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ha descrit que una inhibició de la 
betaoxidació en el múscul cardíac, 
en pacients amb angina de pit, per 
tal de promoure una utilització més 

elevada de la glucosa com a font d’energia, dismi-
nueix la demanda d’oxigen per part del múscul i, 
per tant, millora el pronòstic del pacient (Dyck 
et al., 2004; Lopaschuk et al., 1994). Fins ara 
s’han fet estudis amb diversos inhibidors de la 
betaoxidació a nivell de l’enzim CPT1, però tots 
els inhibidors estudiats presentaven un efecte 
advers en comú, la hipertròfia del múscul cardí-
ac i, per tant, els estudis no han anat més enllà. 
La definició del mecanisme d’entrada dels subs-
trats és una nova oportunitat per trobar un nou 
inhibidor capaç d’inhibir la betaoxidació que no 
presenti un efecte secundari perjudicial.

 
Introducció
Els àcids grassos de cadena llarga representen 
la font principal d’energia per a molts òrgans, 

especialment per al múscul i el fetge. Atès que la 
majoria dels teixits contenen quantitats petites 
de lípids emmagatzemats, la producció energè-
tica depèn de l’aportació contínua d’àcids gras-
sos que provenen del teixit adipós.

Depenent del teixit i de la demanda metabò-
lica, els àcids grassos es converteixen en trigli-
cèrids, fosfolípids de membrana o s’oxiden en els 
mitocondris per a la producció d’energia. Abans 
de ser dirigits a l’emmagatzematge, membra-
nes o oxidació, els àcids grassos són activats a 
acils-CoA. Aquesta reacció és catalitzada per la 
sintetasa d’acils-CoA de cadena llarga (LCAS), 
un enzim abundant present en el reticle endo-
plasmàtic i els mitocondris. 

En el mitocondri, LCAS s’associa a la mem-
brana externa mitocondrial (MEM) i és una pro-
teïna transmembranosa amb el centre catalític 
exposat al citosol (Hesler et al., 1990). Aquesta 
orientació de LCAS dóna lloc a la producció ci-
tosòlica dels acils-CoA de cadena llarga, que han 
de travessar totes dues membranes mitocondri-
als perquè es produeixi la betaoxidació en la ma-
triu del mitocondri. Per a la impermeabilitat de 
la membrana respecte als acils-CoA, cal un sis-
tema que permeti la introducció d’aquests fins a 
la matriu mitocondrial, el sistema CPT (fig. 1). 

L’objectiu del present estudi és dilucidar quin dels dos models d’entrada de 
substrats al centre catalític de la carnitina-palmitoïltransferasa 1 (CPT1), 
postulats fins en aquest moment, és funcional. L’interès de l’estudi rau en 
la possibilitat de definir noves dianes terapèutiques per al tractament de 
pacients amb episodis d’angina de pit. 
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OCTN1: transportador de carnitina imprescindible per a l’activitat CPT1[ ] 

Una vegada formats els acils-CoA, la CPT1 
catalitza la formació d’acilcarnitines a partir 
dels àcids grassos activats i carnitina lliure. 
CPT1 és inhibida alostèricament per malonil- 
CoA i, en virtut d’aquesta inhibició, la CPT1 re-
presenta el principal punt de regulació del flux 
de la betaoxidació. Els productes de la reacció 
catalitzats per CPT1, les acilcarnitines de cadena 
llarga, són translocats a la matriu mitocondrial 
en una reacció d’intercanvi en la qual intervé la 
carnitina acilcarnitina-translocasa (CACT), una 
proteïna integral de la membrana interna mito-
condrial (MIM) (Indiveri et al., 1995). Una vega-
da dins de la matriu, les acilcarnitines es recon-
verteixen en acils-CoA per acció de la carnitina- 
palmitoïltransferasa 2 (CPT2), un enzim asso-
ciat a la cara matricial de la MIM, que realitza 
la reacció inversa a la CPT1. Gràcies al sistema 
de translocació (CPT1 + CACT + CPT2), els àcids 
grassos són capaços de travessar les membranes 
del mitocondri fins a arribar a la matriu, on es 
produeix la betaoxidació.

Des del descobriment de la importància de 
CPT1 en la regulació de la betaoxidació mito-
condrial, molts investigadors han treballat en 
el coneixement de l’estructura de l’enzim, el 
mode d’inserció al mitocondri, l’estequiometria 
de la inhibició per malonil-CoA i els aspectes 
cinètics d’aquest enzim.

