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ABSTRACT

Obesity is a multifactorial chronic disease, characterized by excessive
accumulation of fat throughout the body. Obesity is associated with severe
metabolic disorders such as insulin resistance, type 2 diabetes mellitus,
cardiovascular disease, and cancer among others and has become a serious public
health problem of the XXI century. Recently, a great effort has been made to
understand the pathophysiological mechanisms of obesity and to find potential
new effective therapeutic strategies.

The liver plays a key role in regulating body energy homeostasis and lipid
and glucose metabolism. In conditions of chronic energy excess, there is a
considerable lipid accumulation, altering the hepatic lipid metabolism that entails
the development of fatty liver disease, increased hepatic gluconeogenesis, insulin
resistance and subsequently to more serious changes as steatohepatitis, cirrhosis,
and hepatocellular carcinoma. Since fatty liver is caused by an imbalance between
input and output of lipids, we hypothesize that an intervention that stimulates
hepatic fatty acid oxidation will lead to decreased hepatic steatosis and an
improved obese phenotype. Previous studies by our group and Monsenego et al.
have shown that increased expression of Carnitine Palmitoyltransferase 1A
(CPT1A), the key enzyme regulating the entry of fatty acids into the mitochondria
to be oxidized, in the liver prevents high-fat diet-induced obesity in mice.

Given these promising results and in order to target a potential gene
therapy for obesity, in this study we have expressed in liver of obese mice a
permanently active mutated human form of CPT1A (hCPT1AM) using adeno-
associated virus (AAV) serotype 9. These viral vectors allow a long term (1 year)
and a high degree of expression of the gene of interest. h\(CPT1AM expression in
liver of obese mice resulted in increased flux of fatty acids into the mitochondria
and increased fatty acid oxidation. These led to an activation of lipolysis and
hepatic autophagy, an improvement in cholesterol metabolism, decreased hepatic
steatosis, improved hepatic insulin sensitivity and decreased hyperglycemia,
hyperinsulinemia and weight. Therefore, hCPT1AM overexpression is able to
reverse obesity and many its associated derangements, being a potential effective

strategy for the treatment of the disease.



RESUMEN

La obesidad es una enfermedad crénica de origen multifactorial y se
caracteriza por una acumulacion excesiva de grasa en todo el organismo. La
obesidad y los transtornos metabdlicos asociados, como son la resistencia a la
insulina, la diabetes mellitus tipo 2, la enfermedad cardiovascular, el cancer y
otras patologias, se han convertido en un grave problema de salud publica del
siglo XXI. En los ultimos afios se esta realizando un gran esfuerzo para entender
los mecanismos fisiopatolégicos de la obesidad y también en la busqueda de
nuevas estrategias terapéuticas efectivas?.

El higado juega un papel clave en la homeostasis energética del organismo
regulando el metabolismo lipidico y de la glucosa. En condiciones de exceso
crénico de energia se produce una considerable acumulacién de lipidos, alterando
el metabolismo lipidico hepatico que conlleva al desarrollo de la enfermedad del
higado graso, al aumento de la gluconeogénesis hepatica, a la resistencia a la
insulina y posteriormente a alteraciones mas graves como la esteatohepatitis, la
cirrosis y el carcinoma hepatocelular. Dado que un higado graso es consecuencia
de un desequilibrio entre la entrada y la salida de lipidos, nuestra hipétesis es que
una intervencién que estimule la oxidacién hepatica de los acidos grasos (AG)
dara lugar a una disminucion de la esteatosis hepdatica y una mejora del fenotipo
obeso. Estudios previos realizados por nuestro grupo y Monsenego et al. han
mostrado que un aumento de la expresion de la carnitina palmitoiltransferasa 1A,
enzima limitante de la entrada de los AG en la mitocondria para ser oxidados, en
higado previene la obesidad inducida por dieta grasa en ratones.

Ante esos resultados prometedores y con el fin de ir dirigidos hacia una
posible terapia génica de la obesidad, en este estudio hemos expresado en higado
de ratones obesos una forma humana mutada de CPT1A permanentemente activa
(hCPT1AM) mediante la utilizacién de virus adenoasociados (AAV) del serotipo 9.
Estos vectores viricos permiten un alto grado y durante largo plazo (1 afio) la
expresion del gen de interés. La expresion de la hCPT1AM en higado de ratones
obesos ha dado lugar a un aumento del flujo de los AG hacia la mitocondria y una
mayor oxidacién de dichos AG que ha conducido a: una activacién de la lipélisis y
la autofagia hepaticas, una mejora del metabolismo del colesterol, una

disminucién de la esteatosis hepatica, una mejora de la sensibilidad hepatica a la
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insulina y una disminucion de la hiperglicemia, la hiperinsulinemia y el peso. Por
tanto, la sobreexpresiéon de la hCPT1AM es capaz de revertir la obesidad y muchos
de sus problemas asociados y puede ser una buena estrategia para el futuro

tratamiento de la enfermedad.
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OBESIDAD

La obesidad se caracteriza por el acimulo excesivo de grasa en el tejido
adiposo y en otros 6rganos debido a un desequilibrio entre la ingesta calérica y el
gasto energético. La obesidad se ha convertido en los ultimos afios en uno de los
principales problemas de salud publica en muchas partes del mundo. En 2001 la
Organizacién Mundial de la Salud (OMS) introdujo el término de “globesidad”.

En clinica y en estudios epidemiolégicos la obesidad en adultos humanos
se evalia con el indice de masa corporal (IMC) que es una medida de la grasa
corporal. El IMC se calcula como el peso en kg dividido por la altura al cuadrado
en metros. La OMS 2 define el sobrepeso como un IMC igual o mayor de 25kg/m?2y
la obesidad como un IMC igual o superior a 30kg/m?2.

La OMS estima que en 2014 1,9 billones de adultos estaban con sobrepeso
y mas de 600 millones son obesos, correspondiendo al 13 % de la populacién
adulta del planeta3.

Hay tres causas principales que explican la creciente prevalencia de la
obesidad: (1) Ingesta de calorias: se ha producido un aumento drastico en el
consumo total de calorias durante las dos ultimas décadas. En la mayoria de los
paises desarrollados, el total de los niveles de ingesta de calorias son por encima
del 2.000Kcal/dia y llega a acercarse a 3.000Kcal/dia. (2) Calidad de las calorias:
se ha producido un cambio de las dietas ricas en verduras, frutas y pescado
(grasas especialmente saturadas) y las dietas altas en azucar. La ingesta crénica
de dietas grasas, la fructosa y el consumo frecuente de alimentos procesados
aumenta el riesgo de obesidad. (3) La falta de ejercicio: el estilo de vida
sedentario es también un importante contribuyente al aumento de peso. Los bajos
niveles de actividad fisica estan estrechamente relacionados con el aumento de
peso corporal.

La obesidad es un factor de riesgo para otras condiciones patoldgicas
tales como la resistencia a la insulina y la DM2 4, asi como la enfermedad hepatica
grasa no alcoholica (NAFLD 3%, las enfermedades cardiovasculares (ECV) 7 y el
cancer 8.

Dieta, ejercicio, y otras modificaciones de estilo de vida son la primera

opcion para la proteccidon contra la obesidad. Sin embargo, el cumplimiento de
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estas modificaciones es dificil de mantener por periodos largos de tiempo.
Medicamentos contra la obesidad son en gran medida ineficaces. Por otro lado la
cirugia bariatrica ofrece la reduccién eficiente y rapida de peso pero en muchos
casos el peso se recupera con el tiempo. Por lo tanto, hay una gran necesidad de
nuevos estudios para conocer como se regula la homeostasis energética y
también discernir los mecanismos moleculares por los cuales la obesidad causa

diabetes y otras complicaciones como NAFLD.

DIABETES

La diabetes es una enfermedad provocada por una desregulaciéon en el
metabolismo de los carbohidratos y los AGs, ya sea debido a un fallo en la
produccion de insulina o a un fallo en su accién sobre los tejidos diana. Esto
conlleva la presencia de niveles de glucosa elevados tanto en situaciones de ayuno
como en estados post pandriales si no se trata adecuadamente. Esta
hiperglucemia en ayunas es en definitiva consecuencia de la falta de insulina o de
su correcta accion en el higado y en los tejidos periféricos, y de niveles
aumentados de glucagon. Ademas, los AGs del tejido adiposo son liberados
anormalmente, promoviendo la estimulacién de la cetogénesis hepatica. Estos
desordenes metabdlicos conducen a los principales sindromes de la diabetes:
poliuria, polifagia y polidipsia. La diabetes se asocia también con neuropatias,
nefrologia, retinopatias, enfermedades coronarias y muerte prematura °. El
resultado es una disminucién de la calidad de vida y de la esperanza de vida.
Todas estas complicaciones asociadas son las responsables del gran impacto
sanitario y socioeconémico que conlleva esta enfermedad 1°.

Mantener una dieta sana y realizar ejercicio regularmente son dos aspectos
muy importantes para la prevencion y el tratamiento de la diabetes. Incluso
manteniendo un estilo de vida sano, muchos pacientes necesitan intervencion
farmacolégica, que puede consistir en una Unica o una combinacién de las
siguientes medicaciones orales: sulfonilureas (estimulan la secrecién de insulina
por la célula B pancreatica), metformina (inhibe la produccién hepatica de
glucosa) o tiazolidindionas (sensibilizan el musculo y el tejido adiposo a la

insulina).
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El 5-10% de los pacientes diabéticos padecen diabetes del tipo 1 o diabetes
mellitus dependiente de insulina. Estos pacientes son completamente
dependientes de insulina exdgena debido a una destrucciéon autoinmune de las
células productoras de insulina (células ) del pancreas. Este tipo de diabetes
aparece antes de los 25 afios de edad. La diabetes tipo 1 se diagnostica después de
la aparicién de sintomas como son una gran sed (polidipsia), mucha hambre
(polifagia) y pérdida abundante de orina (poliuria). En ocasiones puede aparecer
cetoacidosis diabética que puede comportar la entrada en coma de los pacientes.

La DM2 o diabetes no dependiente de insulina es mucho mas comun y
afecta al 75-90% de los pacientes diabéticos. La enfermedad se caracteriza por:
1) la resistencia a la insulina, definida como la incapacidad de la hormona para
suprimir la producciéon hepatica de glucosa y para promover la captaciéon de
glucosa por parte de los tejidos periféricos, y 2) una funcién disminuida de la
célula 8 del pancreas. Cronolégicamente y metabdlicamente la enfermedad podria
seguir este curso: la resistencia a la insulina parece ser la lesién primaria, debida
a factores genéticos, la edad, estilo sedentario de vida o a cambios metabélicos
producidos por la obesidad 1. Esta resistencia a la insulina causa un fallo en la
captacién de glucosa por los distintos tejidos entre ellos el musculo. Ademas, en el
tejido adiposo, la resistencia a los efectos antilipoliticos de la insulina causa una
liberaciéon aumentada de AGs. Asimismo, estos AGs atentan la capacidad de la
insulina de inhibir la produccién de glucosa hepatica, logrando una situacién de
hiperglucemia o para responder a las acciones de la insulina 12,

Esta desregulacion en el metabolismo lipidico y de carbohidratos acelera la
progresion de la resistencia a la insulina. Normalmente la célula  del pancreas
intenta compensar el estado de resistencia a la insulina incrementando la
secrecion de insulina. Pero finalmente la célula B pierde la capacidad de
produccion de insulina dejando de responder apropiadamente a las
concentraciones de glucosa. Esto conduce a un deterioro de la homeostasis de la
glucosa y a la aparicién de la intolerancia a la glucosa.

La DM2, a diferencia de la de tipo 1, estd fuertemente asociada a la
obesidad 13. La OMS estima que el sobrepeso y la obesidad causan el 44% de los

casos de DM2 (World Health Organization, 2015). Asi mismo, alrededor del 80%
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de los individuos con DM2 son obesos, y mas concretamente con obesidad

visceral central.

RESISTENCIA A INSULINA

El aumento prolongado de la concentracién de AGs en plasma causa una
reduccion en la accién de la insulina en diversos tejidos, principalmente higado,
tejido adiposo y musculo 14-16, En ratones, un aumento de lipidos en la dieta da
lugar a obesidad y DM2. Los ratones C57BL/6] solamente presentan DM2 después
de volverse obesos. En estos animales, la obesidad inducida por dieta se
caracteriza por depdsitos selectivos de grasa en el mesenterio 17, observacion
consistente con los estudios en que la obesidad visceral es uno de los factores mas

importantes de riesgo 18.

Sefializacion de la insulina

La insulina es una hormona anabdlica y es esencial para el
mantenimiento de la homeostasis de glucosa y del crecimiento y diferenciacion
celular. Después de una comida esta hormona es secretada por las células beta de
les islotes pancreaticos en respuesta al aumento de los niveles circulantes de
glucosa y de aminoacidos. La insulina regula la homeostasis de glucosa a varios
niveles, reduciendo la produccién hepatica de glucosa (via la disminucion de la
gluconeogénesis y glucogenolisis) y aumentando la captacién periférica de
glucosa, especialmente en tejidos muscular y adiposo.

La sefializacion intracelular de la insulina empieza con su unién a un
receptor especifico de membrana, una proteina heterotetramérica con actividad
quinasa, compuesta por dos subunidades alfa y dos subunidades beta, que actian
como una enzima alostérica en la cual la subunidad alfa inhibe la actividad
tirosina quinasa de la subunidad beta (figura 1). La unién de la insulina a
subunidad alfa permite que la subunidad beta adquiera actividad quinasa,
produciendo una alteraciéon conformacional y autofosforilaciéon, que aumenta

todavia mas la actividad quinasa del receptor 1°.
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Figura 1: Cascada de sefializacién de la insulina en higado.

Una vez activado, el receptor de insulina fosforila varios sustratos
proteicos en residuos de tirosina denominados IRS-1 e IRS-2. 20, Luego tiene lugar
la fosforilacién de la proteina fosfatidilinosil 3-quinasa (PI3K), considerada un
componente clave para que ocurra la captacién de glucosa, después de su
activacién  interacciona con las proteinas pl110 y p85, permitiendo la
fosforilacion de fosfatidilinositol  4,5-bisfosfato = (PIP2) para formar
fosfatidilinositol 3,4,5-trifosfato (PIP3) en la membrana plasmatica. La formacion
de PIP3 permite el reclutamiento de la PIP3 con la proteina fosfatidilinosil-
quinasa dependiente de proteina 1 (PDK1) y Akt2 21.22,

Una vez fosforilada la Akt en el citoplasma, fosforilara e inactivara GSK-3,
la enzima responsable del ultimo paso para la sintesis de glucégeno. Esta
inhibicién disminuye el nivel de fosforilacion de la glucégeno sintasa (GS),
aumentando asi su actividad. Por otra parte, la cascada de sefializacién inducida
por la insulina es capaz también de activar la proteina fosfatasa 1, que
desfosforilara la glucégeno sintasa aumentando su actividad 23. Ademas la
sefalizacidn via Akt también estimulara la translocaciéon a la membrana de los
transportadores de glucosa (GLUTZ2) en direccién a la membrana plasmatica para

la captacién de glucosa (figura 1).

METABOLISMO HEPATICO EN LA OBESIDAD

El higado es el é6rgano vital en los vertebrados y juega un papel
fundamental en la coordinacién metaboélica de todo el cuerpo, incluyendo el

metabolismo de carbohidratos, lipidos, proteinas, metabolismo de xenobidticos y
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destoxificacion. Algunas de las funciones mdas importantes del higado son la
gluconeogénesis, la glucolisis, la glucogenogénesis, la lipogénisis, la sintesis de
colesterol, sintesis de factores de coagulaciéon como el fibrin6geno, la conversion
de amonio en urea, la produccién y excrecion de la bilis, la sintesis de proteinas
plasmaticas y la producciéon de proteinas inflamatorias 24 Muchas de estas
funciones metabdlicas que se llevan a cabo en el higado estan controladas por la
accion de varias hormonas circulantes como la insulina. La insulina es una
hormona con multiples efectos en el metabolismo del cuerpo. Promueve la
captacién de glucosa por parte del tejido adiposo y el musculo y frena la
produccion de glucosa mediante la inhibicion de la glucogendlisis y la
gluconeogénesis en el higado. La insulina también juega un papel clave en la
sintesis y el almacenamiento de grasa, sintesis proteica, crecimiento celular,
proliferaciéon y diferenciacion celular 25. Muchas de las funciones del higado se ven
totalmente alteradas por la obesidad y el sobrepeso provocando una
desregulacion del metabolismo. El metabolismo hepatico de la glucosa y de los
lipidos en una situacién de obesidad ha sido ampliamente estudiado y cabe

destacar las recientes revisiones26-28,

Alteraciones en el metabolismo hepatico de la glucosa

Se ha descrito que niveles elevados de FFA de forma continuada en suero
estimulan la produccién de glucosa hepatica mediante la activaciéon de la
gluconeogénesis y de la glucogendlisis siendo estas, en gran parte, las
responsables de la hiperglucemia en ayunas 24 En del higado en una situacion
normal, la correcta transduccion de la sefial de insulina conduce a la fosforilacién
de la Akt, que activa el factor de transcripcién Foxol. Este interviene en la
regulacion de la producciéon de glucosa hepatica inhibiendo la via de la
gluconeogénesis. La acumulacién en exceso de intermediarios lipidicos en el
higado como los diacilgliceroles (DAG), activa la quinasa PKCg, interfiriendo con la
cascada de sefializacién de la insulina lo que impide la correcta fosforilacién de la
Akt y como ultimo paso impide también la activaciéon de Foxo1l. De esta manera se
produce un aumento de la produccién de glucosa hepatica mediante un
incremento de los principales enzimas claves de la gluconeogénesis como la

PEPCK (Fosfoenolpiruvato carboxiquinasa) y G6Pasa (glucosa 6 fosfatasa) 2°. Una

28



consecuencia de esta alteracion en la transmision de la sefial de la insulina es la
reduccion en la translocacién de los transportadores de glucosa (Glut2) a la
membrana de los hepatocitos reduciendo la captacién de glucosa por parte del
higado. La confirmacién que defectos en la sefializacién de la insulina en el higado
correlacionan directamente con una hiperglucemia se ha podido observar en
animales que presentan una deleccion especifica en el receptor de la insulina en el
higado 30. Estos animales muestran una severa intolerancia a la glucosa, mientras
que esta deleccién en musculo o en el tejido adiposo no tiene efectos sobre los
niveles de glucosa y insulina 31. Todo ello indica que la resistencia hepatica a la
insulina es necesaria para desarrollar hiperglucemia e intolerancia a la glucosa.

Otro punto clave en el metabolismo de la glucosa y la resistencia a la
insulina es el complejo de la piruvato deshidrogenasa que controla el flujo del
piruvato hacia acetil-CoA para ser oxidado en el ciclo de Krebs 32. Se ha descrito
que en diferentes situaciones como el ayuno, la diabetes o la ingesta de dietas
ricas en grasas que provocan niveles elevados de FFA en el suero, éstas aumentan
los niveles de la PDK4 en el higado, inhibiendo el complejo de la piruvato
deshidrogenasa y favoreciendo la oxidacién de AGs 33.

Otra hormona importante en el control de los niveles de glucosa es el
glucagén. El glucagébn promueve la sintesis de glucosa durante el ayuno.
Generalmente, en un estado normal, los propios niveles de glucosa y la ingesta de
alimentos reducen los niveles de glucagén, en cambio, en pacientes obesos y/o
diabéticos se mantienen niveles elevados de glucagén. Este incremento en la
secrecion del glucagén afecta a la produccion hepatica de la glucosa activando la
gluconeogénesis y la glucogenolisis 34.

En un estudio en humanos con higado graso se ha observado que estos han
disminuido en un 20 a 35% su capacidad de suprimir la produccién hepatica de
glucosa en respuesta a una infusién de insulina 535, Ademas se ha observado en
otro estudio que dicho aumento en la produccién de glucosa durante una
hiperinsulinemia es debida tres rutas: 1) la gluconeogénesis producida a partir
de los intermediarios del ciclo de Krebs, 2) gluconeogénesis a partir de glicerol y
3) de la glucogenolisis 3¢. Todo ello indica que en un estado obeso e insulino
resistente son varios los mecanismos por los cuales aumentan peligrosamente los

niveles de glucosa en sangre: 1) la sintesis de glucosa hepatica se ve fuertemente
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aumentada y 2) la captacion de glucosa por parte del higado, musculo y tejido

adiposo se ve reducida.

Alteraciones en el metabolismo hepatico de los lipidos

El higado tiene una funcién central en el control del metabolismo
intermediario de los lipidos, pues es responsable de captar y determinar el
direccionamiento de las grasas presentes de acuerdo con las condiciones
metabolicas y hormonales del individuo 37. El flujo de lipidos en el higado es
bidireccional, pudiendo ser secretados, re-captados i/o reutilizados por el proprio
higado 38. Las grasas que llegan a este tejido pueden ser también secretadas y
utilizadas por las lipoproteinas en tejidos periféricos tales como el musculo
esquelético y tejido adiposo 3°.

