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Presentación y objetivos 

 
La carnitina palmitoiltransferasa 1 (CPT1) es un enzima que pertenece a la familia 

de las carnitina aciltransferasas y facilita el transporte de ácidos grasos de cadena larga a 
través de la membrana mitocondrial. Ambas isoformas hepática y muscular de CPT1 
(CPT1A y CPT1B) están inhibidas fisiológicamente y de forma diferente por malonil-
CoA, primer intermediario en la síntesis de los ácidos grasos. Aunque se han llevado a 
cabo diversos estudios para explicar esta diferente regulación, no se conocen todavía los 
mecanismos de acción del malonil-CoA ni la ubicación de éste en la proteína. La 
regulación de la actividad CPT1 por malonil-CoA no solo es de gran interés en el 
metabolismo de los ácidos grasos que señalizan a la célula la disponibilidad de lípidos o 
carbohidratos, sino por la implicación de esta señalización en muchos otros procesos 
metabólicos. 

 
La especificidad del sustrato en las carnitina aciltransferasas viene definida por la 

longitud de la cadena hidrocarbonada del acil-CoA. Pero poco se conoce sobre cuales 
son los determinantes moleculares que definen la preferencia de CPT1 sobre aciles-CoA 
de cadena larga respecto a los de cadena media o corta. Por otro lado, tampoco están 
bien definidos cuales son los aminoácidos responsables de la correcta ubicación i 
interacción con el sustrato carnitina y que permiten al enzima mostrar su alto grado de 
discriminación frente a sustratos parecidos como es la colina, y que es utilizada por 
otros miembros de la familia de aciltransferasas. Recientemente, la descripción de los 
cristales de dos miembros de esta familia, carnitina acetiltransferasa (CrAT) y carnitina 
octanoiltransferasa (COT) ha proporcionado nuevas perspectivas en la base molecular 
de la especificidad de sustrato y la actividad catalítica en la familia de las 
aciltransferasas (Jogl 2003; Jogl 2005). Dichos cristales han supuesto un gran avance y 
han permitido realizar los estudios que se presentan en esta tesis. 

 
En la literatura, han sido descritos muchos inhibidores de CPT1 y recientemente, se 

ha referido C75 como una diana potencial para el tratamiento de la obesidad y la 
diabetes tipo 2. Conocido primero como un inhibidor sintético del enzima ácido graso 
sintasa (FAS), también se ha descrito como un agonista de la actividad CPT1, 
aumentando la utilización de energía periférica y la oxidación de ácidos grasos en 
ratones. Sin embargo, aún se desconoce en detalle su mecanismo de acción que será uno 
de los objetivos de esta tesis. 

 
Este trabajo de tesis se inscribe en el contexto del estudio de las relaciones 

estructura-función de ambas isoformas hepática y muscular de CPT1 con el fin de 



Presentación y objetivos 

entender mejor los mecanismos moleculares implicados en la actividad y en la 
inhibición de CPT1 por malonil-CoA y por otros fármacos. 

 
Los objetivos de la presente tesis son los siguientes: 

 
1. Estudio de la interacción malonil-CoA/CPT1 y definición por análisis 

funcional y estructural de dicha interacción. 
 

2. Estudio de la especificidad de los sustratos carnitina y palmitoil-CoA de 
CPT1B y análisis de los aminoácidos que confieren al enzima sensibilidad al 
malonil-CoA. 
 

3. Análisis del efecto del C75 y su mecanismo de acción sobre CPT1 in vitro e 
in vivo. 
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ABREVIATURAS 
 
ABD-F   7-fluoro-2,1,3-benzoxadiazole-4-sulfonamide 
ACBP   proteína de unión a aciles-CoA 
ADN   ácido desoxirribonucleico 
A. E.    actividad específica 
AgRP   Agouti related protein 
AICAR   5-aminoimidazol-4-carboxamida ribonucleótido 
AMP   adenosín monofosfato 
AMPc   adenosín monofosfato cíclico 
AMPK   proteína kinasa activada por AMP 
ARN   ácido ribonucleico 
ATP   adenosina trifosfato 
 
BLAST   basic local alignment search tool 
BSA   albúmina de suero bovino 
 
cADN   ADN copia 
CAT2   carnitina acetiltransferasa de peroxisoma/mitocondria de levadura 
Ci   curio 
CoA   coenzima A 
COT   carnitina octanoiltransferasa 
c.p.m.   cuentas por minuto 
CPT1A   carnitina palmitoiltransferasa I, isoforma hepática 
CPT1B   carnitina palmitoiltransferasa I, isoforma muscular 
CPT2   carnitina palmitoiltransferasa II 
CrAT   carnitina acetiltransferasa 
C75   4-metilen-2-octil-5-oxotetrahidrofurano-3-ácido carboxílico 
 
