘nutrient
abundance’ which in turn activates a chain of neuronal
events, via up-regulation of anorexigenic genes and down
regulation of orexigenic genes, that would promote a switch in
fuel sources from carbohydrates to lipids and limit food intake
[8]. The detailed mechanism of this up- or down-regulation
has not been addressed yet. Likewise, central administration
of fatty acid suppresses food intake. Here we demonstrated
that C75 is transformed into C75-CoA in the hypothalamus
where it inhibits CPT1 activity. We propose that this direct
effect in vivo of C75-CoA on CPT1 would explain by itself the
inhibition of CPT1 activity. However, FAS could be inhibited by
C75 in the hypothalamus. Therefore, malonyl-CoA could be in
excess, inhibiting CPT1, together with C75-CoA. The anorectic
effects of C75 are similar to those produced by other CPT1
inhibitors such as ST1326 and tetradecylglycidic acid, and to
those of a riboprobe that specifically cleaves CPT1A mRNA [8].
The CPT1 inhibitor etomoxir also decreased feeding and
reduced body weight in rats supporting those previous results
[8].

It was important to discern whether C75 was an inhibitor
or an activator of CPT1. Ourresultsindicate that C75is neither
an activator nor an inhibitor of CPT1 when incubated with
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Fig. 6 - Central nervous system administration of C75
inhibits CPT1 activity and decreases food intake and body
weight. (A) Determination of CPT1 activity after the
injection of C75 in ARC nucleus. Control injections (n = 3;
2 pL of RPMI 1640 medium as a control, black bar). C75
injections (n = 3; 2 pL of C75 33 mM in RPMI 1640 medium,
white bar). (B) Food intake measured in rats at 1, 2, 4 and
22 h after i.c.v. injection of C75 (white bars), etomoxir (grey
bars) and control (RPMI medium, black bars). n = 5. (C) Body
weight measured in rats at 22 h after i.c.v. injection of C75
(white bar), etomoxir (grey bar) and control (RPMI medium,
black bar). n=5. *P < 0.05.

yeast-expressed CPT1A. C75 did not overcome the inhibition
caused by C75-CoA. This agrees with the observed net effect
of inhibition of CPT1 activity. Results shown here and
elsewhere [19] demonstrate that C75-CoA inhibits CPT1A in

vitro more strongly than etomoxiryl-CoA (ICso values are
0.24 uM and 4.1 pM, respectively).

The finding that C75 forms a CoA adduct before it can
inhibit CPT1 is reminiscent of the case of etomoxir. McGarry
and co-workers [43,44] showed that the CPT1 inhibitory
molecules were neither tetradecylglycidic acid nor etomoxir
themselves, but rather their CoA esters produced in the
presence of acyl-CoA synthetase. The CoA group may direct
and fix the drug molecule in the cavities of CPT1, as it
does with the natural physiological inhibitor malonyl-CoA
and with the substrate palmitoyl-CoA. The synthesis of
C75-CoA is produced stereo specifically through the electro-
philic methylene group of C75. Moreover, our finding that
C75-CoA is produced in absence of acyl-CoA synthetase
indicated that it could be synthesised in the hypothalamus,
irrespective of whether it is expressed in hypothalamic
neurons.

Our results indicate that C75-CoA is formed in the
hypothalamus following stereotaxic injection of C75. Inhibi-
tion of hypothalamic CPT1 by C75-CoA in vivo, as seen in our
experiments, is independent of the putative inhibition by
malonyl-CoA, which may be formed after the action of C75
either on FAS or on AMPK. Hypothalamic CPT1 activity was
determined in twice-washed mitochondria. Therefore, mal-
onyl-CoA was unlikely to remain within CPT1, as this
metabolite leaves CPT1 freely when mitochondria are washed.
In contrast, C75-CoA, as it is a tight-binding inhibitor, remains
bound to the enzyme after washing, which means that its
inhibition is persistent [19]. Hence, C75-CoA not only inhibits
CPT1 in vitro, but it also inhibits CPT1 activity in the
hypothalamus after C75 has been converted to its CoA
derivative.