El acimulo de triglicéridos (TG) puede llevar al NAFLD. Histéricamente,
NAFLD se refiere a la acumulaciéon de TG en el higado en ausencia de consumo
excesivo de alcohol. NAFLD abarca un espectro de trastornos hepaticos que van
desde la esteatosis simples progresando hacia la esteatohepatitis no alcohélica
(NASH), fibrosis, cirrosis hasta la insuficiencia hepdatica en fase terminal. La
esteatosis simple se define histolégicamente como >5% esteatosis hepatica en
ausencia de inflamacién o dafio hepatocelular, mientras que NASH se caracteriza
por la inflamaciéon y dafio hepatocelular con grados variables de fibrosis. La
esteatosis simple raramente progresa a una enfermedad hepatica avanzada,
mientras que NASH tiene el potencial de progresar a cirrosis y a carcinoma

hepatocelular ¢ (Figura 2).
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Figura 2: Representacion esquematica de la fisiopatologia del NAFLD y NASH (Adaptado de Cusi,
2012).

METABOLISMO DE ACIDOS GRASOS Y TRIGLICERIDOS

Sintesis de novo

La sintesis de novo de AG es un mecanismo metabdlico de conversién del
exceso de carbohidratos en AG y que serdn posteriormente esterificados con
glicerol-3-fosfato para formar TG (figura 3). Los tejidos lipogénicos, incluyendo el
tejido adiposo blanco, glandulas mamarias y el higado, expresan las enzimas clave
para la sintesis de AGs. La ACC (acetil-CoA carboxilasa) convierte acetil-CoA a
malonil-CoA y se considera una etapa limitante en la sintesis de AG 4, mientras la
FAS (4cido graso sintasa) es el complejo enzimatico multifuncional responsable
por la sintesis endégena de AG a partir de los precursores acetil-CoA y malonil-
CoA. Durante este proceso, el palmitato (dcido graso saturado de 16 carbonos) es
sintetizado por secuencias repetitivas de reacciones, en las cuales cada molécula
de malonil-CoA ofrece dos carbonos #1. Luego son alargados y se insaturan por
accion de las enzimas Elovl6 y esteroil coenzima-A desaturasa (SCD-1).

Posteriormente seran transferidos al glicerol por la glicerol 3-fosfato
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aciltransferasa (GPAT) y la diacilglicerol aciltransferasa (DGAT) para la formacion

del TG.
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Figura 3: Metabolismo hepatocelular de los lipidos (Adaptado de Kawano, 201342).

De entre los factores nucleares que estan implicados en la sintesis de los
AG y TG podemos destacar el proteina de unién al elemento regulador esterol
(SREBP). Los SREBPs forman parte de la familia de factores de transcripcion que
primeramente fueron involucrados en la viabilidad celular del colesterol y 3 son
los miembros descritos: SREBP-1a, SREBP-1c y SREBP2 43, SREBP-1c es la forma
involucrada en la sintesis de novo de AG y TG. Actia activando la transcripcion de
genes involucrados en la sintesis de AG y TG como los que codifican ACC, FAS,
Elovl-6 y SCD-1. Se ha observado que SREBP1c estd aumentado en animales
obesos y resistentes a la insulina. Otro factor de transcripcién que también se ha
relacionado recientemente con la sintesis de lipidos en higado es la proteina que
se une al elemento de respuesta a carbohidratos (ChREBP). Su inhibicién en
higado de ratones ob/ob reduce la esteatosis hepatica y la resistencia a la insulina
44,

En un estado de resistencia a la insulina se incrementan los niveles de

acidos grasos libres (FFA) en el plasma, los cuales aumentan la captacién de éstos
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por parte de los hepatocitos aumentando sus niveles. Bajo condiciones de
resistencia a la insulina la lipasa sensible a hormonas (HSL) no actda
correctamente sobre el tejido adiposo y no se inhibe la lipdlisis, como
consecuencia de este hecho se produce una liberacién en exceso de FFA por parte
del tejido adiposo blanco. Ademas, en un estado de obesidad, los niveles de
insulina son mas elevados y hacen incrementar la expresiéon de factores de
transcripcion como el de SREBP-1c 45 el cual es un activador de la via lipogénica,
aumentando la sintesis hepatica de FFA, TG, colesterol y fosfolipidos.

Se ha descrito que la deficiencia en diferentes modelos de animales de la
SCD1 protege de la adiposidad y de la esteatosis hepatica #6. Otro enzima clave en
la sintesis de TG es la DGAT que regula el dltimo paso para la formacién de los TG
47, Se han identificado dos genes diferentes para la DAGT: DAGT1 y DAGT2 que
catalizan reacciones similares. Estudios realizados con ratones Dagtl -/-, sugieren
que la DGAT1 no es una enzima que tenga un efecto directo en el metabolismo de
TG y no es esencial para la vida 48. En cambio, estudios realizados con ratones
Dgat2 -/- mostraron una severa reduccion en los niveles de TG, demostrando que
la DGAT2 es fundamental para la sintesis de TG en mamiferos y crucial para la

supervivencia de los animales 49.

Almacenamiento de lipidos y lipdlisis
Los lipidos son almacenados como TG en forma de vesiculas o también
denominados cuerpos lipidicos dentro del tejido hepatico (gotas lipidicas - LD).
Estas vesiculas, a partir de ahora llamadas LD, estdn formadas por una membrana
rica en proteinas entre las que cabe destacar las denominadas perilipinas (PLINSs).
Las PLINs ademas de favorecer la estabilidad de las gotas de lipidos (LD) estan
involucradas en los mecanismos de acimulo y degradacion de lipidos 0. Se ha
observado que tres son las PLINs (PLINZ, PLIN3 y PLIN5) que parecen participar
en la acumulacion de TG en el higado, cada una de ellas con papeles distintos
debido a sus especificas caracteristicas estructurales.
La PLINZ estd intrinsecamente asociada con la superficie de los LD y se
cree que su funcién se basa en la movilizacién y almacenamiento de lipidos

neutros. Se ha demostrado que los niveles de PLINZ son directamente
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proporcionales a los niveles de lipidos intracelulares encontrados dentro de las
células y estdn aumentados en enfermedades donde hay un aciimulo de grasa >1.

En estudios realizados en muestras de higados humanos de individuos
normales y esteatéticos se ha observado que tanto la PLIN2 como PLIN3 estan
presentes en todas las muestras analizadas Straub y col. 52. Sin embargo sélo la
PLIN2 parece estar aumentada en los higados de los individuos esteatéticos,
correlacionandose su aumento con el aumento de LD en estos individuos. Los
niveles de PLIN3 detectados en las muestras de individuos control y esteatéticos
no presentaron cambios lo que sugiere que la PLIN3 presenta un papel de menor
importancia en el desarrollo de enfermedades del higado graso.

La PLIN5S se expresa en los tejidos que exhiben altos niveles de oxidacién
de acidos grasos (FAO), incluyendo el corazon, el musculo esquelético y el higado.
En higado, un aumento de su expresion se ha relacionado con la inducciéon de la
esteatosis hepatica a través de la inhibicion de la liberaciéon de AGs por el LD 5354,
Otros estudios han confirmado que en higado la PLIN5 estd implicada en la
acumulacién de TG inhibiendo la lipolisis al inhibir la actividad de la lipasa ATGL
55, Por el contrario, en tejidos oxidativos como el musculo, PLIN5 estaria mas bien
implicada en la promociéon de las interacciones entre LD y mitocondrias, sin
embargo se desconoce el papel fisiolégico que PLIN5 puede desempefiar con
dichas interacciones 5°.

Una de las enzimas que ha adquirido un papel relevante en el recambio de
TG, la senalizacién de AGs y su particion en higado es la lipasa ATGL 57. Su
asociacion com PLINS en la superficie del LD parece ser crucial para regular su
actividad lipolitica 8.

Otro enzima que parece tener importancia en la degradacién hepatica de
TG es la lipasa sensible a hormonas (HSL). La HSL es fosforilada y activada por la
proteina quinasa A promoviendo su translocacién desde el citosol a la superficie
de los LDs. In vitro, HSL cataliza la hidrolisis de multiples esteres de carboxilato,
entre ellos TG y DAG, siendo 10 veces mas efectiva sobre DAG. Ademas, tambien
puede actuar sobre monoacilgliceroles y esteres de colesterol (CE) °° Los
monoacilgliceroles producto de la HSL seran finalmente hidrolizados por la

monoacilglicerol lipasa (MGL) para rendir glicerol y AG. Este enzima se encuentra
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ampliamente distribuido en distintos compartimentos celulares como el citosol, la

membrana plasmatica y los LDs y parece que su actividad no estd muy regulada.

METABOLISMO DEL COLESTEROL

La homeostasis del colesterol es regulada por procesos complejos que
implican la sintesis y secrecion de lipoproteinas, mediante la actividad de
receptores celulares especificos para las lipoproteinas, de enzimas lipoliticas y de
proteinas de transferencia de lipidos 0.

El higado es un érgano clave implicado en la regulacién del metabolismo
del colesterol y adquiere el colesterol por sintesis de novo y a partir de todas las
clases de lipoproteinas plasmaticas: lipoprotinas de muy baja densidad (VLDL),
lipoproteinas de densidad intermedia (IDL), lipoproteinas de baja densidad (LDL)
y lipoproteinas de alta densidad (HDL) ¢l La sintesis de novo de colesterol se
produce en el reticulo endoplasmatico (ER) y esta estrictamente regulada por la
enzima 3-hidroxi-3-metilglutaril coenzima A reductasa (HMGCR), que cataliza la
primera reaccion de la biosintesis de colesterol.

Las LDL son las principales lipoproteinas transportadoras de colesterol
hepatico hacia los tejidos periféricos. La absorcion de colesterol se lleva a cabo
por la unién de las LDLs a diferentes proteinas de la superficie celular, como el
receptor de las LDL (LDLr) y el receptor scavenger clase B tipo I (SR-BI) 6162, A
nivel hepatico el aumento del contenido intracelular de colesterol induce a una
menor sintesis de los LDLr y una reducciéon de la actividad de la HMG-CoA
reductasa. En situaciones de baja concentracién de colesterol ocurre lo contrario
y es una manera de mantener el contenido de colesterol intracelular constante ©3.
Independientemente de su origen, el colesterol hepatico es regulado por varias
rutas metabdlicas alternativas: (1) la excrecion a la sangre en forma de VLDL o
mediante la interaccién con transportadores ABCA1 con las particulas nacientes
de lipoproteinas de alta densidad (HDL); (2) la excrecion y la absorcion a través
de la bilis via ABCG5/G8 y Niemann-Pick C1-like 1 (NPC1L1); (3) la deposicion
como ésteres de colesterol (CE) y (4) su utilizacién como sustrato para la sintesis
de acidos biliares ¢*. En condiciones normales, estas vias interactiian entre si,
organizando el colesterol y transportdndolo dentro del hepatocito hacia

diferentes regiones y organulos 6566,
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Las HDLs reducen el exceso de colesterol de los tejidos, transportandolo
hacia el higado, lo que se denomina transporte reverso del colesterol. La funcién
de la HDL depende en buena parte de su contenido de apo-Al, su principal
apolipoproteina. Esta apolipoproteina facilita la salida del exceso de fosfolipidos y
colesterol intracelular a través de mecanismos especificos que requieren
consumo de energia. Este paso, conocido como eflujo, es dependiente de su
interaccién con transportadores de casete de unién a ATP subfamilia A1 y G1
(ABCA1 y ABCG1) ¢7.

Estas vias metabdlicas y de transporte del colesterol y de sus metabolitos
son muy complejas y estdn altamente reguladas. El nivel de expresion de las
enzimas que las componen estan reguladas por la acciéon concertada de varios
factores de transcripcién, entre ellos cabe destacar la proteina de unién al
elemento regulador esterol (SREBP-2), receptor de higado X alfa (LXR-alfa) y
receptor X de fernesoide (FXR) 6869,

La sintesis intracelular del colesterol se controla por un elaborado
mecanismo de retroalimentacién dependiente del factor de transcripcion SREBP-
2, que estd unido a la membrana del ER 70. Cuando el colesterol es abundante,
SREBP-2 permanece en el ER. Bajos niveles del colesterol intracelular causan el
procesamiento del SREBP-2 por proteasas que lo activan, se desplaza al nucleo
para activar la expresion de genes que contienen elementos de respuesta a
esteroles en sus promotores, tales como los genes LDLr y HMGR 7071,

Los acidos biliares son esenciales para la correcta absorcion de lipidos de
la dieta y regulan la transcripcién de genes que regulan el metabolismo del
colesterol y de los propios acidos biliares 72-75, La expresion hepdatica de
colesterol-7a-hidroxilasa (CYP7A1), enzima limitante de la sintesis de los acidos
biliares por la via clasica, se inhibe por el aumento de los niveles de acidos biliares
y este mecanismo de retroalimentacién estd mediado por FXR 7576, También estan
regulados por este factor la captacion selectiva de CE de las HDLs a través de SR-
BI 77, 1a hidrélisis intracelular de CE por hidrolasa de CE neutros 78, y el transporte
de colesterol por la proteina transportadora de esterol 2 para su excrecidén biliar a
través de la proteina de unién ATP casete subfamilia G5/8 (ABCG5/8) 7°. El
heterodimero ABCG5/ABCG8 codifica un par de transportadores ABC que forman

un complejo G5G8. Este complejo ademas de promover la secrecién de colesterol
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por la bilis, evita la absorciéon por el intestino de los esteroles de la dieta. La
deficiencia de G5G8 da lugar a la reduccion de la eliminacién del colesterol, a una
exacerbada resistencia a la insulina hepatica, y al desarrollo de NAFLD en
modelos de obesidad inducida por dieta 89.

Los datos existentes hasta el momento apoyan que la homeostasis del
colesterol estd ampliamente desregulada en NAFLD y que las alteraciones de las
vias hepaticas del colesterol a diferentes niveles promueven la acumulacién de
colesterol libre (FC) en las células del higado. De hecho, se ha demostrado que la
sintesis hepatica de colesterol estd aumentada en NAFLD como se muestra en los
estudios que evaliian esta via en suero como marcadores indirectos de la sintesis
de colesterol 81, Por otra parte, varios estudios han demostrado que la expresion y
la actividad de la HMGCR se incrementan en los higados de pacientes con NAFLD.
Los incrementos de la actividad HMGR parecen estar relacionados con una
disminucién en el grado de fosforilacién del enzima 638283, Ademas, el aumento
de los niveles hepaticos de SREBP2 activado en pacientes con NASH también
parecen ser responsables del aumento de los niveles de FC hepaticos y de la
expresion de LDLr 71,

El metabolismo de las lipoproteinas también esta desregulado en NAFLD
8485 En pacientes con NAFLD se observa con frecuencia un patrén de dislipidemia
aterogénica caracterizado por altas concentraciones de TG en plasma, niveles
bajos de colesterol HDL y aumento de LDL 8687, Este esta relacionado con un
aumento de la sintesis hepdatica de lipidos inducido por la insulina 88. La
sobrecarga de TG en el higado se asocia a un aumento de la secreciéon de VLDL al
plasma 89, que puede determinar un aumento de LDL debido al intercambio de la
proteina de transferencia de ésteres de colesterol 84, que luego sera recaptado por
el higado por endocitosis mediada por LDLr. Se ha observado que LDLr ha
aumentado en algunos modelos experimentales de NAFLD/NASH 99, lo que podria
contribuir a la sobrecarga de colesterol en los hepatocitos. Sin embargo, en un
estudio humano reciente se encontr6 que la expresion hepdatica LDLr estaba
reducida y las concentraciones de LDL en plasma aumentaban en pacientes con
NAFLD ©3. Por lo tanto, se necesitan mdas estudios para determinar si LDLr

aumenta o baja su expresion en higado de pacientes con NAFLD/NASH.
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El contenido hepatico de colesterol puede verse aumentado por una
disminucién de la ApoA1 y del transportador ABCA1. Estudios in vitro en células
HepG2 tratadas con FFA insaturados han mostrado una disminucién de los
niveles de proteina ABCA1 debido a un aumento de su degradacién. Este
resultado se ha observado también en una situaciéon de NASH donde los niveles de
proteina ABCA1 estaban disminuidos °1. Ademas, la sobreexpresion de ABCA1 en
ratones dio lugar a un aumento de la exportacién de colesterol y a una
disminucién del colesterol celular, de FFAy de TG ?2. Estos datos sugieren que en
NAFLD/NASH una disminucién de la expresion de la proteina ABCA1 puede
contribuir a un aumento en el almacenamiento de lipidos en hepatocitos.

El papel de la reduccion de la excrecion biliar de colesterol en NAFLD
también se ha examinado. Los ratones deficientes en transportadores esteroles
ABCG5/8 reducen la secrecién biliar de colesterol y son mas susceptibles de
padecer esteatosis, resistencia hepatica a la insulina y pérdida de control de la
glucemia cuando se alimentan con una dieta rica en grasas 80. Otros modelos
genéticos de esteatosis hepatica también presentan una disminucién de la
secrecion biliar de colesterol 9394, Curiosamente, el aumento de la secrecidon biliar
de colesterol usando vectores adenovirales que codifican ABCG5 y ABCG8

restaura el control glucémico y reduce los TG en plasma de ratones diabéticos 2>.
METABOLISMO DE LIPIDOS COMPLE]JOS: FOSFOLIPIDOS Y ESFINGOLIPIDOS

Otras especies lipidicas a parte de los AGs y TG pueden estar implicados en
la resistencia a la insulina, la inflamacién y el desarrollo de la esteatosis hepatica.
En situaciones de NAFDL, el uso de las nuevas tecnologias de lipidémica ha
permitido determinar cambios simultaneos entre las distintas especies lipidicas y
la identificaciéon de especies concretas que pueden tener un papel clave en la
patogénesis y ademds pueden servir como marcadores de futuras intervenciones
96-98, Los fosfolipidos, junto con los glicolipidos y el colesterol, son unos de los
principales componentes de las bicapas lipidicas de las membranas celulares y de
las membranas de los diferentes organulos modulando su fluidez y flexibilidad. La
sintesis de fosfolipidos requiere la combinacién de un diacilglicérido con un
alcohol. Tanto el diacilglicérido como el alcohol pueden activarse para dar lugar a

los distintas especies de fosofolipidos: fosfatidilcolinas (PC),
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fosfatidiletanolaminas (PE) y fosfatidilserinas (PS). Estudios recientes realizados
en higado de raton muestran que tan solo un tratamiento de siete dias con dieta
grasa produce, entre otros lipidos analizados, un descenso de muchas de las
especies de PC y lisofosfatidilcolinas (LPC) °°. A los 14 dias de dieta grasa cuando
la resistencia hepatica a la insulina se esta instaurando, los descensos son aun
mayores pero a los 21 dias de dieta grasa los niveles de PCs, LPCs y acyl carnitinas
suben notablemente respecto a los valores obtenidos a los 14 dias. Estos cambios
afectan fundamentalmente a las membranas mitocondriales produciendo una
disminucién del contenido de las proteinas mitocondriales de membrana que
acaba afectando la funciéon mitocondrial ?°. Otros estudios han mostrado también
que existen cambios notables en la longitud de las cadenas de AGs que forman
los fosfolipidos al pasar de una situacion de NAFDL a NASH 19, En un estudio
realizado en humanos con NAFDL y NASH también mostré que los niveles de PCs
disminuian 191, Todo ello indica que los esfingolipidos pueden también ejercer un
papel importante en el desarrollo de la resistencia a la insulina, la esteatosis y el
NASH.

Los esfingolipidos constituyen una familia de lipidos complejos que
derivan de la esfingosina. Aunque los esfingolipidos se han considerado meros
componentes estructurales de membranas bioldgicas, se ha observado que ciertas
especies y en concreto las ceramidas tienen un papel dindmico en la sefializacion
celular, el estrés celular y la muerte celular 102103, También se ha confirmado que
tienen un papel mediador importante de la resistencia a la insulina y la obesidad
104,

Las células generan ceramidas por dos vias diferentes (figura 4). La
sintesis de novo que ocurre en el RE y se lleva a cabo por la condensaciéon de
serina con un acil-CoA saturado, en general palmitoil-CoA. Esta es la etapa
limitante de la sintesis y esta catalizada por la serina palmitoil transferasa (SPT);
y va seguida de la acilacion de la esfingosina con AG catalizada por la ceramida
sintasa (CerS). La sintesis de ceramidas es dependiente, entre otros factores, de la
disponibilidad de acido palmitico y su activacién a pamitoil-CoA; por lo tanto, la
obesidad puede estar asociada a un exceso de produccién de ceramidas. Ademas,
las ceramidas pueden también generarse a partir de la hidrélisis de

esfingomielina (SM) por esfingomielinasas 105,

39



Serina + palmitoil-CoA’

Acil-
CoA

Dihidroceramida
SMS
Ceramida —_— Esfingomielina
SMasa

SPT

<=

Figura 4: Esquema de la sintesis de las ceramidas.