Da   dalton 
D.E.   desviación estándar 
DIO   obeso inducido por dieta 
DHB   ácido 2,5-dihidroxibenzoico 
DMSO   dimetilsulfóxido 
DTT   ditiotreitol 
 
E   enzima 
EDTA   ácido etilendiamino tetraacético 
EI   complejo enzima/inhibidor 
ES   complejo enzima/sustrato 
ESI   complejo enzima/sustrato/inhibidor 
 
FABPc   proteína de unión a ácidos grasos citozólica 
FABPpm  proteína de unión a ácidos grasos de membrana plasmática 
FAS   ácido grasa sintasa 
FAT   transportador de ácidos grasos 
F.I.   intensidad de fluorescencia 
for    forward 
 
GAL1   promotor inducido por galactosa 
GLUT   transportador de glucosa 
GSH    glutatión reducido 
 
h    hora 
HEK   células de embrión de riñón humano 



HEPES   N-2-hydroxyethylpiperazine-N'-2-ethanesulfonic acid 
HPLC-MS/MS cromatografía líquida de alta resolución (HPLC) acoplada a la 

espectrometría de masas y tándem 
I   inhibidor 
IC50 concentración de I necesaria para inhibir el 50% de la actividad enzimática 
i.c.v   intracerebroventricular 
i. p.   intraperitoneal 
 
Kcat constante catalítica; representa el máximo número de moléculas de S 

transformadas en P por el centro activo de E y por unidad de tiempo 
Kiapp   constante aparente de disociación del complejo EI 
KIapp   constante aparente de disociación del complejo ESI 
kinactapp  constante aparente de inactivación y de formación del complejo EI* 
Kmapp   constante aparente de Michaelis Menten 
 
M   molar (mol/l) 
MALDI-TOF  Matrix Assisted Laser Desorption Ionisation - Time Of Flight 
mARN   ácido ribonucleico mensajero 
mg   miligramo 
min   minuto 
mmoles   milimoles 
ml   mililitro 
MOPS   ácido 3-[N-morfolino propano] sulfónico 
MRM   monitorización de reacción múltiple 
m/z   relación masa/carga 
 
NADPH   nicotinamida adenina dinucleotido fosfato 
nm   nanómetros 
NPY   neuropéptido Y 
Nt   nucleótido 
 
OD   densidad óptica 
o/n    overnight 
 
P   producto 
pb   pares de bases 
PCR   reacción en cadena de la polimerasa 
PDB   banco de datos de proteínas 
PEG    polietileno glicol 
PMSF   fluoruro de fenilmetilsulfonil  
POMC   proopiomelanocortina 
PPAR   receptor activado por proliferadores peroxisomales 
PPRE   elemento de respuesta a PPAR 
ppm   partes por millón 
 
qRT-PCR  reacción de PCR cuantitativa a tiempo real 
 
R.E   radioactividad específica 
rev   inverso 
r.p.m.   revoluciones por minuto 
p/v   peso/volumen  
 
S   sustrato 
S.D.   desviación estándar 
SDS   dodecil sulfato sódico 
SDS-PAGE  electroforesis en gel de poliacrilamida con SDS 
 



TDGA   ácido tetradecilglicídico 
TOFA   ácido 5-(tetradeciloxi)-2-furoico 
TR   receptor de la hormona tiroidea 
Tris   tris(hidroximetil)aminometano 
 
Vmaxapp  velocidad máxima aparente del enzima 
 
wt   salvaje 
 
3-D   modelo tridimensional 
 
 
Lista de aminoácidos y de su abreviatura: 
 
 
Aminoácidos no polares (hidrofóbicos)  
 

Aminoácidos Código de tres letras Solo código de la letra 
Glicina Gly G 
Alanina Ala A 
Valina Val V 
Leucina Leu L 
Isoleucina Ile I 
Metionina Met M 
Fenilalanina Phe F 
Triptófano Trp W 
Prolina Pro P 
 
 
Aminoácidos polares (hidrofílicos)  
 

Aminoácidos Código de tres letras Solo código de la letra 
Serina Ser S 
Treonina Thr T 
Cisteina Cys C 
Tirosina Tyr Y 
Asparagina Asn N 
Glutamina Gln Q 
 
 
Aminoácidos cargados negativamente e hidrofílicos 
 

Aminoácidos Código de tres letras Solo código de la letra 
Ácido aspártico Asp D 
Ácido glutámico Glu E 
 
 
Aminoácidos cargados positivamente e hidrofílicos 
 

Aminoácidos Código de tres letras Solo código de la letra 
Lisina Lys K 
Arginina Arg R 
Histidina His H 
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