CPT1 encara no ha estat cristal·litzada. 
però se’n coneix l’estructura quaternària de ti-
pus oligomèric (Faye et al., 2007). Cadascuna 
de les subunitats està inserida en la MEM amb 
el domini N-terminal projectat a l’espai cito-
sòlic. La inserció en MEM es produeix a tra-
vés de dos TMD de 21 aminoàcids amfifílics, 
que provoca que el domini C-terminal es trobi 
igualment dirigit a l’espai citosòlic. En el do-
mini C-terminal se situa el centre catalític i el 
de regulació per malonil-CoA, inhibidor fisio-
lògic, que necessita els dominis N i C-terminal 
per conformar el lloc d’unió del malonil-CoA 
(Lopez-Viñas et al., 2007). Recentment, s’han 
descrit que els TMD de cadascuna de les subu-
nitats podrien combinar-se per formar un ca-
nal (Jenei et al., 2009).

La controvèrsia apareix en el moment de 
discutir quin model d’entrada dels substrats 
cap a CPT1 és el funcional. Fins avui se n’han 
descrit dos models. En el primer model, pos-
tulat per Zammit et al. (1997), es proposa que 

els substrats de CPT1 (acils-CoA i carnitina) 
entren des de la part citosòlica fins al centre 
catalític i, una vegada realitzada la reacció de 
transesterificació que donarà lloc al producte 
carnitina-palmitoïl, aquest s’internalitza cap 
a l’espai intermembranós mitjançant el canal 
format pels TMD (fig. 2).

En el segon model, postulat per Hoppel i Ker-
ner (2000), es proposa que els substrats neces-
siten uns transportadors a la MEM per interna-
litzar-se (fig. 3). El doctor Charles Hoppel, de  
la Universitat de Tenessee, va solucionar el pro-
blema de l’arribada del palmitoïl-CoA a l’espai 
intermembranós en descobrir, per tècniques 
proteòmiques, la presència del canal d’anions 
dependents del voltatge (VDAC) que era capaç 
de transportar els acils-CoA. Però encara que-
dava per demostrar com podia accedir la carni-
tina a l’espai intermembranós.

Figura 1. Sistema CPT per a l’entrada 
dels acils-CoA de cadena llarga a 
la matriu mitocondrial. Els acils-CoA 
necessiten el sistema CPT per poder 
creuar les membranes mitocondrials 
que són impermeables a aquests. El 
sistema CPT (CPT1 + CACT + CPT2) 
permet aquesta entrada cap a la matriu 
mitocondrial, on es durà a terme la 
betaoxidació, mitjançant reaccions 
successives. El punt de regulació 
d’aquesta entrada es troba a nivell de 
CPT1, que es pot inhibir per malonil-CoA.

Figura 2. Il·lustració del model 
proposat per Zammit et al. En aquest 
model es proposa que els substrats de 
CPT1 entren des de la cara citosòlica fins 
al centre catalític i, una vegada es dóna la 
reacció de transesterificació que donarà 
lloc al producte carnitina-palmitoïl, aquest 
s’internalitza mitjançant el canal format 
pels TMD cap a l’espai intermembranós, 
on serà translocat gràcies a la CACT.
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Recentment s’ha descrit la localització d’un 
transportador anomenat nou transportador 
de cations orgànics 1 (OCTN1) capaç de trans-
portar la carnitina. El 2000 es va demostrar 
mitjançant hibridació in situ que OCTN1 (SL-
C22A4) es troba expressat en una àmplia vari-
etat de teixits, principalment al fetge, l’intestí 
prim, el ronyó (còrtex i medul·la, més abundant 
en la unió corticomedul·lar), el cervell (cerebel, 
hipocamp, còrtex), el cor (miocardi i vàlvules) i 
la placenta (zona laberíntica) (Wu et al., 2000; 
Tamai et al., 2000). Però no va ser fins al 2006 
que se’n va descriure la localització específica 
a la MEM gràcies a estudis de transfecció de 
línies cel·lulars mamíferes amb GFP-OCTN1 
i RFP-OCTN1 i posterior microscòpia fluores-
cent confocal amb marcadors específics de la 
MEM (Lamhonwah i Tein, 2006).