Diversos estudios en células, modelos animales y en humanos sugieren que
el higado es el principal productor de ceramidas 104106107 Ademdas se ha
observado que son exportadas al suero por las VLDL y LDL ya que el 80% de las
ceramidas en suero van asociadas a estas lipoproteinas 108,

El impacto de las ceramidas en la obesidad y NAFLD no ha sido bien
descrito, pero si se conoce que ratones deficientes en dihidroceramida sintasa,
exhiben 60-80% de disminuciéon del contenido de ceramida, estableciendo un
papel clave de las ceramidas en la resistencia a la insulina 199, También se ha
observado que podrian tener un papel clave en el desarrollo de la inflamacion, asi
se ha demostrado que citoquinas pro-inflamatorias como el TNF-alfa podrian
inducir la sintesis de ceramidas y ambos contribuir a la formaciéon de ROS,
promoviendo la apoptosis y el reclutamiento células inflamatorias en higado,
aumentando asf la inflamacién hepatica 110111,

Estudios in vitro indican que existe una correlaciéon entre los AG saturados
y el aumento del acimulo de ceramidas. Estudios realizados con ratas
alimentadas con dieta grasa enriquecidas en AG saturados mostraron un acimulo
de ceramidas hepaticas y un aumento de los niveles de SM. Esto también se ha
confirmado en ratones obesos con esteatosis hepatica cuyo contenido de

ceramidas hepaticas estaba aumentado 111,
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Por otro lado, se ha visto que la pérdida de peso produce una disminuciéon
de la expresion de los genes relacionados con las ceramidas hepaticas en
pacientes obesos con NAFLD, lo que se ha correlacionado con niveles disminuidos
de ceramidas en suero. Ademas, se mostré que los pacientes obesos con DM2,
comparados con controles sanos, habian aumentado los niveles de ceramidas en
plasma y esto se correlacionaba con resistencia a insulina 112, Estudios mas
recientes sugieren que ciertas especies de ceramidas como la ceramida C16:0
podrian ser las principales mediadoras del aumento de peso de la de intolerancia
a la glucosa 113114, Ademads, estudios en humanos también han mostrado una
correlaciéon entre la disminuciéon en la ceramida C14:0 y la mejora de la
sensibilidad a la insulina 115, Todo ello sugiere que los niveles de ciertas
ceramidas en suero podrian convertirse en un futuro préximo en biomarcadores

del grado de gravedad de resistencia a la insulina y de NAFDL.

AUTOFAGIA

La autofagia es un proceso catabdlico con funciones criticas en el
mantenimiento de la homeostasis celular y tiene como finalidad preservar la
viabilidad celular en condiciones de stress 11°.

Existen 3 tipos de autofagia: macroautofagia, autofagia mediada por
chaperonas y microautofagia. La autofagia mediada por chaperonas, estd mediada
por proteinas chaperonas especificas, lo que permite la translocacion de ciertas
proteinas hacia el lumen lisosomal para la interaccién con el receptor de LAMP-2
(Lysosome-associated membrane protein 2) para su degradacion. En la
microautofagia, pequefios componentes celulares son liberados directamente al
lisosoma, donde tendra lugar su degradaciéon. En la macroautofagia, llamada a
partir de ahora autofagia, los componentes celulares que son degradados, que
pueden ser macromoléculas u organulos enteros, son englobados por estructuras
de doble membrana llamadas autofagosomas 117,

El origen del autofagosoma todavia no es bien conocido. Se ha hipotetizado
que los autofagosomas pueden ser generados de novo a partir de moléculas
precursoras pre-existentes, o formarse a partir del aislamiento de otras
membranas intracelulares como las del RE 118,

Los autofagosomas, a su vez, se funden con los lisosomas formando los
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autolisosomas, donde el material celular es degradado a través de la accién de las
hidrolasas lisosomales. El proceso de degradacién produce aminoacidos libres y

macromoléculas, las cuales son devueltas al citosol para ser reutilizados 119,

Maquinaria molecular de la autofagia

La maquinaria molecular basica de la autofagia involucra la actividad de
proteinas relacionadas a autofagia (ATG), las cuales estdn codificadas por los
genes ATG 120, Los genes ATG fueron inicialmente identificados en levaduras y son
considerados marcadores especificos de la via autofagica. La identificacién de
esas proteinas permitié la comprension de la formacién de los autofagosomas en
nivel molecular.

El proceso de formacién de los autofagosomas (figura 5) esta dividido en
las siguientes etapas: iniciacién, donde ocurre el inicio de la formacién de la

membrana, alargamiento de la membrana y maduracion del autofagosoma.

®
P v v
ATG13 ATG13 TP ’
Q) PO  Mombrana,

o Atgl2-Atg5-Atgl6
complex
® LC3

Figura 5: Maquinaria de la autofagia (Adaptado de Ding, Manley et al. 2011).

1. Iniciacién: la fase inicial de la generacién del autofagosoma en
mamiferos es dependiente de un complejo estable de proteinas quinasa que
contienen la proteina Ulk1 y diversas otras proteinas identificadas recientemente,
como Atg 13 y FIP200. Atg 13 se une a Ulkl, o a su homélogo Ulk2, y media su

interaccién con FIP200. En condiciones limitadas de nutrientes, por ejemplo,
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Atg13 y Ulk1/2 son desfosforiladas, lo que activa Ulk1/2 e induce la fosforilaciéon
de FIP200 iniciando la formacién del autofagosoma 121, Este complejo, conocido
como fagéfaro, se transloca a una membrana aislada donde originara el
autofagosoma.

Otra proteina importante para el proceso de iniciacién es el de la proteina
quinasa fosfatidilinositol-3-quinasa clase III (PI3KIII), que esta formando un
complejo con la proteina beclina-1. El fosfatidilinositol-3-fosfato (PIP3),
producido por esta quinasa es una molécula lipidica sefializadora que es crucial
en las etapas iniciales de la nucleacién del autofagosoma 121122, La beclina-1 es
esencial para la actividad de PI3KIII y para el inicio del proceso autofagico, y esta
regulada negativamente por la interaccién con proteinas antiapoptoéticas como
Bclz/Bcl-y, 123,

2. Alargamiento: el alargamiento de la membrana del autofagosoma
requiere dos reacciones. En la primera, Atg5 se conjuga con Atgl2, las cuales se
unen a Atgl6L, formando un complejo multi-proteico grande que es reclutado
hacia el fagéfaro 124 En la segunda reaccién interviene la proteina MAP1-LCE
(protein microtubule-associated protein 1 light chain 3), también conocida como
LC3 125, En las células, LC3 se encuentra en dos isoformas, LC3I y LC3II. LC3 es
sintetizada como una forma precursora, la cual sufre el corte en su extremidad
carboxi terminal por la proteasa Atg4B 126 resultando la isoforma citosélica LC3I.
LC3I se conjuga a fosfatidiletanolamida en una reaccién que implica Atg7 y Atg 3
para formar LC3II. LC3II se une a la membrana del fagéfaro, proceso fundamental
para la expansiéon de la membrana del autofagosoma. A diferencia del complejo
Atg12-Atg5-ATG16L, LC3II permanece unida a las membranas interna y externa
del autofagosoma hasta su completa formacién. Durante la fusién con el lisosoma,
la proteina LC3II presente en la membrana externa del autofagosoma es captada
por Atg4 y reciclada. La porcién de LC3II presente en la membrana interna del
autofagosoma se degrada y no estd presente en el lisosoma. La asociacién
especifica de LC3II con la membrana del autofagosoma sefiala a esta proteina
como un excelente marcador de induccién de la autofagia 127.

En los ultimos afios se ha estudiado la selectividad de la via autofagica en
relaciéon a los componentes degradados 122. Esta selectividad permite diversos

tipos de regulaciéon molecular dependiendo de adaptadores autofagicos. Un de
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estos adaptadores es la proteina p62 (sequestosomo 1 o SQSTM1), un sustrato
selectivo de la autofagia. La p62 tiene un dominio N-terminal que le hace capaz de
producir auto-oligdmeros y un dominio C-terminal capaz de interaccionar con
proteinas ubiquitinadas 128, La p62 puede interaccionar con la proteina LC3 a
través de una region especifica LRS (LC3- recognition sequence) también conocida
como LIR (LC3-interacting region) 128. Dicha interaccion dirige la p62 hacia el
autofagosoma para su formaciéon y a la vez favorece el direccionamiento de los
sustratos ubiquitinados para su degradacion por el proceso de autofagia 12°. Por el
hecho de ser selectivamente degradada en el autofagosoma, la p62 también es un
excelente marcador para el estudio de la activacién de la autofagia. En el
momento que la via autofagica esta activa, es posible observar una correlaciéon
inversa entre los niveles de expresion de p62 y LC3II. Asi pues cuando los niveles

de p62 estan reducidos, los niveles de LC3II estan elevados.

Regulacion de la autofagia

Varias vias de sefializacion parecen estar implicadas en la regulacion de la
autofagia en células de mamiferos. Las mas relevantes se resumen a continuacion.

Proteina mTor/PI3-K: mTOR (Proteina blanco de rapamicina en
mamiferos/fosfatidilinositol 3-kinasa) es una serina/treonina quinasa implicada
en muchos aspectos de la fisiologia celular, incluyendo la transcripcién, la
traduccion, el crecimiento celular y la organizaciéon del citoesqueleto. La
inhibicién de mTOR es un paso clave en la sefializaciéon de la activacion de la
autofagia. Asi se ha observado que rapamicina que inhibe mTOR, activa
significativamente la autofagia en hepatocitos de rata 139, La activacion de mTor
depende de varias sefiales, incluyendo factores de crecimiento, insulina,
nutrientes, la disponibilidad de energia, factores de stress celular, tales como la
hipoxia, infeccién viral y ROS. En respuesta a factores de crecimiento, PI3K
aumenta PI3P lo que activa Akt, que a su vez, activa mTOR, inhibiendo la
autofagia.

Proteina Bcl2: pertenece a la familia de proteinas antiapoptdticas, como
Bcl-2, Bcl-xL, Bcl-w y Mcl-1, y pueden inhibir la autofagia mediante la unién de
Bcl-2 con Beclina-1 lo que evita la asociacién de Beclina-1 con PI3KIII, inhibiendo

asi la formacion de los autofagosomas 131,
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La proteina quinasa AMPK (Proteina quinasa activada por AMP), es otra
importante reguladora de la autofagia 132. AMPK es sensible al estado energético
de la célula y se ve activada por el aumento de AMP. Un bajo estado de energia,
reflejado por una alta proporcién de AMP/ATP, activa AMPK. La activaciéon de

AMPK reduce la actividad de mTOR, dando lugar a la activacién de la autofagia.

Macrolipofagia y NAFLD

Se ha establecido recientemente un nuevo papel de la autofagia en la
regulacion del metabolismo de los lipidos hepaticos 133. Ademas de las lipasas
citosdlicas clasicas, la autofagia regula los niveles de lipidos intracelulares através
de un proceso llamado macrolipofagia (figura 6). Los LD se quedan atrapados
dentro de los autofagosomas y son transportados hacia los lisomosas, donde
seran degradados a AG. La capacidad de la autofagia para responder a los cambios
en el suministro de nutrientes permite a la célula alterar el metabolismo de los
LDs para satisfacer las demandas de energia. Esta via alternativa de degradacion
lisosomal en hepatocitos explica su capacidad para movilizar rapidamente
grandes cantidades de lipidos a pesar de las bajas cantidades de lipasas citosdlicas
si la comparamos con las de los adipocitos. En estados fisiologicos, la insulina es

un inhibidor de la macrolipofagia y la lipdlisis 134,
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Figura 6: Esquema de la macrolipofagia (Adaptado de Dong and Czaja 2011).

Cambios fisiopatolégicos en los que el proceso de autofagia se vea

modificado, pueden alterar el metabolismo celular de lipidos y promover estados
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de enfermedad. Por ejemplo, la inhibicién de la autofagia puede estar involucrada
en el desarrollo de la esteatosis hepatica.

Ratones deficientes en Atg7 especificamente en hepatocitos presentan un
aumentado acdmulo de lipidos hepaticos 133. Los ratones ob/ob y ratones con
obesidad y resistencia a insulina inducidas por dieta, presentan un aumento
sostenido de la disponibilidad de lipidos dando lugar a una disminucién de la
autofagia hepatica 133135136 Por lo tanto, la autofagia podria ser una diana celular

para detectar anomalias en el metabolismo y acumulacién de lipidos.

OXIDACION DE LOS ACIDOS GRASOS

Los AGs son absorbidos por los tejidos y, una vez dentro de la célula,
pueden oxidarse por el proceso de [-oxidacién, proporcionando energia para la
célula. Este proceso tiene lugar en la mitocondria, y para ello el acido graso
necesita estar internalizado. En primer lugar, los AGs son activados a acil-CoA por
la acil-CoA sintasa. La molécula de acil-CoA puede entonces ser transferida a la
mitocondria por un sistema compuesto por tres proteinas: CPT1 (Carnitina
palmitoiltransferasa 1), CACT (carnitina acilcarnitina translocasa) y CPT2
(Carnitina palmitoiltransferasa 2).

La CPT1 es una proteina integral de la membrana localizada en la
membrana externa de la mitocondria, mientras la CPT2 es una proteina periférica
anclada en la parte interna de la membrana mitocondrial (McGarry & Brown,
19974, Casals, JLR 2016). La capacidad de la enzima CPT1 para convertir acil-CoA
en acilcarnitina y la catdlisis inversa promovida por la enzima CPT2 en la matriz
mitocondrial da lugar a una efectiva transferencia de moléculas de aciles-CoA de
cadena larga (AGCL) hacia la matriz mitocondrial 138. Debido a su localizacién en
la membrana externa mitocondrial, la CPT1 es susceptible de regulacién por
malonil-CoA 13°. La principal funcién del malonil-CoA es regular la participacion
relativa entre carbohidratos y lipidos en el proceso de obtencién de energia. La
inhibicién por malonil-CoA representa una de las maneras de regular, en
condiciones fisiologicas, la actividad CPT1 y por lo tanto, la FAO 140, Este tipo de
regulacion se tratara en el siguiente apartado.

Dentro de la mitocondria, los acil-CoAs de cadena larga se metabolizan

por la via catabdlica de la [B-oxidacién, donde sufren pérdidas sucesivas de
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unidades de dos atomos de carbono, promoviendo la formacién de acetil-CoAs. El
acetil-CoA proveniente de la 3-oxidacion puede entrar en el ciclo del acido citrico,
para generar energia en forma de ATP, o formar cuerpos ceténicos en una serie de
reacciones en las que la enzima 3-hidroxi-3-metilglutaril coenzima A sintasa
HMG-CoA sintasa 2 es la enzima clave de la via 141,

La metabolizacion del acetil-CoA por el ciclo de Krebs da lugar a la
formacién de transportadores de electrones reducidos (NADH y FADH2), que
luego se oxidan en la cadena respiratoria. Los electrones donados por las
coenzimas FADH2 y NADH a la cadena respiratoria genera un gradiente de
protones a través de la membrana interna de la mitocondria que el enzima ATP
sintasa utiliza para fosforilar ADP formando ATP. La formacién de ATP disminuye
cuando el gradiente de protones se disipa por las proteinas de desacoplamiento -
UCPs (uncoupling proteins). La primera UCP descrita fue inicialmente llamada
termogenina, y posteriormente denominada UCP1. La UCP1 esta expresada
abundantemente en tejido adiposo marrén y es responsable de la disipacion del
gradiente de protones generando calor en vez de ATP en este tejido, lo que
confiere su alta capacidad termogénica 142. Otras proteinas estructuralmente
homdlogas a la UCP1 han sido identificadas como son la UCP2 y UCP3 y se
encuentran presentes en otros tejidos 143. La UCP2 y UCP3 parecen estar mas

ligadas al control celular del balance redox que a la produccion de calor 144,

SISTEMA CARNITINA PALMITOIL-TRANSFERASA

El transporte de AGs de cadena larga dentro de la mitocondria se lleva a
cabo por el sistema CPT.La CPT1 estd fuertemente regulada por su inhibidor
fisiologico, el malonil-CoA, y por tanto es el paso mas importante y limitante en el
control de la FAO de cadena larga (figura 7). Alteraciones fisiol6gicas en las
concentraciones de malonil-CoA se correlacionan inversamente con los cambios
en la B-oxidacion. Por ejemplo, durante situaciones de ayuno y de ejercicio fisico
disminuyen los niveles de malonil-CoA en los tejidos y aumenta la f-oxidacion 145,
Una situacién contraria es durante la alimentaciéon con carbohidratos donde

aumentan los niveles de malonil-CoA y disminuye la 3-oxidacién 146,
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Figura 7: Regulacién de la CPT1 por malonil-CoA.

Los mamiferos expresan tres isoformas de CPT1, la isoforma hepatica
(LCPT1 o CPT1A) 147148 ]a isoforma de musculo cardiaco y esquelético (MCPT1 o
CPT1B) 149150 y J]a CPT1C que se expresa principalmente en cerebro y testiculos
151 Las tres isoformas son producto de tres genes diferentes y difieren en
composicion aminoacidica, en su localizacién subcelular, en su actividad y en
sensibilidad al inhibidor fisiolégico malonil-CoA. CPT1A estad formada por 773
aminodacidos (88 kDa), CPT1B por 772 (88 kDa). CPT1A y CPT1B se encuentran en
la membrana mitocondrial externa mientras que CPT1C se encuentra anclada en
la membrana del ER 152, Las tres isoformas unen malonil-CoA pero el efecto
inhbidor en su actividad sélo se ha demostrado para CPT1A y CPT1B ya que

CPT1C apenas presenta actividad carnitina aciltransferasa.

Regulacion a nivel transcripcional

En cuanto a la regulacion a nivel de RNA, se ha descrito que cambios en el
ratio glucagéon / insulina provocan cambios en los niveles del mRNA de la CPT1,
que ademas irian asociados con niveles elevados de AGs y disponibilidad reducida
de glucosa (Park EA, 1995). Concentraciones elevadas de AGs inducen un rapido
incremento de la expresion de CPT1A en el higado 1°3.

Se ha escrito que en los roedores durante la época de la lactancia aumentan

los niveles de mRNA y la actividad CPT1A en el higado. También bajo dietas ricas
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en grasas se mantiene elevada la actividad CPT1A, y esto no se aprecia cuando se
alimentan con dietas ricas en carbohidratos 4. Ademds, también se ha
demostrado que los niveles de mRNA y la actividad CPT1A aumentan en el higado

de ratas en ayunas y en ratas diabéticas dependientes de insulina 153,

Regulacion por malonil-CoA

El malonil-CoA es el inhibidor fisiolégico de la CPT1, y como tal es su
principal regulador. Los niveles celulares de malonil-CoA son determinantes en la
regulacion de CPT1, por tanto, el control de estos niveles seran también de vital
importancia. La formacion de malonil-CoA esta catalizada por la acetil-CoA
carboxilasa (ACC), de la que se ha descrito dos isoformas, ACC1 y ACC2. La
primera se expresa en el citosol de las células y mayoritariamente en tejidos
lipogénicos como el higado y el tejido adiposo, mientras que la ACC2 es
mitocondrial y se expresa principalmente en el corazén y el musculo esquelético
156, Ademas, la ACC2 presenta una extension en su extremo aminoterminal que le
confiere la posibilidad de anclar en la membrana mitocondrial externa,
posiblemente muy cerca de la CPT1 (Abu-Elheiga L, 2000). La actividad de ACC
estd sujeta a un control agudo mediante rapidas modificaciones covalentes
(inactivacion y activacién por fosforilacién y desfosforilacién respectivamente),
por una activacion por citrato y por una inhibiciéon por AGs 157,

Ademas de la ACC, otra proteina que juega un papel importante en el
control de los niveles de malonil-CoA, es la malonil-CoA descarboxilasa (MCD).
Esta enzima descarboxila el malonil-CoA para producir acetil-CoA, reduciendo los
niveles celulares de malonil-CoA. En cuanto las necesidades energéticas son
elevadas, la ACC se encuentra inhibida y la MCD activada, por lo que el efecto neto
es una bajada de los niveles de malonil-CoA y esto conlleva una activacion de la
FAQ 156,

Aparte de la regulacién por malonil-CoA, se han descrito otros mecanismos
de regulacion de la CPT1 independientemente del malonil-CoA. En algunos
estudios se ha sugerido que la CPT1 podria estar regulada por fosforilacién 158 o
que la CPT1 interacciona con otras proteinas del citoesqueleto en la membrana
mitocondrial externa 158159, QOtros estudios aportan evidencias de una

estimulaciéon de CPT1 por la AMPK, mediante fosforilacion de componentes del
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citoesqueleto 159, En estos estudios se propone que la proteina quinasa II
dependiente de Ca2+/ calmodulina y posiblemente la AMPK juegan un papel
central, no soélo activando la CPT1 sino también fosforilando e inactivando la ACC
y por tanto refuerza la activacién de la CPT1 mediante la bajada los niveles de
malonil-CoA.