That C75-CoA is an inhibitor of CPT1A is also supported by
the docking analysis of the CPT1A model. Comparison of
computer-calculated docking models shows that CoA is bound
at the same site, whether it belongs to C75-CoA or malonyl-
CoA, or palmitoyl-CoA. The carboxylic acid bound to the
lactone of C75 protrudes into the carnitine site. The inhibitory
mechanism of C75-CoA resembles that observed for malonyl-
CoA (Fig. 4C) [32]. Several authors reported the competition
between malonyl-CoA and carnitine [45,46]. The carboxylate
group of malonyl-CoA and C75-CoA may partially mimic the
interaction between the enzyme and the carboxylate group of
carnitine, thus preventing the positioning of this substrate and
inhibiting the catalytic activity of the enzyme. Several authors
[47,48] suggest that the presence of two carbonyl groups in
close juxtaposition in the malonyl-CoA molecule might be
responsible for the interaction and the inhibitory effect on
CPT1A. Because C75-CoA also has these two carbonyl groups,
it may behave like malonyl-CoA. Indeed the docking models
show that C75-CoA could bind to the malonyl-CoA site of the
enzyme [32].

Moreover, the hydrocarbon chain of C75 is located at the
same site as the hydrocarbon long-chain of palmitic acid. The
kinetic experiments of inhibition of C75-CoA against palmi-
toyl-CoA [19] are confirmed by the docking studies, and both
support the notion that C75-CoA is a strong inhibitor of
CPT1A.

To assess the involvement of the hydrocarbon chain of C75-
CoA positioning in the acyl group binding pocket, we carried
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Fig. 7 - Model of action of C75 on hypothalamic fatty-acid metabolism. Energy balance is monitored by the hypothalamus.
The accumulation of malonyl-CoA due to FAS-inhibition by C75 leads to a reduction in CPT1 activity. This would increase
the cytosolic pool of LCFA-CoA and thus a decrease of food intake. In addition, C75 has been suggested to inhibit AMPK
resulting in an activation of ACC and consequent increase of malonyl-CoA levels [42]. Here we have shown that C75 is
converted into C75-CoA in the hypothalamus contributing to the direct inhibition of CPT1. Our experiments also
demonstrate that other CPT1 inhibitors such as etomoxir produce similar effects decreasing food intake. On the other hand,
AMPK-activators such as ghrelin [49] lead to ACC inactivation reducing malonyl-CoA levels and CPT1 inhibition. Thus,
increased B-oxidation produces a reduction on LCFA-CoAs promoting food intake.

out C75-CoA inhibitory experiments with the new mutated
protein, CrAT D356A/M564G. This protein has a deep
hydrophobic pocket for the binding of long-chain instead
of short-chain acyl-CoAs and shows CPT1-like behaviour in
terms of acyl-CoA specificity, although unlike CPT1A, it is
not inhibited by malonyl-CoA [15]. The inhibition by C75-
CoA of the mutant CrAT D356A/M564G suggests that C75-
CoA fits in the large hydrophobic pocket of this enzyme, as in
CPT1A wt, and that the presence of this pocket is necessary
for C75-CoA inhibition. However, CrAT D356A/M564G is not
as sensitive as CPT1A wt to C75-CoA, since the ICs, for C75-
CoA acting on CPT1A wt is 50-fold lower than that observed
for the CrAT double mutant. These results indicate that
factors other than the presence of a hydrophobic pocket
contribute to the inhibitory potency of C75-CoA toward
CPT1. CPT1A MS593S, which is insensitive to malonyl-CoA
inhibition, shows limited sensitivity towards C75-CoA, but
its ICso for C75-CoA is similar to that of CrAT double mutant
(25.9 uM vs. 12.8 uM, respectively). Therefore, the lack of a
“malonyl-CoA-like” interaction between CrAT double
mutant or CPT1A M593S and the carbonyl groups in the
polar head of C75-CoA might explain their limited sensitivity
to the inhibitor.

We conclude that C75 is converted into C75-CoA and that
it strongly inhibits CPT1 in vitro and in vivo. Docking and
kinetic analysis revealed the molecular basis by which C75-
CoA interacts with the enzyme and its substrates. We also
show that C75-CoA is formed in vivo in the hypothalamus,
where it inhibits CPT1. Here the inhibition of CPT1 could
alter fatty-acid oxidation, thus putatively promoting down-
regulation of orexigenic genes and up-regulation of anor-
exigenic genes, which induces restriction in food intake.
These results point to the potential use of drugs to inhibit

CPT1 activity, and control food intake in the treatment of
obesity and diabetes.
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