Fins en aquest moment es coneixen un gran 
nombre d’inhibidors d’OCTN1 descrits en la bi-
bliografia, però en el present estudi s’utilitzaran 
els que hagin presentat més capacitat inhibido-
ra: verapamil i pirilamina.

Material i mètodes
Preparació de les fraccions mitocondrials
Es fa una sobreexpressió heteròloga de CPT1 en 
mitocondris de llevat (Saccharomyces cerevisi-
ae) (Morillas et al., 2001). S. cerevisiae ha estat 
escollit com a sistema d’expressió de CPT1 per 
la seva deficiència en activitat CPT1 i OCTN1. 
Les fraccions enriquides en mitocondris de lle-
vat (S. cerevisiae) sobreexpressant CPT1 han 
estat obtingudes segons el protocol descrit an-
teriorment (Morillas et al., 2001).

Les fraccions cel·lulars enriquides en mito-
condris provinents de línia cel·lular mamífera 
(HEK293) cultivada en plaques de 15 cm han 
estat obtingudes mitjançant l’homogeneïtzador 
Douncer (Rubi et al., 2002) i mantenint sempre 
la temperatura a 4 ºC per evitar la desnaturalit-
zació proteica. En el cas de mitocondris de línia 
cel·lular mamífera, hi ha expressió de CPT1 i 
OCTN1 a la MEM. Els mitocondris, de llevats o 
de mamífer obtinguts, resten pràcticament in-
tactes i han estat utilitzats directament per als 
assajos d’activitat CPT1.

La determinació de les concentracions pro-
teiques de les mostres obtingudes es van deter-
minar utilitzant el reactiu de Bio-Rad, i com a 
estàndard es va utilitzar BSA.

Estudi de l’activitat CPT1 en presència/absèn-
cia d’inhibidors d’OCTN1
L’assaig d’activitat és una modificació del mèto-
de radiomètric descrit prèviament (Morillas et 
al., 2001). L’assaig es realitza en la direcció de 
síntesi de l’acilcarnitina:

3H-carnitina + acil-CoA  
acil-3H-carnitina + CoA

En el cas de l’activitat CPT, els substrats són 
3H-carnitina i palmitoïl-CoA. L’activitat enzi-
màtica s’assaja a 30 ºC durant un temps mai su-
perior a 4 minuts, en un volum final de 200 μL.  
La mostra proteica (10 μg de fracció mitocon-
drial de HEK293 i 3 μg de mitocondris de lle-
vats que sobreexpressen CPT1 heteròlogament) 
es preincuba 1 minut juntament amb els inhibi-
dors d’OCTN1 a concentracions creixents de 0 a 
1 mM en un volum final de 40 µL. Després, s’hi 
afegeix la mescla de reacció (160 μL). La con-
centració final dels components de la mescla és 
de tris-HCl pH 7,2 105 mm, KCl 15 mm, MgCl2  
4 mm, ATP 4 mm, glutatió reduït 250 μm, palmi-
toïl-CoA 50 μm, L-[metil-3H]carnitina (0,3 μCi) 
400 μm, i BSA deslipiditzada 0,1 %.

L’ATP permet la generació del palmitoïl-CoA 
per les acil-CoA sintetases, a partir del palmito-
ïl i del CoA format per acció de les desacilases 
(i s’evita així que la concentració de l’acil-CoA 
sigui menor que l’esperada). Com a agent reduc-
tor s’utilitza el glutatió reduït i no tiols, como 
el ditiotreïtol (DTT) o ditioeritrol (DTE), ja que 
aquests redueixen la sensibilitat al malonil- 
CoA. La presència d’albúmina deslipiditzada és 

Figura 3. Il·lustració del model 
proposat per Hoppel et al. En aquest 

model es proposa que els substrats 
necessiten uns transportadors a la 

MEM per internalitzar-se. Una vegada 
són a l’espai intermembranós, arriben al 
centre catalític de CPT1, on es dóna la 

reacció de transesterificació.
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Acció de la pirilamina sobre l áctivitat de la CPT1

necessària per protegir el mitocondri de l’efecte 
detergent dels àcids grassos; tot i això, la seva 
concentració no ha de ser superior al 0,1 %, amb  
la finalitat d’evitar un efecte de sigmoïdicitat  
en la cinètica de l’enzim respecte a l’acil-CoA.