En un estudio de nuestro grupo 190 se identificé la metionina 593 como el
aminoacido de la CPT1A critico para la sensibilidad al malonil-CoA. Este
aminodacido estd presente en todas las carnitina aciltransferasas inhibibles por
malonil-CoA (CPT1A, CPT1B, y COT) de varios organismos y no esta presente en
las carnitina aciltransferasas no inhibibles por malonil-CoA (CPT2 y colina
acetiltransferasa). La mutacién de este aminodacido por su equivalente en la CPT2,
una serina, mostré que la mutacién por si misma, M593S, provocaba una pérdida
casi total de la sensibilidad a malonil-CoA cuando esta forma mutante se
expresaba en levaduras. Es interesante destacar que este mutante presenté una
eficiencia catalitica mayor que la forma no mutada por el sustrato palmitoil-CoA.
Asi pues, es probable que la presencia de una metionina en esta posicién se haya
conservado evolutivamente en las carnitina aciltransferasas inhibibles por
malonil-CoA indicando su importancia en la sensibilidad a malonil-CoA.

La pérdida de sensibilidad al malonil-CoA de la forma mutada CPT1A ha
sido estudiada en diferentes tipos celulares: en levaduras 161, en células (-
pancredticas 162, en células musculares de rata (Sebastian et al., 2007) y en
hepatocitos de rata 14 En todos estos trabajos se demuestra una mayor
capacidad oxidativa de la forma mutada CPT1AM comparado con la isoforma
salvaje de la CPT1A independientemente de los niveles de malonil-CoA presentes
en los diferentes tejidos.

En estudios realizados en nuestro grupo 19> han mostrado que la
sobreexpresiéon con AAV-CPT1AM en animales con 10 semanas de edad,
alimentados con dieta grasa durante 2 semanas, era capaz de prevenir la
obesidad. En este estudio se observé que los ratones que expresaban CPT1AM
mostraban un aumento de la FAO, lo que daba lugar a una mayor produccién de
CO2, ATP y cuerpos cetonicos. Cabe destacar que el aumento de la FAO hepatica no
sélo redujo el contenido de triacilglicéridos en higado, la inflamacioén, y los niveles

de especies reactivas de oxigeno, si no que también afectd sistémicamente
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disminuyendo el peso del tejido adiposo epididimal y la inflamacién y mejor6 la
sefializacion de insulina en el higado, tejido adiposo y musculo. El aumento de
peso inducido por la obesidad, aument6 los niveles de glucosa en ayunas e
insulina en sangre, y la expresion de genes de la via gluconeogénica. Esos
parametros fueron restaurados a niveles normales 3 meses después del
tratamiento con los AAV. Por lo tanto, los ratones que expresan CPT1AM estaban
protegidos contra la obesidad inducida por una dieta rica en grasa en términos de
peso, esteatosis hepatica, diabetes y resistencia a la insulina. Ademas, se estudié la
sobreexpresiéon de CPT1AM en los ratones db/db, obesos genéticamente, que
también mostraron una reduccién de los niveles de glucosa, insulina y esteatosis
hepatica.

Esto se vi6 corroborado por estudios posteriores realizados por el grupo
de Prip-Buus 166, En ellos la sobreexpresién de CPT1AM en ratones alimentados
con una dieta rica en grasa y sacarosa aumenté la FAO hepatica y mejoré la
tolerancia a la glucosa y a la insulina. Estos mismos autores también observaron
que la expresion de CPT1AM en los ratones ob/ob producia un aumento de la
sensibilidad a la insulina. Sorprendentemente, la esteatosis hepatica no se vio
afectada en los animales que expresaban la CPT1AM probablemente debido a que
el vector de expresion utilizado en el estudio fueron los adenovirus que permiten

una expresion del gen de interés de periodos inferiores a un mes.

ESTRATEGIAS TERAPEUTICAS PARA EL TRATAMIENTO DE LA OBESIDAD

Cada vez mas se estan realizando grandes esfuerzos dirigidos hacia la
prevencién y reversion de la obesidad. La obesidad estd asociada a un alto
numero de enfermedades que disminuye la calidad de vida de los pacientes y
causan un gran impacto econdémico y social. Una de las primeras medidas y mas
ampliamente utilizadas para la reduccién de peso a largo plazo es mediante la
ingesta de dietas restringentes y el aumento de la actividad fisica. Pero
desgraciadamente, s6lo una pequefia porcién de los enfermos intervenidos con
una dieta restringida y un aumento de la actividad fisica consiguen mantener la
pérdida de peso a largo plazo 167,

Otra opcién son los tratamientos farmacolégicos. Todos los medicamentos

que se encuentran en el mercado contra la obesidad van dirigidos a limitar el
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consumo de energia. A pesar de los grandes esfuerzos realizados hasta el
momento para combatir la obesidad, la lista de medicamentos retirados del
mercado por razones de seguridad parece ser cada vez mayor: fenfluramina,
dexfenfluramina, sibutramina y rimonabant. Actualmente, s6lo el orlistat y la
lorcaserina tienen una indicacién clinica aprobada para el tratamiento de la
obesidad. Las agencias del medicamento europea, EMA (European Medicines
Agency), y estadounidense, FDA ( Food and Drug Administration), han aprobado
el uso del orlistat , y s6lo la FDA, el uso de la lorcaserina 168169, La liraglutida, un
farmaco anteriormente aprobado como antidiabético, ha sido aprobado por las
dos instituciones como farmaco contra la obesidad 170171,

Por ultimo, otra opcién para el tratamiento de la obesidad es la cirugia
bariatrica. Es considerada actualmente la medida mas eficaz, especialmente en
aquellos pacientes con obesidad moérbida con un elevado riesgo de sufrir
problemas de salud asociados como enfermedad cardiovascular, diabetes e
infarto, entre otros. En estos pacientes, un 5% de reducciéon en el peso esta
asociado con una reducciéon del 60% de los riesgo de desarrollar DM2. En
intervenciones hechas a pacientes diabéticos, cerca del 85% experimentan
mejoria de su diabetes, mientras que en el 77% de los casos la cirugia resuelve
completamente la condiciéon, permitiendo al paciente dejar su tratamiento
antidiabético. Sin embargo, la cirugia no es una practica definitiva, ya que entre el
10-15% de los casos fracasan desde el inicio, mientras que el 50% de los
pacientes recuperan el peso a los 10 afios después de la intervencién. Ademas, los
casos de éxito requieren igualmente modificaciones en los habitos de los
pacientes. Entre los factores que recomiendan la no utilizacién de la cirugia se
encuentra el elevado riesgo de complicaciones postquirdrgicas. 172,

En resumen, las diferentes estrategias para combatir la obesidad
actualmente se basan en: 1) La disminucién de la sensacién de hambre mediante
farmacos que actien en el SNC inhibiendo el apetito, o bien mediante productos
sustitutivos o aumentando la sensaciéon de saciedad. 2) reducciéon del aporte
energético con productos sustitutivos con menos calorias, reduciendo la
absorcion de grasas, o facilitando su eliminacion fisiolégica y 3) incremento del
consumo energético mediante ejercicio fisico.

En los ultimos afios han habido avances muy interesantes sobre las
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terapias génicas, abriendo todo un abanico de posibilidades a la hora de encontrar

nuevos tratamientos para la obesidad.

Terapia génica por AAVs

Los AAV muestran gran habilidad para entrar en la célula, penetran en el
nucleo satisfactoriamente, se expresan durante largos periodos de tiempo y
generalmente no muestran toxicidad. Una de las caracteristicas mas importantes
es la falta de patogénesis y la poca respuesta inmunolégica que provocan 173, Una
limitaciéon de la terapia génica con los AAV es la existencia de anticuerpos
neutralizadores de los AAV en la poblacion humana. A dosis muy bajas los
anticuerpos neutralizadores pueden tener un gran impacto y reducir la eficiencia
y eficacia de la transduccién virica in vivo. La infeccion depende del medio por
donde se administran los virus, las barreras anatémicas y otros factores que
faciliten el contacto de los anticuerpos con las capsides de los virus 174, Asi, los
AAV 8 y 9 son serotipos 6ptimos para transducir el higado, mientras que el
serotipo AAV 5 es muy eficaz en pulmoén 175,

En los dltimos 10 afios se ha producido un gran avance en el disefo y
utilizacién de los AAVs como terapia génical’¢ y se han utilizado en numerosos

ensayos clinicos (https://clinicaltrials.gov/). Se ha estudiado posibles

tratamientos contra enfermedades del sistema nervioso central 177, distrofias
musculares 178, des6rdenes retinales 179 'y el tratamiento para Ila
hipercolesterolemia 180 entre otros.

En nuestro trabajo se han utilizado como terapia génica para revertir el
fenotipo obeso y la resistencia a la insulina mediante la expresién de la forma

humana de la CPT1AM en el higado de ratones.
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Capitulo 2. OBJETIVOS






El objetivo general de esta Tesis Doctoral es estudiar el efecto de un
aumento de la FAO a largo plazo en el higado de ratones obesos inducidos por

dieta grasa.
Para ello nos hemos planteado los siguientes objetivos:
1. Analizar si la expresion a largo plazo de la isoforma permanentemente
activa de CPT1A humana, hCPT1AM, mediada por los AAV9 en higado de

ratones obesos aumenta la FAO y es capaz de revertir un fenotipo obeso.

2. Estudiar los mecanismos moleculares por los que la expresion de

hCPT1AM en higado de ratones obesos disminuye la esteatosis hepatica.
3. Analizar qué especies lipidicas en higado y en suero pueden servir como

biomarcadores de la reduccién de la obesidad y de una mejora de la

esteatosis hepatica en ratones obesos que expresan hCPT1AM en higado.
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Capitulo 3. MATERIALES y METODOS

56






1. ANIMALES

En este trabajo se han empleado ratones machos de la cepa C57BL/6] de 7
semanas de edad adquiridos de Janvier Laboratories, Francia. Los animales se
mantuvieron a 20°C en un ciclo de 12 h de oscuridad y 12 h de luz, con libre
acceso a agua y comida. Los ratones fueron sacrificados por dislocacién cervical,
previa anestesia con isoflurano. Todos los protocolos han sido aprobados por el
comité ético de experimentaciéon animal de la Universidad de Barcelona con el

nuimero de procedimiento CEEA 13/0002 6975.

1.1 Dietas empleadas

Cuando los ratones tenian 8 semanas de edad fueron divididos en 2
grupos: un grupo alimentado con dieta control (NCD, Normal Chow Diet)
(International Products Supplies Limited, TestDiet D8Y2, 10% kcal de grasa, 18,3%
proteina y 71,4% carbohidratos) y el otro grupo alimentado con dieta grasa (HFD,
High Fat Diet) (TestDiet D8Y1, 60% kcal de grasa, 18,3% proteina y 20,1%
carbohidratos). Esta dieta se denomina DIO (Diet Induced Obesity) y su uso esta
ampliamente reportado por su capacidad de inducir obesidad y resistencia a la

insulina en estos animales 181,

1.2 Determinacion del peso e ingesta

Los animales se pesaron en una balanza de precision en los periodos de
tiempo indicados en cada caso. El cambio en el peso se calculé como la diferencia
entre dos pesadas consecutivas en un intervalo de tiempo determinado.

Para calcular la ingesta de los ratones se pesé la cantidad de comida inicial
en una balanza de precision y se realizaron pesadas consecutivas de dicha comida

en los intervalos de tiempo indicados en cada caso.

2. VIRUS ADENO-ASOCIADOS (AAVs)

La sintesis y producciéon de los AAVs se realiz6 en el Centre de
Biotecnologia Animal i de Terapia Génica (CBATEG). Los AAVs obtenidos fueron
del serotipo 9. El genoma virico contenia el cDNA de la CPT1AM (forma de CPT1A
insensible a malonil-CoA) de humano (GenBank Access. N2. HGNC: 2328) o la GFP
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flanqueada en el extremo 5" de una regién promotora especifica de higado que
contiene un elemento potenciador de la albumina humana unido al promotor
especifico de la antripsina-1 humana (EalbAATp) descrito por Kramer et al 182 y
en el extremo 3" un elemento estabilizador transcripcional de marmota (WPRE,
Access. No. AY468-486) 183 y la sefial de poliadenilaciéon de la hormona del
crecimiento bovina [bGH-poly(A)] (bases 2326-2533 GenBank Access. N2
M57764) (figura 1). La regién de expresion esta limitada por dos secuencias
repetidas terminales (ITRs) correspondientes al AAV2. Las preparaciones
utilizadas para hacer el estudio tenian una titulaciéon de 1,34x1013 copias
genomicas (cg)/mL del virus AAV9-GFP y 1,16x1013cg/mL del virus AAV9-
hCPT1AM. La forma mutada se obtuvo por la mutacion de metionina en el
aminoacido 593. Dicha mutacién causa insensibilidad en el enzima al inhibidor

fisioldgico malonil-CoA 160

AAV9

ITR | EalbAATp | eFp/nceTiam  |WPRE | bGH |ITR

Figura 1. Diagrama del genoma de los virus adenoasociados AAV9. ITR: (inverted terminal
repeats) del serotipo 2, EalbAATp: promotor especifico de higado, GFP/hCPT1AM genes de
interese, WPRE: woodchuck posttranscriptional regularoty element, facilita el transporte del
transcripto de RNA del nticleo al citoplasma y bGH: sefial de poliadenilacién del gen de la hormona

de crecimiento bovina.

3. PROCEDIMIENTOS CON ANIMALES

3.1 Identificacién

Para identificar cada uno de los ratones que formaban parte del
experimento, un minimo de una semana antes de empezar a trabajar con los
ratones se procedié a la identificacion (ID) por perforacién de las orejas. Cada caja

contenia cinco animales identificados como se muestra en la figura 2:
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NUMERO ID
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Figura 2: Identificacion de los ratones. En el esquema se muestra las orejas de cada ratén

con el sistema de identificacién por cada caja.

3.2 Administracion de los AAVs

La administraciéon de los AAVs descritos en el apartado 2 fue realizada
mediante inyeccién por la vena de la cola de los ratones. Esta descrito que el 90%
de los virus inyectados de esta manera quedan retenidos en el higado 184, La dosis
inyectada fue desde 7,5x1012gc/kg hasta 7,5x101%gc/kg de peso corporal. Los
AAVs fueron diluidos en una soluciéon de sacarosa 5mM en PBS 1X pH 7,4
esterilizada bajo campana de flujo laminar con un filtro de 0,22um (Millex GP,
SLGP033RB).
PBS 1X (phosphate buffer saline): 138mM NaCl; 8,1mM Na;HP04.2H,0; 3mM KCI;
1,5mM KH2POs,.

Los animales se anestesiaron con isoflurano para minimizar cualquier tipo
de estrés debido de la manipulacién del animal. Después los animales fueron
introducidos en potros donde quedan encajados y de esta manera se restringe el
movimiento. Después se dilata la vena de la cola calentando la cola de los
animales con una lampara de infrarrojos (OSRAM SICCATHERM, 250w, E27/ES)
durante 1 minuto (min) aproximadamente. Este procedimiento es necesario para
una mejor visualizacién de la vena por donde seran inyectados los virus. Se
introdujo suavemente una jeringa (Myjector, 29G x 12mm, BS-N1H2913) cargada

con los virus y se inocul6 suavemente la dosis pertinente.
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3.3 Determinacion de la glucosa y test de tolerancia a glucosa (GTT)

Los ratones se inmovilizan con una mano y con unas tijeras se hace un
pequefio corte en la cola del raton. Después se presiona la cola para la extracciéon
de las gotas de sangre necesarias para la determinacién de glucosa.

Las medidas de los niveles de la glucosa en sangre se realizaron utilizando
un glucémetro (Contour®XT, Bayer, 83415283). Las medidas de glucemia se
realizaron tras un ayuno de 6 o 16 h, segiin cada disefio experimental.

El test de la tolerancia a glucosa se realiz6 en los ratones tras un ayuno de
16 h. Se practic6 una inyeccion intraperitoneal (i.p.) de glucosa del 20% (Glucosa
20%, Braun, 622985) a una concentracién de 1,5g/kg de peso a cada ratén y se

midié la glucemia 0, 15, 30, 60, 90 y 120 min después de la inyeccion.

3.4 Anestesia

Los animales fueron anestesiados mediante una inyecciéon i.p. 10uL/10g de
peso de ketamina (100mg/kg) (Imalgene 1000, Merial) y xilacina (10mg/kg)
(Rompun 2%, Bayer). Se dejan transcurrir unos 20min para que la anestesia actue
correctamente. Antes de empezar el procedimiento se presionan las patas
traseras del ratén con las uflas para comprobar la correcta administraciéon y

eficiencia de la anestesia.

3.5 Medicion del consumo de oxigeno mediante calorimetria indirecta

La medicién del consumo de oxigeno se midié usando un sistema de
calorimetria indirecta (CLAMS, Columbus Instruments, Columbus, OH) donde el
aire es aspirado a través de camaras de calorimetria donde la tasa de flujo es
controlada y medida con un controlador de flujo. EI consumo de oxigeno (VO2) y
la producciéon de diéxido de carbono (VCO2) se miden y son utilizados para
calcular el gasto de energia (o la produccién de calor en kilocalorias) y la relaciéon
de intercambio respiratorio (RER: VCO2 / VOz). Las cAmaras de calorimetria estan
equipadas con sensores que permiten la medicién de la actividad fisica, la ingesta
de alimentos y la ingesta de agua. Todas las cdmaras de calorimetria se
encuentran a una temperatura y luz controlada. Para realizar el experimento se

aclimato los ratones por 1 dia en las jaulas y luego los datos se recogen durante 3
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dias. Los animales tenian libre acceso a comida y agua. Los datos han sido

procesados con el software suministrado por el instrumento.

3.6 Termografia con camara de infrarrojos

La termografia es un método que contribuye a la evaluacién de
temperatura de determinados tejidos. La técnica ofrece un mapa térmico del area
de estudio y nos permite calcular el calor expedido por el tejido analizado. Se
utilizé6 una camara termografica (FLIR, T420), que cuenta con una sensibilidad
térmica de 0,04°C y una resoluciéon de imagen de 320 x 240 pixels. Los animales
fueron anestesiados como se ha descrito en el apartado 3.4, se abre el abdomen y
se mueve todo el contenido intestinal hacia la derecha, dejando perfectamente
visible el higado. Se obtuvieron las imagenes en triplicado de cada animal, fijando
la cdmara en un soporte a 30cm de altura del animal. Posteriormente, se
analizaran las imagenes de una region del higado especificada en la imagen 3 con

el software FLIR Tools suministrado por la cAmara termografica.

Figura 3: Zona de anadlisis de la temperatura en ratones. A) Imagen de la zona analizada. B)

Imagen infrarroja de la zona analizada.

4. CULTIVOS PRIMARIOS

4.1 Hepatocitos de raton

Los hepatocitos representan entre un 70-80% del total de células del
higado. Las principales funciones que desarrollan o en las que intervienen son:
filtrado y almacenamiento de la sangre, metabolismo de los hidratos de carbono,

proteinas, lipidos, hormonas y compuestos quimicos extrafios, de la formaciéon de
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la bilis y del almacenamiento de las vitaminas, el hierro y de la formacién de
factores de coagulacion.

Los hepatocitos son células poliédricas con 1 o 2 nucleos esféricos (figura
3). Presentan un citoplasma acidéfilo muy rico con organulos como ribosomas,
ER, aparato de Golgi y mitocondrias. Ademas el citoplasma contiene multiples
inclusiones de glucégeno y grasa.

Aparte de los hepatocitos encontramos otros tipos de células como serian;
las células de Kupffer, un tipo de macroéfago, y otros cuerpos extrafios
provenientes de la sangre de las lagunas hepaticas y las células endoteliales

tipicas.

g7
@
o5

S

Figura 4. Hepatocitos primarios de ratén en medio de cultivo. Fotografia de hepatocitos 24 h

después de ser obtenidos en nuestro laboratorio.

El aislamiento de los hepatocitos se hace mediante una digestiéon con
colagenasa. En un primer paso se lava el higado con una solucién isoténica, en la
cual se adiciona un agente quelante (EGTA) para atrapar el calcio y romper las
uniones entre las células. En el siguiente paso el higado se lava con una solucién
con colagenasa para separar los hepatocitos del parénquima del higado. Mediante
esta técnica se consigue una suspension de hepatocitos, la cual puede ser
sembrada en placas o en flasks para utilizar inmediatamente o para criopreservar
por congelacion 185 Los hepatocitos en cultivo no proliferan y son
extremadamente sensibles a los ciclos de congelacién y descongelacion, hay que

afiadir agentes crioprotectores, por eso se aconseja su utilizacién en fresco 186,

4.2 Obtencion de hepatocitos primarios de ratén
La obtenciéon de cultivos primarios de hepatocitos mediante el método de

perfusién de colagenasa por la vena porta se describié previamente por Moldéus
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y col. 187, Se sigue el montaje tal como se indica en la figura 4. En un bafio a 37°C se
depositan la solucién de lavado (HBSS + EGTA) y la solucién de digestién (HBSS +
colagenasa, que se afiade en el ultimo momento) que sirve para disgregar los
hepatocitos. Ambas soluciones se especifican mas adelante. Se comprueba la
velocidad de la bomba de perfusion (5mL/min) (GILSON, Modelo MP Drive Unido,
F155001). Se vigila en todo momento que no quede ninguna burbuja en todo el
circuito del montaje. Se debe controlar que tanto los tubos (GILSON, F1825133),
como los conectores (GILSON, F1179951) del montaje estén perfectamente
limpios para evitar cualquier tipo de contaminacién. A continuacién se gasifican
(02:C0O2) las soluciones durante 20 min antes de iniciar el procedimiento.

HBSS (Hank’s balanced salt solution): 138mM NaCl; 50mM Hepes; 5,56mM
glucosa; 5,4mM KCl; 0,338mM Na;HP04.2H;0; 0,44mM KH2PO4; 4,17mM NAHCO3;
pH 7,4 y se filtra con un filtro de 0,22um (Millex GP, PES SLGP033RS).

Solucién de lavado: HBSS + EGTA (preparar extemporaneamente): afladir 200uL

de una solucién de 0,5mM EGTA en 200mL de HBSS; pH 7,4.

Solucién de digestion: HBSS + colagenasa (preparar extemporaneamente): afiadir

8,3mL de CaCl, 60mM, después de gasificadas afiadir 160U de colagenasa IV
(Sigma, C5138). Ajustar el pH 7,4. Todas las soluciones deben estar filtradas y

estériles para evitar contaminaciones.

Atrapa
burbujas

02'.002

Bafo de aguaa 37°C Bomba
SmU/min Canula para
el higado

>
Hz0 - saturada

Figura 5. Esquema del sistema de perfusion de hepatocitos de ratén. En la figura se muestran
las soluciones necesarias y la correcta conexién del sistema de perfusion. La gasificacién de las
soluciones es necesaria para la supervivencia de las células una vez sacrificado el animal (imagen

tesis Josep Maria Orellana Gavalda).
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Se anestesi6o el animal como descrito en el apartado 3.4, luego se
inmoviliza el ratén por las patas y se lava la piel con etanol al 70% para
desinfectar la superficie y evitar posteriores contaminaciones. Se abre el abdomen
y se mueve todo el contenido del vientre hacia la derecha, dejando perfectamente
visible el higado, la vena porta y la vena cava inferior. Se realiza una sutura (Lab.
Aragd SA, seda trenada 2/0 #060), de alrededor de 12cm de largo. Se pone la
sutura debajo de la vena porta. Se inserta el catéter (BD, 381212) en la vena porta
y se inmoviliza con una sutura alrededor de la vena. Si el catéter no se llena de
sangre, llenarlo con la solucién de lavado para evitar la formacién de burbujas. Se
conecta la bomba peristaltica al catéter, se enciende y cuando se observa que el
higado empieza a estar palido, significa que la perfusion se ha realizado
correctamente y es el momento de cortar la vena cava inferior para lavar el
higado durante 5 min. A continuacién, se afiade la colagenasa a la solucién de
digestion utilizando un filtro de 0,22um. Se detiene el flujo de la bomba y se
cambia rapidamente el tubo de la solucién de lavado por la solucién de digestion.
Se espera aproximadamente 7 min o hasta que el higado adquiere una cierta
viscosidad. En este momento se detiene la bomba, y por lo tanto el flujo, y se
extrae el higado con la maxima rapidez posible. En este punto es muy importante
no seccionar el estbmago o los intestinos para evitar futuras contaminaciones. A
partir de este momento se trabaja en condiciones estériles bajo campana de flujo
laminar.

Se deposita el higado en una placa de Petri con solucion HBSS+EGTA
calentada previamente a 37°C y con la ayuda de dos pinzas se disgrega el higado
para obtener los hepatocitos separados. Se filtra la solucién con un filtro de
250pm en un tubo de 50mL y a continuacién se lleva a cabo una serie de lavados
de los hepatocitos. Se adicionan 35mL de solucion de lavado HBBS+EGTA y se
centrifuga a 500xg durante 2 min a 24°C de temperatura. Se descarta el
sobrenadante y se vuelve a lavar los hepatocitos afiadiendo otros 35mL de la
solucién de lavado. Se centrifuga a 500xg durante 2 min a 24°C de temperatura y
finalmente se resuspenden los hepatocitos con 10mL de medio de aislamiento
(DMEM (Gibco, 11966), 10mM glucosa, 10% FBS (LABCLINICS SA, BC - 0005934),
100nM insulina (FW 36.46g/mol), 100nM dexametasona y estreptavidina-
penicilina (100U/mL)).
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Antes de sembrar los hepatocitos en placas se determina su viabilidad.
Cuando se esta aislando los hepatocitos de un higado interesa obtener el maximo
numero de hepatocitos viables ya que a lo largo del proceso hay diferentes puntos
claves (pH y temperatura de las soluciones empleadas) que haran que algunos
hepatocitos se mueran. Es aconsejable trabajar con hepatocitos con una viabilidad
superior al 80-85% para poder realizar experimentos de forma repetitiva y
reproducible. Para comprobar la viabilidad de los hepatocitos se utiliza una
soluciéon Trypan Blue (SIGMA, T8154) que tifie de color azul los hepatocitos
muertos. Los hepatocitos que permanecen vivos quedan de color blanco. Se
prepara la siguiente suspensién para determinar la viabilidad: 10puL suspensién
de hepatocitos + 80uL solucion HBSS/EGTA + 10uL Trypan Blue. De la suspension
obtenida se cogen 10uL y se depositan por el lateral de la cAmara de Neubauer
(figura 5) donde se cuentan los hepatocitos blancos (vivos) y azules (muertos)

que hay en cada uno de los cuatro cuadrantes de 16 cuadrados.

Figura 6. Camera de Neubauer. La zona marcada en color gris es la zona donde se cuentan los

hepatocitos.

Viabilidad % = Numero de hepatocitos vivos x 100 / Nimero total de hepatocitos

Para distribuir los hepatocitos en placas de cultivo s6lo se tendra en cuenta
los hepatocitos vivos (Tabla 1).
Contaje total de hepatocitos = Media de hepatocitos vivos x 10.000 x 10 =

hepatocitos totales/mL

Placas Volumen de medio Hepatocitos
100mm 10mL 3,0x106
6 pocillos 2mL 0,5x106
Flask de 25cm? 5mL 1,3x10¢

Tabla 1. Distribucion del niimero de hepatocitos por tipo de placa.
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Finalmente se lleva a cabo el sembrado de los hepatocitos en los diferentes
tipos de placas o en flasks de 25cm? pre tratadas con gelatina 0,1% (SIGMA,
G9391). El dia antes de obtener los hepatocitos se prepara las placas y/o flasks
donde se sembraran los hepatocitos con la gelatina que se calienta hasta unos

50°C para su correcta disolucién.

4.3 Tratamientos en hepatocitos
4.3.1 Estimulacion de la insulina

Para examinar la via de sefializaciéon de la insulina en los hepatocitos de
raton, tras 16 h de la obtencién de los hepatocitos se estimularon con 100nM de
insulina (Humulina regular 100UI/mL, Lilly) durante 5 min. Después, las placas se
congelaron en nitrégeno liquido para la posterior preparaciéon de extractos de
proteina que se utilizaron para analizar los eventos de fosforilacion de las
proteinas clave de la via de sefializacién de la insulina a través de Western Blot

(WB).

4.3.2 Flujo de la autofagia

La autofagia es un proceso muy dinamico, lo que hace dificil de interpretar
el resultado en una situacién estable. Por esa razon, el estudio de flujo de la
autofagia requiere el uso de inductores y bloqueadores de la autofagia que
ayudaran a interpretar los resultados.

Cloroquina (CQ): es un agente inhibidor de la autofagia. Se acumula en el interior

de las partes acidas de la célula, incluyendo los endosomas y los lisosomas. Esta
acumulacién conduce a la inhibicion de las enzimas lisosomales que requieren un
pH 4acido, y evita la fusién de los endosomas y los lisosomas. CQ inhibe la
autofagia, ya que eleva el pH lisosomal, que conduce a la inhibicién tanto de fusién
del autofagosoma con el lisosoma como la degradacién de proteinas lisosomales.
La inhibiciéon de la autofagia en este nivel nos permite estudiar el flujo de
autofagia basal al compararlo con un control. Cultivos primarios de hepatocitos de
ratéon fueron tratados durante 3 h con 50uM de CQ (Santa Cruz, sc-205629) tras
16 h de obtencion.

Rapamicina (RP): es un inductor de la autofagia. La rapamicina es un inhibidor de

mTOR, que es un importante regulador negativo de la autofagia. Inhibidores
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directos de mTOR inducen la autofagia. Este tratamiento nos permite estudiar la
capacidad de las células para activar la autofagia por la inhibicién de mTOR. Los
hepatocitos primarios de ratones fueron tratados durante 3 h con 2uM de RP
(Santa Cruz, sc-3504A) tras 16 h de obtencién.

Para estudiar el flujo de la autofagia, se obtuvieron extractos proteicos de
los hepatocitos en cultivo tratados y se analizé por WB la degradacion de las

proteinas LC3BI, LC3BIl y p62.

5. DETERMINACIONES EN SUERO

5.1 Obtencion del suero

Para la obtencién del suero se utilizaron tubos para la extraccion de sangre
capilar (Microvette®, Sarstedt, 20.1280). Se anestesi6 el animal como se ha
descrito en el apartado 3.2. Previamente a la extracciéon de sangre se trat6 la
jeringa (BD Plastipak, 301355) y la aguja (BD Microlance, 21G x 25mm, 301156)
con unas solucién de heparina sédica 20Ul/mL (Fibrilin, Laboratorios Rovi,
305159) y se introdujo en la vena cava inferior para colectar la sangre. Una vez
obtenida la sangre los tubos se mantuvieron un minimo de 30 min a temperatura
ambiente (TA). A continuacidn, se centrifugaron durante 5 min a una velocidad de
10.000xg a una temperatura de 4°C. El sobrenadante se almacend en alicuotas a -

20°C para posteriores determinaciones de los metabolitos y las hormonas.

5.2 Insulina

Los niveles de insulina fueron determinados utilizando el kit Mouse
Ultrasensitive Insulin ELISA (ALPCO, 80-INSMSU-E01). Estos ensayos, 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. Para la determinacién se

siguieron las instrucciones provistas por cada casa comercial.
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5.3 B-Hidroxibutirato (BHB)

Los niveles de BHB fueron determinados con el kit S-Hydroxybutyrate
(Ketone Body) Coloriemtric Assay (Cayman Chemical Company, 700190). El ensayo
se basa en la oxidacién de D-3-hidroxibutirato a acetoacetato por la enzima 3-
hidroxibutirato desidrogenasa 188. Concomitante con la oxidacién, el cofactor
NAD* es reducido a NADH. En presencia de diaforasa, NADH reacciona con el
detector colorimétrico WST-1 produciendo formazan que debe leerse a una
absorbancia 445-455nm. Se siguieron las instrucciones de la casa comercial para

su determinacion.

5.4 Colesterol total, HDL, TG, ALT y AST
Los niveles del colesterol total, HDL, TG, ALT y AST en suero fueron
medidos en el del Centro de Investigacién Cardiovascular CISC-ICCC en el Hospital

San Pau en colaboracion con la Dra. Concepcién Llorente y mediante un

autoanalizador Clima MC-15 (RAL, RA115000).

6. DETERMINACION DE METABOLITOS EN HIGADO

6.1 Triglicéridos (TG)
El primer paso para la determinacién de los TG en el higado de ratén
consistié en la extraccion de las grasas de dicho tejido. Posteriormente se utiliz6

un kit comercial para determinar el contenido de TG en el tejido.

Extraccion de las grasas
Este protocolo se basa en la extraccion de todas las grasas utilizando cloroformo.
Se siguieron los pasos detallados a continuacion:
1. Colocar aproximadamente 100mg de tejido congelado en un tubo
eppendorfde 2mL.
2. Afiadir 500uL de PBS 1X y romper mecanicamente el tejido utilizando el
sistema Polytron (PT2100).
3. Guardar 100uL de homogenado para la valoracién de la concentracion de
proteinas.
4. Transferir el resto del homogenado a tubos de vidrio y anadir 1,5mL de

cloroformo. Mezclar vigorosamente y dejar toda la noche en agitacion a TA.
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5. Centrifugar 5min a 10.000xg Transferir el sobrenadante y la fase inferior
(descartando la interfase) a un nuevo tubo de vidrio.

6. Anadir 500uL de NaCl 0,9%. Mezclar durante 1 min y centrifugar 5 min a
10.000xg.

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

8. Reconstituir el producto con 250uL de isopropanol.

Determinacion del contenido de TG

Se realiz6 la determinacion utilizando el kit Serum Triglyceride
Determination (Sigma-Aldrich, TR0100-1KT). La base de la técnica es la hidrélisis
de los TG, presentes en el tejido, a glicerol y FFA por acciéon del enzima
lipoproteina lipasa (LPL). A continuacion el glicerol es fosforilado por el enzima
gliceroquinasa (GK), en presencia de ATP, formando glicerol-1-fosfato (G-1-P) y
ADP. El G-1-P es oxidado por el enzima glicerol fosfato oxidasa (GPO) en
dihidroxiacetona fosfato (DAP) y H20..

En presencia del enzima peroxidasa (POD), el fenol y la 4-aminoantipirina
(4-AA) se condensan por acciéon del H202, formandose un producto de color rojo
que es proporcional a la concentracién de TG en la muestra. La determinacién se

llevo a cabo siguiendo el protocolo del Kkit.

6.2 Determinaciéon del ATP

Para la determinacién del ATP en el higado se ha utilizado el kit de
bioluminiscencia de la casa comercial Invitrogen (A22066). El kit se basa en la
oxidacion de la luciferina conjuntamente con el ATP para emitir luz. El método es
extremadamente sensible. Los higados congelados se homogenizaron con HC104 al
4% y se dejaron incubando durante 10 min. Se centrifugaron los homogenados a
10,000xg durante 10 min con el fin de extraer las proteinas que han precipitado
debido al medio acido. A continuacion se neutralizan 300uL del sobrenadante con
KHCO3 5M. Finalmente se utilizan 10uL para la cuantificacién del ATP mezclados
con 90uL de la solucién de reaccién proporcionada por el mismo Kkit. Las

concentraciones de ATP se calcularon por extrapolacién a partir de una curva
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patrén y la luminiscencia se detecté mediante el aparato Modulus Microplate

(Turner BioSystems).

6.3 Determinacion de B-hidroxiburitato

Se procedié como descrito en el apartado 5.3.

6.4 OilRed O

El contenido de TG ha sido analizado por la tincién de Oil Red O. Oil Red O
(Sigma, 00625) es un lisocromo (colorante soluble en grasa) usado para tinciones
de los TGy los lipidos neutros. Esta tincion fue realizada en hepatocitos obtenidos
de higado de ratén para determinar la cantidad de TG existente.

Solucién stock de Qil Red O: se pesa 300mg de Oil Red O y se diluye en 100mL de

isopropanol. Agitar la soluciéon durante toda la noche en un recipiente protegido
de la luz y tapado para evitar la evaporacion del isopropanol. Esta solucién se
debe filtrar justo antes de preparar la solucién de trabajo.

Solucién de trabajo Oil Red O: 3 partes de la solucién stock con 2 partes de agua

destilada.

Los hepatocitos tras 16 h de su obtenciéon fueron lavados dos veces con
PBS 1X y fueron fijados con paraformaldeido al 10% durante 30 min a TA y se
lavaron de nuevo con PBS 1X. Después, las células fueron permeabilizadas
durante 5 min con isopropanol al 60% para facilitar la tincién de los lipidos. Se
incubaron las células durante 15 min con la solucién de trabajo. Después de varios
lavados con agua destilada se retiraron los cubres de las placas y se fijaron con
medio de montaje en los portaobjetos. Las vesiculas de lipidos intracelulares
tefiidas con Oil Red O se identificaron por su color rojo brillante en el

microscopio.

7. ANALISIS DE LIPIDOMICA

Se determiné los esfingolipidos y fosfolipidos presentes en higado y suero.
Para las muestras de higado, se pesé aproximadamente 30mg de tejido y se
afiadié6 1mL del PBS 1X y se maceré utilizando un homogeneizador mecanico

(Polytron) durante 1 min aproximadamente a maxima velocidad. Luego se sonica

70



durante 30 seg, por 3 periodos de 10 seg alternados, en hielo. Se cuantifica la
cantidad de proteina por Bradford tal como se ha descrito en el apartado 8.3.

Las muestras de higado y suero fueron preparadas tal como se ha descrito
por 189 y analizadas por UPLC y HPLC-MS. Las dos fases moviles fueron formiato
de amonio 1mM en metanol (fase A) y formiato de amonio 2mM en H;0 (fase B),
ambas fases con acido férmico 0,05mM. El siguiente gradiente fue programado: 0
min, 80% A; 3 min, 90 % A; 6 min, 90 % A; 15 min, 99 % A; 18 min, 99 % A; 20

min, 80 % A, y una taja de flujo de 0,3mL min-1.

8. OBTENCION DE PROTEINAS Y CUANTIFICACION POR EL METODO DE
BRADFORD

El método de extraccion de proteinas varié en funcién de la fuente de
extraccion. En todos los casos se obtuvieron extractos totales de proteinas para

andlisis por WB.

8.1 Extraccion de proteinas de tejido congelado

1. Se pesaron aproximadamente 30mg de tejido y se afiadié 1mL del tampo6n
de lisis de proteina con inhibidor de proteasas (Complete, Roche,
11697498001) y de fosfatasas (PhosSTOP, Roche, 04906837001),
utilizando un homogeneizador mecdnico (Polytron) durante 1 min
aproximadamente a maxima velocidad.

2. Las muestras se dejaron en hielo y se mezclaron mediante ciclos de
agitacion en vértex de 30 seg cada 3 min durante 10 min.

3. Se centrifugaron las muestras a maxima velocidad durante 10 min a 4°C.

4. En el sobrenadante se cuantific6 la concentracién de proteina mediante el

método de Bradford (descrito en el apartado 8.3).

71



Tampon de lisis de proteina

HEPES-NaCl Mix 40mL

10% DOC 2,5mL

20% Triton X-100 2,5mL
Glicerol SmL

Inhibidor de proteasas 1 tableta

Tabla 2. Tampon de lisis de proteina. DOC 10% se prepara pesando 5g DOC en 50mL agua (se
almacena a 4°C, protegido de la luz); 20% Triton X-100: 10mL triton X-100 en 40mL de agua;
HEPES-NaCl mix: 30mM HEPES, pH 7.4, 150mM NaCl.

8.2 Extraccion de proteinas a partir de hepatocitos

1. Los hepatocitos en cultivos fueron lavados 2 veces con PBS 1X y las placas
mantenidas en hielo.

2. Se afiadié 100uL de tampoén de lisis de proteinas con inhibidores de
proteasas.

3. Se recogieron los extractos lisados con la ayuda de una espatula y se
depositaron en eppendorf de 1,5mL.

4. Las muestras se mantuvieron en hielo realizando los ciclos de
homogenizacién de 30 seg en vortex cada 3 min durante 10 min.

5. Se centrifugaron las muestras a maxima velocidad, durante 10 min a 4°C.

6. En el sobrenadante se cuantificé la concentraciéon de proteina mediante el

método de Bradford (descrito en el apartado 8.3).