El pH elegit per a l’assaig és de 7,2, ja que 
s’ha observat una dependència de l’activitat i 
de la sensibilitat a malonil-CoA respecte al pH. 
Aquest pH és l’òptim per afavorir totes dues con-
dicions. La temperatura de l’assaig és de 30 ºC  
amb la finalitat de compensar una bona acti-
vitat enzimàtica, que augmenta amb l’augment 
de la temperatura, amb una bona inhibició, que 
disminueix amb l’augment de la temperatura. 

La reacció s’atura per addició de 200 μL de 
HCl 1,2 N. El producte palmitoïl-3H-carnitina 
s’extrau amb 600 μL de n-butanol saturat d’ai-
gua, a causa de la seva lipofília, mentre que la 
major part de 3H-carnitina no incorporada, hi-
dròfila, quedarà retinguda en la fase aquosa. La 

fase butanòlica es renta amb 200 μL d’aigua, i 
se sembren 250 μL en vials de plàstic que con-
tenen 5 mL de líquid de centelleig Ecolite (ICN). 
El comptador utilitzat és un RackBeta del servei 
de radioisòtops de la Facultat de Farmàcia de la 
Universitat de Barcelona.

Com a valors d’activitat específica (nano-
mols de substrat transformat per minut i per 
mg de proteïna) es calculen les mitjanes ± des-
viació estàndard amb un mínim de tres assa-
jos independents i per a diferents preparacions 
proteiques. Es fa un control de l’estat dels mi-
tocondris mitjançant la incorporació de malo-
nil-CoA (100 µm) als mitocondris de mamífer, 
que permet valorar que l’activitat observada no 
sigui deguda a la CPT2.

Resultats
Per tal de determinar quin dels dos models d’in-
ternalització i/o interacció dels substrats amb la 
CPT1 és el funcional, es van realitzar experiments 

OCTN1: transportador de carnitina imprescindible per a l’activitat CPT1[ ] 

Acció del verapamil sobre l áctivitat de la CPT1
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Figura 5. Efectes de la 
pirilamina en l’activitat CPT1. 10 µg 
de mitocondris aïllats de mamífer 
(en vermell) i 3 µg de llevat amb 
sobreexpressió de CPT1 (en blau) han 
estat preincubats durant 1 minut amb 
concentracions creixents de Pirilamina. 
Les dades representades corresponen 
a un mínim de tres experiments 
independents i estan expressades amb 
relació al valor control en absència 
d’inhibidor (100 %).

Figura 4. Efectes del verapamil en 
l’activitat CPT1. 10 µg de mitocondris 
aïllats de mamífer (en vermell) i 3 µg 
de llevat amb sobreexpressió de CPT1 
(en blau) han estat preincubats durant 
1 minut amb concentracions creixents 
de verapamil. Les dades representades 
corresponen a un mínim de tres 
experiments independents i estan 
expressades amb relació al valor control 
en absència d’inhibidor (100 %).  

HEK293 S. cerevisiae sobreexpressió de la CPT1
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enzimàtics on s’analitzava l’efecte de quantitats 
creixents de dos inhibidors de l’OCTN1, verapa-
mil i pirilamina, sobre l’activitat CPT1.

Com a font d’activitat CPT1 es va utilitzar 
fraccions mitocondrials de cèl·lules HEK293, 
les quals contenen OCTN1, i com a control frac-
cions mitocondrials de llevat S. cerevisiae, que 
tenien sobreexpressada la CPT1, i en les quals 
no hi ha OCTN1. 

La lògica d’aquest experiment rau en el fet que si 
es produeix inhibició de l’activitat de la CPT1 in-
dicarà que li falta el substrat carnitina a aquest 
enzim, com a conseqüència de la inhibició del 
transport de carnitina que exerceix la OCTN1.

En la figura 4 es mostra que el verapamil inhibeix 
l’activitat de la CPT1 de les cèl·lules HEK293 i, a la  
vegada, no ho fa en l’expressada heteròlogament 
en cèl·lules de llevat. Aquesta última dada cor-
robora el que ja es coneixia de la literatura, que 
el verapamil no és un inhibidor farmacològic de 
l’activitat de la CPT1. En conseqüència, com que 
la inhibició de l’activitat de la CPT1 en cèl·lules 
de mamífer és molt alta, indica que s’ha produït 
la inhibició de l’OCTN1 i que això ha afectat l’ac-

tivitat enzimàtica CPT1 mitocondrial. En ser el  
verapamil un inhibidor del transport de la carni-
tina des de l’espai citosòlic a l’espai intermembra-
nós, aquest resultat d’inhibició de l’activitat de la 
CPT1 està indicant que aquest transport no s’ha 
donat, i que la CPT1 s’ha quedat sense substrat i 
sense activitat, del qual s’extreu la necessitat del 
pas previ de la carnitina a l’espai intermembra-
nós perquè és el substrat natural de la CPT1.