8.3 Cuantificacion de proteinas por el método de Bradford

Para la cuantificaciéon de las proteinas se utilizé6 el método descrito por
Bradford 190 que se basa en el cambio producido en el espectro de absorcién de
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 solucion
acida. El reactivo contiene el colorante en un medio de metanol y acido fosférico y
al unirse de manera covalente al enlace peptidico de las proteinas su maximo de

absorcion cambia de 465 a 595nm.
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Para valorar la concentracién de proteinas en nuestras muestras se siguid
el protocolo detallado por la casa comercial proveedora de la soluciéon de
Bradford (BioRad protein assay, 500-0006). Como patrén se empleé albiimina
sérica bovina (BSA) en un rango de 1-20pg/mL. En la mayoria de casos la curva
estdndar se realizé con 2, 5, 10, 15 y 20ug de BSA. La solucién stock de BSA
utilizada como patrén se preparé a una concentracién de 1mg/mL con H;0
destilada y se almacené a -20°C durante tiempos largos o a 4°C a corto plazo. La
absorbancia de la curva patrén y las muestras se midié en un volumen total de
1mL a 595nm utilizando cubetas de plastico de 1cm de paso de luz. A cada
muestra o patrén se anadié la proteina, 200uL. de reactivo de Bradford 5X y la
cantidad de H20 destilada suficiente para completar 1mL. 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 min a TA antes de leer la absorbancia en el
espectrofotometro. Las absorbancias leidas son proporcionales a la concentracion

de proteina.

Muestra Volumen Bradford 1/5
Blanco - 1mL
2ug BSA 2uL 998uL
S5ug BSA 5uL 995uL
10pg BSA 10uL 990uL
15ug BSA 15uL 985uL
20ug BSA 20puL 980uL
Muestra problema 2-10puL c.s.p. ImL

Tabla 3. Protocolo para la determinacién de la concentracién de proteina por el Método de

Bradford. Volimenes necesarios para la recta patrén de las muestras a analizar utilizando un

patrén de 1pug/uL BSA.
9. OBTENCION DE EXTRACTOS ENRIQUECIDOS DE MITOCONDRIAS

Se obtuvieron extractos enriquecidos de mitocondrias para los anadlisis de
WB y actividad enzimatica. A continuacidén se detalla la obtenciéon de mitocondrias
de higado, la obtencion de mitocondrias de células en cultivo y la extraccién de

proteinas de higado.
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9.1 Extraccion de mitocondrias de higado

Todo el proceso se realizé a 4°C. El protocolo detallado en este apartado

corresponde a la obtencién de extractos enriquecidos en mitocondrias de higado.

1.

Para la obtencion de mitocondrias de higado de ratén se extrae el higado y
se homogeniza en 20 volimenes de tampén de extraccion, con inhibidor de
proteasas, utilizando un homogeneizador mecanico (Polytron) durante 1
min aproximadamente a maxima velocidad.

Se centrifuga a 600xg durante 15 min.

Se recoge el sobrenadante y se centrifuga de nuevo a 12.000xg durante 20
min (el precipitado de esta centrifugacién es rico en mitocondrias).

Se realizan un par de lavados, resuspendiendo el precipitado en 2mL de
tampoén de extraccion, y se vuelve a centrifugar a 7000xg durante 10 min.
Finalmente, se resuspende el precipitado en 1mL de tampdn de extracciéon
(sin el inhibidor de proteasas). A continuacién se cuantifica la cantidad de

proteina por el método de Bradford (ver apartado 8.3).

El tamp6n de homogenizacién se prepara y se deja enfriando a 4°C. Los

inhibidores de proteasas se anaden de manera extemporanea (1 tableta/50mL de

tampodn), justo antes de la utilizacién del tampédn.

Tampon de homogenizacion

Sacarosa 70mM
Manitol 220mM
Hepes 5mM
EDTA, pH 7,4 2mM

Tabla 4. Tampon de lisis de mitocondrias de tejido. Se prepara el dia del experimento y se

afiade de manera extemporanea el inhibidor de proteasas.

9.2 Extraccion de mitocondrias de hepatocitos primarios

Los cultivos primarios de hepatocitos de ratén fueron obtenidos como se

ha citado en el apartado 4.2. Todo el proceso se realizé a 4°C. El protocolo

detallado en este apartado corresponde a la obtencién de extractos enriquecidos

en mitocondrias de una placa de cultivo celular de 10 cm de didmetro.

1.
2.

Lavar las células con PBS 1X.

Recoger las células con la ayuda de un rascador en 2ZmL de PBS 1X.
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3. Centrifugar a 1.200xg durante 5 min.

4. Resuspender las células precipitadas en 1mL de tampén de
homogenizacién con inhibidores de proteasas previamente enfriado a 4°C.

5. Romper las células mecanicamente utilizando un homogeneizador de
vidrio (Wheaton, 1mL Dounce Tissue Grinder, 257542).

6. Centrifugar el homogenizado durante 3 min a 2000xg a 4°C.

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

8. El precipitado obtenido corresponde a la fraccion enriquecida en
mitocondrias. Se resuspende en 25-75uL del tampo6n de homogenizacidn.

9. Almacenar a -20°C.

El tampdn se prepara tal como se ha descrito en la tabla 4.

Tampon de homogenizacion

Sacarosa 70mM

Manitol 210mM
Hepes 10mM
EDTA, pH 7,4 1mM

Tabla 5. Tampoén de lisis de mitocondrias a partir de células. Se prepara el dia del

experimento y se afiade de manera extemporanea los inhibidores de proteasas.

10. ENSAYO DE LA ACTIVIDAD CPT1

La actividad de la CPT1 se determina usando un método radiométrico
previamente descrito en nuestro grupo 1°1. La actividad de la CPT1 se ensaya en
fracciones enriquecidas en mitocondrias obtenidas tal como se ha descrito en el
apartado 9.1. El ensayo se realiza siempre con estas fracciones sin congelar, para
evitar la rotura de la mitocondrias y la aparicion de la actividad CPT2 (localizada
dentro de la mitocondria), que podria conducir a datos erréneos de la actividad de
la CPT1.

Los sustratos para el ensayo de actividad son L-[metil-3H]carnitina
hidrocloruro (Perkin Elmer, NET1181250UC) y palmitoil-CoA (Sigma-Aldrich,

P9716). La reaccion se da en la siguiente direccion:

3H-carnitina + palmitoil-CoA —> palmitoil-3H-carnitina + CoA-SH
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El proceso se basa en la formacién de palmitoilcarnitina marcada
radiactivamente que es soluble en un medio orgdnico de butanol, mientras que el
exceso de carnitina radiactiva que no ha reaccionado es soluble en agua. De esta
forma, mediante una extracciéon con butanol saturado de agua podemos separar la
palmitoilcarnitina.

El ATP permite la regeneracién del palmitoil-CoA por las acil-CoA
sintetasas, a partir del palmitoil y del CoA formado por accién de las deacilasas
(evitando asi que la concentracién del acil-CoA disminuya). Como agente reductor
se utilizo el glutation reducido y no tioles como el ditiotreitol (DTT) o ditioeritrol
(DTE), ya que éstos reducen la sensibilidad a malonil-CoA 192, La presencia de
albuimina deslipidizada es necesaria para proteger a la mitocondria del efecto
detergente de los AGs, sin embargo, su concentracién no ha de ser superior al
0,1% con el fin de evitar un efecto de sigmoicidad en la cinética del enzima
respecto al acil-CoA 193, Finalmente, se afade KCl ya que se ha observado que
aumenta la actividad del enzima 1°4. El pH elegido para el ensayo es de 7,2, ya que
se ha observado una dependencia de la actividad y de la sensibilidad a malonil-
CoA al pH 195196 Este pH es el 6ptimo para favorecer ambas condiciones.

El procedimiento para el ensayo de actividad de la CPT1 se detalla a
continuacién. La actividad enzimatica se ensaya a 30°C durante un tiempo nunca
superior a 4 min, en un volumen final de 200pL.

Primero se prepara la mezcla de reacciéon en un tubo de 15mL y se
mantiene en hielo. El GSH se disuelve en agua justo antes de usarlo. Cada muestra
se ensaya por duplicado. La mezcla de reaccién lleva los siguientes componentes

por punto:

Mezcla de Reaccion

Tampén CPT1 4X
Palmitoil-CoA 1mM
ATP 80mM
BSA 30%
GSH 25mM
3H carnitina 16mM

H20 destilada c.s.p. 160uL

Tabla 6. Mezcla de reaccién del ensayo CPT1A. La mezcla de reaccidn se prepara al momento.
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En segundo lugar se prepara la mezcla de proteina. Las muestras se
preparan en tubos de 1,5mL diluyendo la proteina en tampén CPT1 4X y
ajustando a 40puL con agua destilada. El blanco contiene sélo agua destilada y

tampén CPT1 4X

Mezcla de Proteina

Proteina (suspension de mitocondrias) 5-15ug
Tampoén CPT1 4X 10uL
H>0 destilada c.s.p. 40uL

Tabla 7. Mezcla de proteina para el ensayo de CPT1A. La mezcla se prepara con mitocondrias

recién obtenidas.

Una vez preparadas la mezcla de reaccién y la mezcla de proteina el ensayo
se inicia afiadiendo 160puL de la mezcla de reacciéon en cada tubo de muestra de
proteina. Las muestras se mezclan en vortex y se ponen en un bafio a 30°C
durante exactamente 4 min. La reaccién se para afiadiendo 200uL de HCl 1,2M.
Las muestras se mezclan de nuevo y en este punto se puede dejar el ensayo a TA o
continuar procediendo con las extracciones con butanol. Para extraer el producto,
palmitoil-3H-carnitina, se afaden 600uL de butanol saturado de agua, se mezcla
en vortex (45 seg) y se centrifuga a 16.000rpm 2 min para separar la fase acuosa
de la fase organica. Se cogen 400uL de la fase organica superior y se afiaden a otra
serie de tubos que contienen 200uL de agua destilada. Las muestras se agitan en
vortex y centrifugan de nuevo, y se cogen 250uL de la fase superior y se ponen en
un vial con 5mL de liquido de centelleo (Ecolite, ICN). El contador utilizado fue un
Liquid Scintillation Analyzer (Packard, TRI-CARB 2100TR) ubicado en el servicio
de radioisotopos de la Facultad de Farmacia de la Universitat de Barcelona.

Para calcular la actividad especifica (A. E.) del enzima se aplicé la siguiente
formula:

cpm x 600

A.E. (nmol x min~! x mg proteina™!) = —RE  XMmsprot x min x 250

Donde cpm son las cuentas por minuto, 600 es la cantidad afiadida de n-butanol,
R.E. la radioactividad especifica de la carnitina (~3000 c.p.m./nmol), mg prot son

miligramos de muestra proteica ensayada, min es el tiempo de incubacién del
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ensayo, expresado en minutos (generalmente 4 min) y 250 el volumen de fase
organica cogido para la lectura.

El tampdn CPT1 4X se prepara de la siguiente forma y se mantiene a 4°C.

Tampon CPT1 4X
Tris-HClpH 7,2  420mM
KCN 8mM
KCI 60mM
MgCl 16mM

Tabla 8. Tampo6n CPT1A 4Xpara ensayo de actividad. El stock se prepara a 4X y se diluye a 1x

en la mezcla de reaccion.

Los valores de actividad se dan como medias + desviacién estandar para al
menos tres ensayos independientes con diferentes preparaciones proteicas.
Stock 3H-carnitina 16mM: Para CPT1A se prepara un stock a 16mM: se disuelven

6,6mg de L-carnitina en 1964,6uL de etanol 95%:5% H:0 destilada (1:1). Afadir

125uL de L-[metil-3H] carnitina hidrocloruro (~80Ci/mmol). Almacenar a -80°C.

Evitar ciclos de congelacién/descongelacion.

10.1 Ensayo de actividad de la CPT1 en presencia de inhibidores

El malonil-CoA es un inhibidor reversible de la actividad CPT1. El stock de
malonil-CoA (Sigma, M-4263) a 10mM se prepara en una soluciéon de acetato
sédico a 1mM pH 5,9 y se guarda a -20°C. Para los ensayos de inhibiciéon por
malonil-CoA, la concentracion se fija a 100uM. Se afiade el inhibidor a la muestra
proteica ajustando el volumen final para 40pL. Se mezclan en vortex las muestras
y se preincuban 1 min y 30 segundos antes de la adicién de la mezcla de reaccién,
ya que se ha observado que esta preincubacién aumenta el nivel de inhibicion 197.
Se agita en vértex el tubo antes de ponerlo en el bafio a 30°C para el ensayo.

Después se procede de la misma manera que la descrita anteriormente.
11. ENSAYO DE OXIDACION DE LOS ACIDOS GRASOS

Para la evaluacién del metabolismo de los AGs se ha empleado oleato
marcado con 14C. La oxidacion de oleato esta controlada por la CPT1. Los ensayos

de oxidacién se realizan sobre células en cultivo y en ambos casos se procede de
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manera andloga. La oxidacién de los AGs se determina cuantificando la
produccion de 14CO; y la de los metabolitos acidos solubles (ASP) que son
principalmente intermediarios del ciclo de Krebs, acetil-CoA y palmitoilcarnitina
198,

Para la oxidacion del oleato se han utilizado el método en flasks de 25cm?2.
Este método ha sido descrito por Roduit et al 199 y utiliza flasks de 25cm? en los
cuales el CO2 se atrapa en un papel mojado con KOH 0,1N. Este método representa
una mejora en términos de difusién o escape de CO2 pero supone un mayor gasto
de células, virus y demas reactivos usados en el experimento. La reaccién se para
inyectando acido perclérico en el flask. Esto tiene dos consecuencias: en primer
lugar detiene la oxidacién al matar las células, y en segundo lugar acidifica el
medio provocando la evaporacién del bicarbonato radiactivo disuelto en el medio
en forma de CO:. El hecho de afiadir 4cido perclérico inhabilita las muestras para
la determinacion de proteina por el método de Bradford. Por este motivo es
necesario preparar un punto extra por condicion en el cual no se llevara a cabo la
oxidacion para realizar la determinacién de proteina. Una vez parada la reaccién,
el sistema aun cerrado, se deja toda la noche para permitir a todo el CO; ser
captado por el papel Whatman.

El procedimiento es el siguiente: tras la obtencién de los hepatocitos de los
ratones previamente tratados con los AAV-GFP y AAV-hCPT1AM como ha sido
descrito en el aparatado 4.2, las células se siembran en flasks de 25cm? y se dejan
en el incubador toda la noche. Antes de empezar el experimento las células se
lavan con 3mL de KRBH 0,1% BSA libre de AGs y luego se incuban 30 min con
2mL de KRBH 1% BSA libre de AGs. Transcurrido este tiempo se lavan de nuevo
con 3mL de KRBH 0,1% BSA. Después, se afiaden 2mL de la mezcla de reaccion
por flask. La mezcla de reaccién se prepara el mismo dia del ensayo y contiene
KRBH con 25mM glucosa en presencia de 8mM carnitina mas 3mM [1-14C] oleato
unido a 1% BSA. Los blancos son flasks sin células. Las cantidades de cada

componente por flask son:
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Mezcla de reaccion
KRBH 1,6mL
[1-14C]oleato 3mM 200puL

25mM glucosa + 8mM carnitina 200uL

Tabla 9. Mezcla de la reaccion para el ensayo de la oxidacién de los acidos grasos. La mezcla

se prepara al momento de realizar el ensayo.

Después de poner la mezcla de reacciéon en cada flask se sellan con un
tapén de goma (tamaifio 14,5, Fisher, 14-126BB) que lleva un tubo de PVC de 3cm
de largo (I.D. 4,7 mm, Fisher, 14-169-7B) que contiene en su interior un trozo de
2x2cm de papel Whatman mojado en KOH 0,1N. Un extremo del tubo de PVC se
envuelve en parafilm sin cubrir el lumen de manera que el tubo quede firmemente
sujeto al tapén de goma. Los flasks se incuban durante 3 h en un incubador sin CO;

a 37°C. El montaje del sistema de oxidacién se detalla en la figura 10.

Flask de 25cm
con hepatocitos

Jeringa con /

Tapa de goma 1,1 4o PVC écidorerclorico

'
fm.' ; /‘r . I

- —
———— e,

Papel Whatman
con KOH 0,1N

Figura 7. Sistema de oxidacién en flasks de 25cm2. La mezcla de oxidacion de oleato se afiade a
cada flask que contienen los hepatocitos adheridos. El sistema se cierra con un tapén de goma que
dispone de un tubo de PVC que lleva en su interior un papel Whatman himedo con KOH. Los flasks

se incuban a 37°C durante 3 h (imagen tesis Josep Maria Orellana Gavalda).

Después de la incubacién a 37°C, la reaccién se para inyectando, con una
jeringa a través del tapén de goma, 200uL de acido perclérico al 40% (p/v). Se
mezcla bien y se deja toda la noche a TA para que el CO2 se capte en el papel
Whatman. Al dia siguiente se cogen los papeles, dejando secar un momento, y se
cuentan en 5mL de liquido de centelleo. Las células utilizadas para cuantificar la

proteina, con la finalidad de normalizar el ensayo, se lavan con PBS 1X y se
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recogen en 500uL de tampdén de lisis para determinar la concentraciéon de
proteina por el método de Bradford.

Los resultados se expresan de la siguiente manera:
nmol oleato x mg-1prot x h-1=(cpm-cpm blanco) x 500/(cpm totales x mg prot x h)

Donde 500 son los nmoles de oleato por flask, las cpm totales son las cuentas
resultantes de contar 200uL del oleato radiactivo que se pone por flask y h es el

tiempo de incubacién en horas.

11.1 Oxidacion de oleato a ASP

La oxidaciéon de oleato a CO: refleja la oxidacién total de la molécula de
acido graso, pero también hay moléculas de acido graso que no han sido
totalmente oxidadas y quedan productos intermediarios acidos, o productos
solubles acidos (ASP). La medicién de estos productos se realiza de siguiente
manera: el acido perclérico afiadido para detener la reaccién precipita el exceso
de oleato radiactivo unido a BSA, dejando los ASP en solucién. Asi se centrifuga
1mL del medio de incubacién a 16.000rpm durante 10 min y se cuentan 800uL
del sobrenadante.
Los resultados se expresan de la siguiente manera:
nmol oleato x mg-Iprot x h'l = (cpm-cpm blanco) x 500 x (2.200/800) / (cpm
totals x mg prot x h).
Donde 500 son los nmoles de oleato por punto en cada caso, las cpm totales son
las cuentas resultantes de contar 200uL del oleato radiactivo que se pone por
punto en cada caso, 2.200/800 es el factor de diluciéon en cada caso y h es el

tiempo de incubacién en horas.

[1-14C] oleato 3mM unido a 1% BSA

Para preparar el oleato radiactivo unido a BSA se procede de la siguiente manera:
1. Disolver 4,567mg de oleato s6dico en 500uL. de NAOH 0,1N y calentarlo a
70-80°C hasta que la solucién sea transparente.
2. Afadir a esta mezcla el [1-14C] oleato (Perkin Elmer, NEC317050UC).
3. Afadir esta solucion (1mL) gota a gota a la solucién de 1% BSA (0,5g de
BSA disuelto en 4,5mL de NaCl 0,9% a 35-40°C en bafio maria) y mantener
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en agitacion durante 5 min. Filtrar con un filtro 0,45uM en campana de

células, hacer alicuotas de 1mL y almacenar a -202C.

12. CONSUMO DE OXiGENO

Los estudios de consumo de oxigeno se realizaron en colaboracién con el
laboratorio del Dr. Antonio Zorzano, del Instituto de Investigaciones en
Biomedicina - Barcelona. Se utiliz6 un oximetro Oxygraph 2K (OROBOROS
INSTRUMENTS, Innsbruck, Austria). La respiracion fue evaluada en mitocondrias
aisladas de higado de raton. Se calcul6 la tasa de oxigeno mediante el software del
equipo (DatLab), expresdndose en pmol de 02/s x mg. Todas las medidas se han
realizado en triplicado.

La suspension de las mitocondrias (0,5mg) se introdujo en la camara del
aparato en un volumen de 2mL de MiRO5 (EGTA 0,5mM; MgCl..6H,0 3mM;
taurine 20mM; KH2P04+ 10mM; HEPES 20mM; BSA 1 g/L, K-lactobionate 60mM;
sacarosa 110mM; pH 7,1) donde se habia afiadido previamente malato (2mM) y
glutamato (10mM), y fueron mantenidas en agitacion a 37°C. Tras cerrar la
cdmara del respirémetro y estabilizarse la sefial recogida por el mismo, se
afiadieron diferentes sustratos e inhibidores en el siguiente orden: ADP (2,5mM),
citocromo C (10uM), succinato (10mM), FCCP (carbonilcianida-p-
trifluorometoxifenilhidrazona - concentraciéon 6ptima para el flujo maximo),
rotenona (5uM) y antimicina A (2,5uM). La oxidacién del glutamato por parte de
las mitocondrias es un indicador de la actividad del Complejo I. El malato facilita
la entrada de estos sustratos al interior de la mitocondria. Tras la adicién de ADP,
comienza la sintesis de ATP por parte de la ATP sintasa. Si las mitocondrias se
encuentran en buen estado, el valor de la respiracién en este punto debe ser
similar al observado al afnadir citocromo c al medio. Con la adicién de rotenona
queda inhibido el Complejo I al bloquearse la transferencia de electrones entre la
flavina y la ubiquinona. El succinato es oxidado por el Complejo II hasta la adiciéon
de antimicina A, que bloquea la transferencia de electrones entre el citocromo b y

el citocromo ¢y, inhibiéndose el Complejo III.
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13. ANALISIS DE NIVELES DE PROTEINA POR WESTERN BLOT

La técnica de inmunodeteccion de proteinas con anticuerpos fue descrita
por Burnette 200, Esta técnica permite detectar una proteina concreta entre una
muestra de proteinas que han sido separadas por electroforesis y posteriormente
transferidas a una membrana sintética mediante la aplicaciéon de un campo
eléctrico. La deteccién se basa en la obtenciéon de un anticuerpo que se una de
manera mas especifica posible a la proteina de interés. La técnica de

inmunodeteccién, conocida como WB, incluye las siguientes etapas:

13.1 Separacion electroforética en gel de poliacrilamida (SDS-PAGE)

Esta técnica permite separar las proteinas segin su masa molecular a
medida que éstas migran a través de una matriz de poliacrilamida.