 
En la figura 5 es mostren els resultats pel 

segon inhibidor d’OCTN1, pirilamina, i corro-
boren els del verapamil. Les cinètiques d’inhi-
bició són similars i aquest resultat confirma la 
hipòtesi que és necessari el transport previ de 
carnitina a l’espai intermembranós perquè es 
manifesti l’activitat CPT1.

Els valors d’inhibició 50 % (IC50) de tots 
dos inhibidors per a l’activitat CPT1 són 0,3 i 
0,2 mm per verapamil i pirilamina, respecti-
vament. S’observa també que a concentracions 
de 0,75 i de 0,5 mm de verapamil i pirilamina, 
respectivament, l’OCTN1 i, per tant, l’activitat 
CPT1, queda totalment inhibit, fet que demos-
tra que els inhibidors escollits tenen un efecte 
inhibidor important.
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Figura 6. Proposta d’un model d’entrada dels substrats a la CPT1. En el model es pot observar l’estructura de tipus oligomèric 
de CPT1 on les alfa hèlix que travessen la MEM formen un canal. Cadascuna de les subunitats està formada per un extrem 
C-terminal orientat al citosol (de color verd) seguit de les dues alfa hèlix que fixen la subunitat a la MEM (color groc) i finalment 
l’extrem N-terminal que queda a la cara citosòlica de la MEM (color blau) on es localitzen el centre de regulació per malonil-CoA 
(color vermell) i el centre catalític. Associats a la membrana també podem observar el transportador de carnitina, OCTN1, objecte del 
nostre estudi (color vermell) i el transportador de palmitoïl-CoA, VDAC (color taronja). Un cop internalitzats els substrats i realitzada 
la reacció de transesterificació, el producte és translocat per la CACT (color veig) i finalment la CPT2 (color rosa) realitza la reacció 
inversa de la CPT1 i dóna lloc a l’acil-CoA. En la representació també es fa constar la capacitat inhibidora del malonil-CoA, el 
verapamil, la pirilamina i el polianió de 22 kDa sobre algunes de les proteïnes implicades en la betaoxidació.
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L’activitat específica CPT1 és de 473 i 3.090 
(nmol/minut × mg de proteïna) pels mitocon-
dris aïllats de HEK293 i de S. cerevisiae, res-
pectivament. 

Discussió
El nostre projecte s’ha centrat a valorar la ne-
cessitat que la carnitina es trobi en l’espai in-
termembranós com a requisit previ per a la uti-
lització per CPT1. Els nostres resultats donen 
suport al model proposat pel doctor Charles 
Hoppel, en el qual la carnitina entra al centre 
catalític de CPT1 des de l’espai intermembra-
nós, i no des del citosol. 

El fet que, en presència d’inhibidors 
d’OCTN1, l’activitat CPT1 de mitocondris de 
línia mamífera es vegi totalment inhibida i no 
pas en els mitocondris de llevats, denota que la 
inhibició de la betaoxidació observada es dóna 
per afectació del transportador d’OCTN1 i no de 
l’enzim CPT1 com a tal.

A més, queda demostrat que en mitocon-
dris de mamífer es fa imprescindible l’activi-
tat OCTN1 per tal d’observar activitat CPT1 i 
que, per tant, el model funcional seria el model 

proposat per Charles Hoppel et al., en què es 
postulava la necessitat de tenir transportadors 
que internalitzessin els substrats i, una vegada 
en l’espai intermembranós, es realitzés la reac-
ció de transesterificació.

Amb els resultats obtinguts en els mitocon-
dris de llevats amb sobreexpressió de CPT1, 
només podem assegurar que no hi ha presèn-
cia d’OCTN1, però no es pot assegurar si l’en-
trada dels substrats en aquest cas es realitza 
per un altre transportador poliespecífic o si 
aquesta entrada fins a l’espai intermembranós 
no és necessària.

Els resultats de l’estudi, per tant, ens fan 
pensar que el model funcional és aquell que 
descriu la necessitat de transportadors pels 
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