El la separacidn electroforética de proteinas se utilizaron dos tipos de geles
simultdneamente. El gel superior, o apilador, contiene 5% de acrilamida y un pH
menor que el inferior. Esto permite a las proteinas avanzar mas rapidamente que
en gel inferior, o separador, que contiene 8% de acrilamida, acumulandose asi en
la frontera entre ambos geles y favoreciendo la migraciéon de las proteinas en
bandas finas que incrementan la resolucién de la técnica.

La composiciéon de los geles apilador y separador se muestra en la

siguiente tabla:

Gel separador Gel apilador

H20 destilada 5,9mL 3,0mL
Acrilamida/bisacrilamida 40% 2mL 0,5mL
Tris-HC1 1,87M pH 8,8 2mL -
Tris-HC1 1,25M pH 6,8 - 0,4mL
SDS 10% 100pL 40uL
Persulfato amoénico 10% 66,6uL 27,2uL
TEMED 10uL 8uL

Tabla 10. Gel separador y gel apilador. Volimenes necesarios para la preparaciéon de los geles
del 8% que se utilizardn para la electroforesis. Los volumenes de acrilamida/bisacrilamida y de

agua pueden cambiar en caso de preparar geles con mayor o menor porcentaje de acrilamida.
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En ambos casos se mezclaron primero todos los componentes excepto el
persulfato amoénico y el TEMED (Bio-Rad, 161-0800), que son los agentes
polimerizantes y se afladieron justo antes de preparar el gel. Se utilizé
acrilamida/bisacrilamida 40% (Bio-Rad, 161-0146). El persulfato amoénico se
prepar6 al 10% con Hz0 destilada de manera extemporanea. Para la preparacion
de los geles se utilizaron los sistemas Mini-PROTEAN® Il y CRITERION®, ambos
de Bio-Rad.

Se prepara el gel separador y se afiade la mezcla entre los cristales del
aparato de eletroforesis previamente lavados con etanol. Para ayudar a la
formacién de un frente homogéneo puede anadirse una pequefia cantidad de
isopropanol. Cuando el gel separador se ha polimerizado, se quita el isopropanol y
se afiade el gel apilador y el peine adecuado.

Preparacion de la muestra proteica:

Las muestras proteicas se prepararon para la electroforesis anadiéndoles
tampoén de carga para proteina 4X, hasta una concentraciéon de 1X. Este tampdén
contiene SDS y B-mercaptoetanol. El primero es un detergente ani6énico que
desnaturaliza las proteinas, enmascarando su carga y consiguiendo que migren de
manera proporcional a su masa molecular. El -mercaptoetanol actia como
agente reductor de los puentes disulfuro, permitiendo que las proteinas que
forman dimeros monomericen. La mezcla de proteinas y tampoén de carga se
calenté a 95°C durante 5 min. Después se centrifugan brevemente y se ponen en
hielo hasta ser cargadas en el gel. Tras este paso las muestras estan listas para

someterse a una electroforesis aunque también pueden almacenarse a -20°C.

Tampon de carga para proteinas 4X

Tris-HCI 1,25M pH 6,8 5mL
SDS 2g
-mercaptoetanol 5mL
Glicerol 87% 11,6mL
Azul de bromofenol 10mg
Agua c.s.p 50mL

Tabla 11. Tampodn de carga para proteinas 4x. Este tampdn se almacena en alicuotas de 1mL a -
20°C.
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13.2 Electroforesis:

Para iniciar la electroforesis el gel se monté en la cAmara correspondiente,
que se llen6 con tampén de electroforesis 1X hasta cubrir los pocillos del gel. Se
quita el peine y se cargan las muestras y el marcador (ECL Rainbow Marker, GE
Healthcare, RPN80OE) de electroforesis en el gel y a continuacién se aplicé una
corriente eléctrica de 25 miliamperios (mA) durante el tiempo necesario para la
separacion de las proteinas. El marcador de peso molecular, al estar pre-tefiido,
permite visualizar la correcta separacién de las proteinas y ayuda a la
identificacién de las bandas por el peso molecular. La electroforesis se para

cuando el azul de bromofenol del tampén de carga esta a punto de salirse del gel.

Tampon de electroforesis 10x

Tris-HCI pH 8,8 25mM
Glicina 192mM
SDS 0,1%

Tabla 12. Tampodn de electroforesis 10x. Este tampén se prepara 10 veces concentrado y se

guarda a TA. En el momento de utilizarlo se lleva a concentracién 1X.

13.3 Transferencia

Una vez terminada la electroforesis, las proteinas del gel separador fueron
transferidas a una membrana de PVDF (HyBond-P, GE Healthcare, RPN303F),
previamente activada en metanol y equilibrada en tampon de transferencia 1X. Se
siguié el protocolo de los aparatos Mini Trans-Blot® Electrophoretic Transfer Cell
(Bio-Rad, 162-0174) o Criterion® Blotter With Wire Electrodes (Bio-Rad, 170-
4071), en funcién del sistema utilizado para la electroforesis.

Primero se separa el gel apilador del gel separador y éste ultimo se utiliza
para la transferencia. En el montaje de la transferencia se siguié 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 tampén de transferencia 1X. Para evitar un
sobrecalentamiento del sistema durante el proceso de electrotransferencia, se
colocé en la cubeta un cassette con H20 destilada congelada. Durante el montaje

se evitd la formacién de burbujas.
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La transferencia se realiz6 a 4°C durante 1 h a 250mA. Una vez terminada,
la membrana de lavé con PBS-T (descrito a continuaciéon) durante 5 min en

agitacion.

Tampon de transferencia 10X

Tris pH 8,5 20mM
Glicina 150mM
Metanol 20%

Tabla 13. Tampoén de transferencia 10X. Se prepara 10 veces concentrado y sin metanol. En el

momento de usar de diluye hasta 1X y se afiade el metanol.

PBS-T: Tween 0,1% en PBS 1X. Diluimos 1mL de Tween 20 en 1L de PBS 1X. Se
guarda a TA.

13.4 Bloqueo de la membrana

Los sitios de unién inespecifica en la membrana fueron bloqueados por
inmersién de la misma en una solucién con un 5% de leche desnatada o BSA en
PBS-T. La membrana se dejo sumergida en la soluciéon de bloqueo durante 1 h en
un agitador orbital a TA. En algunos casos la membrana se dejé bloqueando toda
la noche a 4°C.

Tras el bloqueo la membrana se lavé secuencialmente con PBS-T de la
siguiente manera: un primero lavado de 15 min y dos lavados de 5 min en el

agitador orbital.

13.5 Uniodn al anticuerpo primario

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

La membrana se incub6 en agitacién toda la noche a 4°C, 0 2 h a TA, con la
solucién de bloqueo con el anticuerpo primario a una dilucién de 1:6.000. Tras la
incubacién con el anticuerpo primario la membrana se lavé de la misma manera

que tras el bloqueo.
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13.6 Uniodn al anticuerpo secundario

La membrana se incubé a TA con el anticuerpo secundario anti- conejo

(Goat anti-rabbit, IgG-HRP, GE Healthcare, RPN4301) en una dilucién 1:10.000 en

agitacion durante 1 h en una solucién de bloqueo. Transcurrido el tiempo de

incubacién se realizaron los lavados de la misma manera que en casos anteriores.

Este anticuerpo reconoce al anticuerpo primario, obtenido de conejo, y se une a él.

Cuando a la membrana unida al anticuerpo secundario se le afiade el sustrato ECL,

el enzima peroxidasa actda sobre él produciendo luz, que puede ser captada por el

lector ImageQuant LAS 4000 mini (GE Healthcare, 28-9558-13).

Los anticuerpos primarios, asi como los secundarios, y su diluciéon estan

descritos a continuacion en las tablas 14 y 15, respectivamente:

Anticuerpo Anticuerpo L Liquido Casa comercial/
primario secundario Dilucion diluciéon Codigo
CPT1A Anti-conejo 1:6.000 5% leche PBS-T Produccioén lab
LC3B Anti-conejo 1:1000 5% BSA PBS-T Cell signaling /2775
SQSTM/p62 Anti-conejo 1:1000 5% BSA PBS-T Cell signaling/5114S
PLIN2 Anti-pollo 1:200 5% leche PBS-T Abcam/Ab37516
PLINS Anti-cobaia 1:2000 5% leche PBS-T Abcam/Ab192749
ATGL Anti-conejo 1:1000 5% leche PBS-T Cell signaling/2138S
LDLr Anti-conejo 1:1500 5% leche PBS-T Abcam/Ab52818
LRP1 Anti-conejo 1:7000 5% leche PBS-T Abcam/Ab92544
VLDLr Anti-raton 1:1500 5% leche PBS-T Santa Cruz/sc-18824
TIM44 Anti-raton 1:5000 5% leche PBS-T  BD Bioscience/612582
pAkt (Ser473) Anti-raton 1:1000 5% BSA PBS-T Cell signaling/4051S
Akt Anti-conejo 1:1000 5% leche PBS-T Cell signaling/9272S
FAS Anti-conejo 1:1000 5% leche PBS-T Santa Cruz/sc-20140
UCP2 Anti-cabra 1:1000 5% BSA PBS-T Cell signaling/89326
pHSL (Ser660) Anti-conejo 1:1000 5% BSA PBS-T Cell signaling/8334
HSL Anti-conejo 1:1000 5% BSA PBS-T Cell signaling/8334
HMGS2 Anti-conejo 1:6000 5% leche PBS-T Produccioén lab

Tabla 14. Anticuerpos primarios utilizados en WB. Datos de los anticuerpos primarios

utilizados en los WB.
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Anticuerpo Casa comercial/
Dilucion Liquido dilucién

secundario Cédigo
Anti-conejo 1:10.000 5% leche PBST GE Gealthcare/NA934V
Anti-raton 1:10.000 5% leche PBST GE Gealthcare/NA931V
Anti-pollo 1:10.000 5% leche PBST Abcam/ab97135
Anti-cobaya 1:10.000 5% leche PBST Abcam/ab97155
Anti-cabra 1:10.000 5% leche PBST Santa Cruz/sc-2020

Anti-B-Actina 1:50.000 PBST Sigma Aldrich/A3854

Tabla 15. Anticuerpos secundarios utilizados para el WB. Datos de los anticuerpos

secundarios utilizados en los WB.

13.7 Deteccion

La membrana se incub6 durante 5 min con una mezcla 1:1 de los sustratos
A y B del kit Amersham™ ECL Select Western Blotting Detection Reagent (GE
Healthcare, RPN2235). Transcurrido este tiempo se eliminé el exceso de sustrato
ECL y la membrana se puso en contacto con ImageQuant. El tiempo de exposicion
dependié del anticuerpo utilizado y la sefial obtenida, pero al tratarse de un
sustrato ECL muy potente nunca fue mayor que 3 min, con intervalos de 10

segundos a cada exposicion.

14. METODOS DE TRABAJO CON RNA

14.1 Extraccion de RNA de tejidos
Para la obtencién de RNA de tejidos de ratdn se utilizaron kits comerciales.

En todos los casos se siguieron las instrucciones provistas por el fabricante.
Para la obtencién de RNA de higado se utiliz6 el kit Illustra MiniRNA Spin (GE
Healthcare, 25-0500-71) y para la obtencién de RNA de tejidos adiposos (tejido
adiposo epididimal, tejido adiposo inguinal y tejido adiposo marrén) el kit
RNeasy® Lipid Tissue Mini (QIAGEN, 74804).

Para la obtencién de RNA a partir de tejido, el tejido congelado fue
pulverizado en nitrégeno liquido (30-70mg) y fueron homogenizados con el

tampoén de lisis suministrado por el kit utilizando el sistema Polytron. Una vez
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homogenizado el tejido, se siguieron las instrucciones provistas por la casa
comercial.

La utilizaciéon de estos Kkits para la extraccibon de RNA asegura una
eliminacién eficiente del DNA contaminante en la muestra. Sin embargo, para
evitar amplificaciones de DNA contaminante en experimentos posteriores, se
realizé un tratamiento con DNAsa I libre de RNAsas (suministradas por cada Kit)
al RNA que queda adherido a la columna de silice durante la extraccion. 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 I se hizo siguiendo las instrucciones facilitadas por el

proveedor.

14.2 Valoracion de la concentracién del RNA

El RNA se cuantificd espectrofotométricamente utilizando un NanoDrop®
(ND-1000). Este aparato permite la cuantificacién del RNA utilizando inicamente
1uL de muestra. La absorbancia a 260nm permite calcular la concentracién de
RNA de la muestra. Una DO de 1 corresponde a aproximadamente 40 mg/mL de
RNA. La relacién entre las lecturas a 260 y 280 nm (D0O260/DO2g0) nos sirvié para
estimar la pureza del RNA en nuestra muestra, considerando 6ptimo un valor

260/280 de aproximadamente 2.

14.3 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 obtencién 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. El cDNA fue obtenido utilizando en kit
Transcriptor First Strand cDNA Synthesis (Roche, 04379012001) a partir de 400ng
de RNA. Todos los reactivos necesarios para la sintesis de cDNA se suministran
junto a la transcriptasa inversa (transcriptor®) en el mismo kit y se siguieron las

instrucciones facilitadas por el fabricante.
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14.4 PCR cuantitativa en tiempo real (qRT-PCR)

La qRT-PCR es una variante de la PCR que permite amplificar y

simultdneamente cuantificar el producto de la amplificacién. Esta técnica fue

descrita por Higuchi y colaboradores 201 que inicialmente la denominaron Kinetic

PCR. La reaccion de qRT-PCR es basicamente igual a una PCR convencional, sin

embargo a la mezcla de reacciéon se le anade un fluoréforo y se utiliza un

termociclador especial, capaz de excitar dicho fluoréforo y detectar la

fluorescencia emitida por él. Esto permite medir la tasa de generaciéon del

producto de DNA después de cada ciclo de amplificaciéon, motivo por el que recibe

el nombre de PCR en tiempo real.

GEN FOR REV
ABCA1 GCAGATCAAGCATCCCAACT CCAGAGAATGTTTCATTGT
ACC1 TGGATCCGCTTACAGAGAGACT GCCGGAGCATCTCATTCG
ACC2: CCAGTCTTCCGTGCCTTTGTAC CTCATCCCTCGCTCTGAACG
ATGL TGACCATCTGCCTTCCAGA TGTGGTGGCGCAAGACA
ATG7 CCGGTGGCTTCCTACTGTTA AAGGCAGCGTTGATGACC
B-actina: ATGCTCCCCGGGCTGTAT CATGGAGTCCTTCTGACCCAT
DGAT?2: GCACAGAGGCCACAGAAGTG CCCTCAACACAGGCATCG
G6Pase: AGGAAGGATGGAGGAAGGAA TGGAACCAGATGGGAAAGAG
GLUT2 CTATGACGTCAATGGCACAGA AGAGCAGTGCAGACACTGCA
HSL GCGCTGGAGGAGTGTTTTT CGCTCTCCAGTTGAACCAAG
LC3B CCAGGTTGCCTGCAGAGG AACACCAGACCTGCTTGGG
MGL TGAGAAAGGCTTTAAGAACTGGG GACCACCTGTGTGATGTGGG
MTP: GTGGAGGAATCCTGATGGTGA TGATCTTGGTGTACTTTTGCCC
PDK4: TTTCTCGTCTCTACGCCAAG GATACACCAGTCATCAGCTTCG
PEPCK: GTCAACACCGACCTCCCTTA CCCTGCCTGTTCTCTGTGC
p62 GAAGCTGCCCTATACCCACA TGGGAGAGGGACTCAATCAG
PLIN2 GAGTCCCACTGTGTTGAGCA CCAGGACAGTCTGGCATGT
PLINS TGTGTGTGTGTGACTACCTGTGC GGCAAGATCATTCACTGTGG
SCD1: TTCTTGCGATACACTCTGGTGC CGGGATTGAATGTTCTTGTCGT

Tabla 16. Secuencias de los cebadores. Se muestran las secuencias “forward” y “reverse” en

direccion 5'- 3' de los cebadores utilizados para la PCR a tiempo real. h~=human
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Se utilizé el kit SYBR Green PCR Master Mix Reagent (Life Technologies,
4360706) y el instrumento LightCycler® 480 (ROCHE) utilizando 2,5 ng/uL de

cDNA por muestra.

14.5 Analisis de los datos
La cuantificacién de la expresiéon 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 obtencién de una curva
de calibrado con diferentes concentraciones de DNA conocidas. Durante esta
Tesis se ha realizado uUnicamente el segundo tipo de andlisis, cuantificaciéon
relativa, que se basa en la comparacién entre el nivel de expresién 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 realizacién de los andlisis de cuantificacién relativa se utiliz6 el

software E-Method, incluido en el termociclador LightCycler ® 480 (Roche).

15.ANALISIS HISTOLOGICOS

El objetivo del estudio histolégico fue analizar la morfologia y anatomia
microscopica del higado. Para ello se realizaron tinciones con hematoxilina-
eosina. Esta tincion se basa en la utilizacién del colorante hematoxilina, que al ser
basico tifie estructuras acidas (nudcleo) en tonos azules, y el colorante eosina, que
tine componentes basicos del tejido (citoplasma y glébulos rojos) en color rosa.
Esta es una de las técnicas mas utilizadas en histologia y permite visualizar
diferencias morfolégicas y anatémicas en la mayoria de tejidos.

El procesamiento del tejido y la tinciéon de los cortes con hematoxilina-
eosina (H-E) se realizaron en el Servicio de Anatomia Patolégica (SAP) del
Hospital Clinic 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).
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El primer paso consistié en la diseccién de pequefios fragmentos de tejido
que fueron sumergidos en una solucién de formalina 10% (Sigma, HT5014)
durante 24 horas. Estos fragmentos fueron procesados por el personal del SAP
utilizando un procedimiento que incluy6 los pasos de deshidrataciéon de las

muestras y las tinciones.
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16. METODOS BIOINFORMATICOS

Durante la realizacion de esta Tesis Doctoral se utilizaron diferentes bases
de datos y herramientas bioinformaticas disponibles online. A continuacién se
detallan las mas utilizadas:

Universal ProbeLibrary: Programa de Roche que permite disefar ensayos de
gPCR en tiempo real en cuestion de segundos y analizar mas de cinco millones de
transcripciones de  practicamente cualquier organismo secuenciado.
www.lifescience.roche.com/shop/en/us/overviews/brand/universal-probe-
library

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.nlm.nih.gov.
ENSEMBL: Base de datos utilizada para la obtenciéon 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 nucle6tidos o proteinas con secuencias
presentes en la base de datos y calcula las equivalencias estadisticamente

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

17. METODOS ESTADISTICOS

Los datos se expresan como la media + SEM. La comparaciéon de los
resultados se realiz6 utilizando el test estadistico de la ¢t-Student y ANOVA. Para
todos los andlisis estadisticos y representacion de las graficas se utilizaron los

programas Excel de Microsoft y GraphPad Prism 6.
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Capitulo 4. RESULTADOS






En estudios previos, nuestro grupo habia clonado el cDNA de la CPT1A
humana y el de la forma mutante, hCPT1AM, en el pldsmido PYES para poder
expresar ambas proteinas en levaduras y poder analizar asi su sensibilidad al
malonil-CoA. Con dichos estudios se observéo que la forma hCPT1AM era
insensible al malonil-CoA 202, El cDNA de la hCPT1AM fue el utilizado para la
obtencion de los AAV-hCPT1AM utilizados en este trabajo.

1. EFECTO DE LA SOBREEXPRESION DE hCPT1AM EN HiGADO DE RATONES
ALIMENTADOS CON DIETA NORMAL

En experimentos previos de nuestro grupo 165 vimos que la sobreexpresion
de AAV-CPT1AM de rata era capaz de evitar que los animales tratados con dieta
grasa se volviesen obesos y resistentes a insulina. En este trabajo hicimos una
primera prueba utilizando la misma dosis del AAV en dieta control para
comprobar la capacidad infectiva de estos nuevos virus con la forma humana
antes de utilizarlo en animales obesos que conllevarian un tiempo y coste mas
elevado. Para ello se inyectaron por la vena de la cola (como descrito en el
apartado 3.2 de materiales y métodos) los AAV-GFP y los AAV-hCPT1AM con una
carga virica de 7,5x1012gc/kg a ratones de 8 semanas de edad de unos 20g de
peso aproximadamente y alimentados con dieta control (figura 1). Después de 5
semanas de la administracién de los virus se analizaron los niveles de proteina y
actividad de la CPT1A en el higado de los animales tratados después de un ayuno
durante toda la noche (16 h)

Inyeccion

AAV Sacrificio
Edad ] |
(semanas) | |
8 13
| >
NCD

Figura 1. Diagrama del disefio experimental realizado con ratones C57BL/6. Se indica la
edad de la administracién de AAV-GFP y AAV-hCPT1AM vy del sacrificio de los animales. NCD:
Normal Chow Diet.
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1.1 Analisis de los niveles de la proteina CPT1A

Tras 5 semanas de inyeccién de los AAVs se analiz6 los niveles de proteina
de CPT1A sobreexpresadas en fracciones enriquecidas con mitocondrias de
higado mediante WB (figura 2A). Para la deteccién y posterior cuantificacién se
emplearon anticuerpos contra la CPT1A de rata que reconocen la isoforma
humana previamente obtenidos en nuestro laboratorio.

Como se observa en la figura 2B los niveles de proteina CPT1A aumentan

2,35 veces respecto a los niveles de los animales tratados con el virus AAV-GFP.

A B
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I
<
GFP hCPT1AM S
2,
<
CPT1A S e W W wes  38kDa s
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' 2 4 I
(5]
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o
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GFP hCPT 1AM

Figura 2. Analisis de los niveles de proteina de CPT1A por WB. A) WB representativo de
fracciones enriquecidas con mitocondrias (20ug) de higado de ratones infectados con el virus
AAV-GFP y AAV-hCPT1AM. B) Cuantificacién (U.A) del WB. n=6. **P<0,01. Se normaliza tomando

el valor de 1 en los animales infectados con los virus AAV-GFP.

Se examino el peso de los animales 5 semanas después de infectados con
los virus AAV-GFP y AAV-hCPT1AM. Como se observa en la figura 3 no se
observaron cambios significativos en el peso de los animales después de la

administracion del virus.

301

Peso (g)
N
o
L

N
o
1

Semana 8 Semana 13

Figura 3. Andlisis del peso de los ratones. Los ratones fueron pesados antes de la inyeccion de

los AAVsy en el dia del sacrifico.
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1.2 Analisis de los niveles de la actividad de CPT1

Una vez comprobado el incremento de mRNA y proteina, se verificé si ello
conducia a un incremento de la actividad de CPT1. Para esto, mediante el método
radiométrico descrito en el apartado 10 de materiales y métodos, se
determinaron la actividad CPT1 de extractos enriquecidos de mitocondrias
obtenidos del higado de los animales tratados con los AAVs.

Tal como muestra la figura 4 la actividad CPT1 aumenté 1,4 veces en los
ratones tratados con los virus AAV-hCPT1AM respecto a los ratones tratados con

el virus AAV-GFP.

Actividad CPT1
(nmol/mg prot.min)
N
L

GFP hCPT1AM

Figura 4. Andlisis de los niveles de la actividad de CPT1. Actividad CPT1 (nmol/mg prot.min)
en fracciones mitocondriales (20ug) de higado de ratones infectados con los virus AAV-GFP y AAV-

hCPT1AM. n=6. *P<0,05.

2. EFECTO DE LA SOBREEXPRESION DE hCPT1AM EN HiGADO DE RATONES
ALIMENTADOS CON DIETA GRASA Y DIETA CONTROL

Se ha descrito que animales alimentados con un dieta rica en grasa durante
un tiempo aproximado de 12 semanas presentan desordenes metabodlicos y
acaban desenvolviendo hiperglucemia, hiperinsulinemia y obesidad. Después de
comprobar la efectividad de los virus nos propusimos mirar si una
sobreexpresién en higado de la forma humana insensible al malonil-CoA de
CPT1A (hCPT1AM) en animales tratados con dieta grasa seria capaz de revertir
este fenotipo, para ello se realizé el siguiente experimento.

Se parti6 de 2 grupos de 20 ratones, un grupo de 20 ratones se
alimentaron con una dieta control NCD (Normal Chow Diet) (International
Products Supplies Limited, TestDiet D8Y2, 10% kcal de grasa, 18,3% proteina y

71,4% carbohidratos) y el otro grupo de 20 ratones se alimentaron con una dieta
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grasa HFD (High Fat Diet) (TestDiet D8Y1, 60% kcal de grasa, 18,3% proteina y
20,1% carbohidratos). Dentro de cada grupo se separaron los animales en grupos
de 10 ratones, que fueron tratados con el virus AAV-GFP como grupo control y el
otro grupo de 10 ratones, que fueron tratados con el virus AAV9-hCPT1AM. Las
dietas se administraron a partir de la semana 8 de edad y los virus se inyectaron a
la semana 16 de edad (figura 5). Los virus se inyectaron en una dosis
correspondiente a 7,5x10%2gc/kg. Durante todo el experimento se siguieron
administrando a cada grupo su dieta correspondiente, y se sacrificaron los
animales 9 semanas después de la administracion virica, que corresponde a la
semana 25 de edad y se obtuvieron los extractos mitocondriales del higado, el
suero y varios tejidos para su posterior andlisis.

Inyeccion

AAV Sacrificio
Edad ] ] |
(semanas) | | |
8 16 25
|
I NCD o HFD >

Figura 5. Diagrama del disefio experimental con ratones C57BL/6 obesos. Se especifica la
edad de comienzo y administracion de la dieta correspondiente (NCD: Normal Chow Diet. HFD:
High Fat Diet), la edad de inyeccion de los virus AAV-GFP y AAV-hCPT1AM por la vena de la cola 'y

la edad de sacrificio de los animales.

2.1 Desarrollo del fenotipo obeso

Antes de administrar los AAVs correspondientes a cada grupo de animales
comprobamos que la dieta DIO habia desarrollado un fenotipo obeso y diabético.
Para ello, se midi6 el peso y la glucosa antes de poner los animales a dieta y
después de 7 semanas de dieta se midi6 la glucosa y la insulina. El peso se midi6
cada semana.

En la figura 6A y B se muestra las medidas de peso y glucosa realizadas a
las 8 y 15 semanas de edad cuando los animales tenian 0 y 7 semanas de dieta. Se
observa un aumento, en los animales alimentados con dieta grasa, de 20,62% y
16,26% veces en el peso y glucosa, respectivamente, comparado con los animales
que ingerian dieta control. En la figura 6C se ve un aumento de 2,34 veces en los
niveles de insulina de los animales tratados con dieta grasa respecto a los de dieta

control. La insulina ha sido medida en suero tal y como se ha descrito en el
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apartado 6.1 de materiales y métodos cuando los animales tenian 15 semanas de

edad y 7 de dieta.
A B
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Figura 6. Analisis del peso y de los niveles de glucosa e insulina. A) Peso de los animales a las
8,12, 14 y 15 semanas de edad. B) Niveles de glucosa en suero (mg/dL) a las 8 y 15 semanas de
edad. C) Niveles de insulina en suero (ng/mL) a las 15 semanas de edad y 7 semanas de dieta.

n=20. *P<0,05. $P<0,01. #P<0,001. NCD: Normal Chow Diet. HFD: High Fat Diet.

Tras confirmar el fenotipo obeso, con 8 semanas de dieta se dividieron los
animales en 4 grupos, los cuales fueron inyectados con los virus
correspondientes, y se monitorizé el peso de los animales cada semana:

1) Grupo dieta control: NCD-GFP

2) Grupo dieta control: NCD-hCPT1AM
3) Grupo dieta grasa: HFD-GFP

4) Grupo dieta grasa: HFD-hCPT1AM

2.2 Test de tolerancia a glucosa (GTT)
Tras 5 semanas de la infeccion virica se realizé un test de tolerancia a
glucosa (GTT) para comprobar la respuesta de los animales tratados frente a un

aumento de glucosa en sangre mediante la administracion de una solucién de
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glucosa 1,5g/kg intraperitoneal (i.p.) en ayunas. En el GTT (figura 7A) se observa

que, entre los animales que ingerian dieta control no existen diferencias

significativas.
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Figura 7. Test de tolerancia a la glucosa (GTT). A) En animales en ayuno durante 16 h se
administré 1,5g/kg de glucosa i.p. y se analizaron los niveles de glucosa en sangre a los 15, 30, 60,
90 y 120 min. B) Niveles de glucosa a tiempo cero. n=6-10. *P<0,05. ***P<0,001. NCD: Normal
Chow Diet y HFD: High Fat Diet.

Cuando se analizan los datos del GTT en los animales alimentados con
dieta grasa contrariamente a lo esperado, se observa que los animales del grupo
HFD-hCPT1AM muestran unos niveles de glucosa en sangre significativamente
mas elevados a los 60 y 90 min después de la inyeccién de glucosa i.p., comparado
con los animales HFD-GFP. En la figura 7B se observa también que los niveles de
glucosa a tiempo cero presentan un incremento significativo de 1,3 veces en los
animales HFD-hCPT1AM respecto a los animales HFD-GFP. Este resultado sugiere
que la sobreexpresion de hCPT1AM en los animales con dieta grasa produce,
contrariamente al efecto deseado un aumento de glucosa.

A la vez se evaluaron los niveles séricos de insulina y se observo, tal como
muestra la figura 8, que los animales HFD-hCPT1AM presentaban un aumento
significativo de 1,86 veces en los niveles de insulina comparados con los animales
HFD-GFP. En este caso también el resultado fue totalmente inesperado.

Sugiriendo que la sobreexpresién de CPT1A no producia ningin beneficio.
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Figura 8. Analisis de los niveles de insulina en suero. Niveles de insulina en suero de animales
ayunados 16 h tras 5 semanas de inyeccién de los AAV. n=6-10. ***P<0,001. NCD: Normal Chow
Diet y HFD: High Fat Diet.

2.3 Medicion del consumo de oxigeno mediante calorimetria indirecta

Cuando los animales llevaban 7 semanas tras la inyeccién de los AAVs se
realizé un ensayo en cajas metabolicas para verificar el consumo de oxigeno de
estos animales. Las pruebas fueron realizadas solamente a animales tratados con
dieta control (NCD-GFP y NCD-hCPT1AM), porque los animales tratados con dieta
grasa habian perdido mucho peso durante el experimento en las cajas metabdlicas
debido a que no pudieron tener acceso libre a la comida por problemas de
tamario.

Como observamos en la figura 9A y B los animales consumen la misma
cantidad de oxigeno. Los demdas datos analizados como el gasto energético,
relaciéon de CO: producido/0O; consumido y tasa de actividad no mostraron

cambios significativos.
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Figura 9: Consumo de oxigeno y gasto energético. A y B) consumo de oxigeno por los ratones
alimentados con dieta control y tratados con virus GFP y hCPT1AM. C) Gasto de energia. D)
Relacién entre la cantidad de CO; producido y Oz consumido (RER). E) Recuentos de actividad de

los animales. n=6.

Se analizé también la tasa de oxidacion de la glucosa durante la fase diurna
y la fase nocturna (figura 10A y B) y no se observaron diferencias entre los
grupos. Tampoco se observaron cambios en la oxidacion de lipidos (figura 10Cy
D). Solo se observé un aumento de 1,34 veces en la suma de la oxidacién de
lipidos durante la fase diurna en los animales tratados con hCPT1AM (figura 10E).
La suma de oxidacién diurna de glucosa no se vio alterada.

Estos datos sugieren que hay una tendencia a oxidar menos glucosa y mas
lipidos en la fase diurna en los que sobreexpresan hCPT1AM, pero este suave

aumento no afecta al consumo de oxigeno, ni al gasto energético.
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Figura 10: Oxidacién de glucosa y lipidos. A y B) Oxidaciéon de glucosa en los ratones
alimentados con dieta control y tratados con virus GFP y hCPT1AM. C y D) Oxidacién de lipidos en
los ratones alimentados con dieta control y tratados con virus GFP y hCPT1AM. E) Suma de la

oxidacion de la glucosa diurna. F) Suma de la oxidacién de lipidos diurna. n=6. *P<0,05.

2.4 Efecto de la sobreexpresion de hCPT1AM en el peso y la glucosa

Se examind la evolucion del peso de los ratones infectados con los virus
AAV- GFP y AAV-hCPT1AM hasta las 23 semanas de edad, lo que corresponde a 7
semanas después de la administraciéon de los virus. Tal y como se observa en la
figura 11 no se observaron cambios ni en los grupos tratados con dieta grasa ni en
los grupos con dieta control. El analisis de glucosa se llevé a cabo tras 6 h de
ayuno justo antes del sacrificio de los animales tras 9 semanas de la
administracion de los virus. Los animales alimentados con dieta control y tratados
con los AAV-hCPT1AM presentan un incremento de 1,23 veces en los niveles de
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glucosa respecto a los animales NCD-GFP. Sin embargo no se observaron

diferencias significativas entre los dos grupos GFP y hCPT1AM alimentados con

dieta grasa.
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Figura 11. Analisis del incremento de peso y glucosa en los ratones que sobreexpresan la
hCPT1AM y GFP. A) Los ratones han sido pesados una vez por semana después de la inyeccion de

los virus. B) Niveles de glucosa en suero con 6 hs de ayuno. n=6-8. *P<0,05. NCD: Normal Chow

Diet y HFD: High Fat Diet.

2.5 Analisis de los niveles de proteina y actividad de CPT1

Tras el sacrificio se analizé los niveles de proteina y la actividad CPT1 del
higado. Se analizaron por WB (figura 12A) y se cuantificaron (figura 12B) los
niveles de sobreexpresiéon de proteina CPT1A en los ratones tratados con el virus
AAV-hCPT1AM tanto en los grupos alimentados con dieta control como los grupos
alimentados con dieta grasa. Los resultados obtenidos muestran que tanto en los
animales con dieta control como en los animales con dieta grasa los niveles de

proteina aumentan respecto a los de sus controles GFP en 2,18 y 6,22 veces

respectivamente.
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Figura 12. Analisis de los niveles de proteina y actividad CPT1. A) WB representativo de las
fracciones enriquecidas con mitocondrias (8ug) de higado de ratones infectados con el virus AAV-
GFP y AAV-hCPT1AM y alimentados con dieta control y dieta grasa. B) Cuantificacién (U.A.) del
WB. C) Actividad CPT1 expresada en actividad especifica en las fracciones enriquecidas con
mitocondrias de higado (20ug) tratadas con una concentracién de 100uM de malonil-CoA. El
ensayo se realizé por duplicado. n=6-8. *P<0,05. ***P<0,001. NCD: Normal Chow Diet y HFD: High
Fat Diet. Se normaliza tomando el valor de 1 en los animales infectados con los virus AAV-GFP y

alimentados con la dieta control.

A continuacién se analizaron los niveles de actividad CPT1 en fracciones
enriquecidas de mitocondrias obtenidas de higado de los ratones tratados. En
estudios previos de nuestro grupo se habia demostrado que la actividad de la
isoforma CPT1AM no se inhibe por malonil-CoA en diferentes tipos celulares 169,
Para evaluar si los ratones infectados con los virus que contenian la isoforma
mutada de hCPT1A (hCPT1AM) era también insensible al malonil-CoA, se analiz6
la capacidad de inhibicién del malonil-CoA sobre la actividad CPT1.

Tal como se observa en la figura 12C la actividad CPT1 de los grupos
alimentados con dieta control aumenta 1,4 veces entre los extractos
mitocondriales incubados con malonil-CoA que provienen de los animales NCD-
hCPT1AM vy los que provienen de los animales NCD-GFP. También se observa un

incremento de 1,17 veces en la actividad CPT1 en los animales con dieta grasa
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tratados con AAV-hCPT1AM y sus respectivos controles GFP. Como era de esperar
no se observan cambios de actividad CPT1 en presencia o ausencia de malonil-
CoA en los extractos mitocondriales de los animales que sobreexpresan hCPT1AM
ya sean alimentados con dieta grasa como con dieta control, indicando que la
isoforma hCPT1AM es insensible a los niveles de malonil-CoA celular y por tanto

permanentemente activa.

2.6 Analisis de los niveles de oxidacion de los acidos grasos

Se analizé los niveles de oxidacién de los AGs en cultivos primarios de
hepatocitos obtenidos de los ratones tratados con AAV-GFP y AAV-hCPT1AM con
dieta control y con dieta grasa. El oleato fue el sustrato utilizado para analizar la
oxidacion a CO; y la formaciéon de compuestos acidos solubles (ASP) tal como se
ha descrito en el apartado 11 de materiales y métodos.

Los hepatocitos de los animales alimentados con dieta grasa y tratados con
los virus AAV-GFP muestran un incremento significativo de 1,89 veces en los
niveles de CO; respecto a los hepatocitos de los animales tratados con los virus
AAV-GFP y alimentados con dieta control (figura 13A). Los hepatocitos de los
animales tratados con los virus AAV-hCPT1AM y alimentados con dieta grasa
muestran un aumento de 1,93 veces en los niveles de CO2 respecto a los
hepatocitos de los animales tratados con el virus AAV-GFP y alimentados con
dieta grasa (figura 13A). No pudimos obtener datos de los hepatocitos del grupo
NCD-hCPT1AM debido a su deterioro posterior a su obtencién. A continuacién se
analizé la formacion de ASPs. En los hepatocitos de los animales alimentados con
dieta grasa y tratados con los virus AAV-hCPT1AM se detecté un aumento de 1,71
veces respecto a los hepatocitos de los animales que expresan la GFP (figura 13B).
La formacién de ASPs en los animales tratados con AAV-GFP y alimentados con
dieta grasa se encuentra incrementada 2,3 veces respecto a los hepatocitos

alimentados con dieta control (figura 13B).
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Figura 13. Andlisis de los niveles de oxidaciéon del oleato en cultivos primarios de
hepatocitos que sobreexpresan hCPT1AM y GFP. A) Ensayo de oxidacién de oleato a CO». B)
Ensayo de oxidacién de oleato a ASP. n=3. El ensayo se ha realizado por triplicado. *P<0,05.

**P<0,001. NCD: Normal Chow Diet y HFD: High Fat Diet.

En conjunto los resultados mostraron un aumento importante en los
niveles de proteina hCPT1AM acompafiados de un aumento de FAO en el higado
de los ratones control y obesos. Pero, contrariamente a lo esperado, también se
observd un aumento de los niveles de glucosa en sangre y de insulina
especialmente en los animales con dieta grasa. Ello nos llevé a pensar que quizas

la dosis utilizada no fuera la apropiada para la reversion de la obesidad.

3. ANALISIS DE DOSIS DE AAVS

Se partié de 30 animales que fueron tratados con una dieta control y una
dieta grasa hasta presentar el fenotipo obeso conforme se ha descrito en el

apartado 2 de este capitulo. En la figura 14 se muestra un esquema del disefio

experimental.
Inyeccion o
AAV Sacrificio

Edad ] l |
(semanas) | | |
8 17 25

|
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Figura 14. Diagrama del disefio experimental con ratones C57BL/6 control y obesos. Se
especifica la edad en semanas de comienzo y administraciéon de la dieta correspondiente (NCD:
Normal Chow Diet. HFD: High Fat Diet), la edad de inyeccién de los virus AAV-GFP y AAV-

hCPT1AM por la vena de la cola y la edad de sacrificio de los animales.

Tras 8 semanas de dieta y 17 semanas de edad comprobamos el fenotipo

obeso y observamos que los animales tratados con dieta grasa presentaban un
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incremento significativo del peso de 1,23 veces respecto los animales tratados con
dieta control (Figura 15A). En la figura 15B verificamos que los animales tratados
con la dieta grasa presentaban un incremento en los niveles de glucosa de 1,6

veces respecto a los animales tratados con la dieta control.
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Figura 15. Analisis del peso y glucosa. A) Andlisis del peso de los animales tratados con dieta
control y grasa. Peso a las 8 y 17 semanas de dieta. B) Glucosa en sangre de los animales tratados
con dieta control y grasa. Glucosa a las 8 y 17 semanas de dieta. n=30. *P<0,05. $P<0,01.

#P<0,001. NCD: Normal Chow Diet y HFD: High Fat Diet.

Ala semana 10 de la dieta se inyectaron 4 dosis distintas de AAVs:
1) Grupo dieta NCD con AAV-GFP 1,5x1012gc/kg de peso
2) Grupo dieta HFD con AAV-GFP 1,5x1012gc/kg de peso
3) Grupo dieta HFD con AAV-hCPT1AM 1,5x1012gc/kg de peso =D1
4) Grupo dieta HFD con AAV-hCPT1AM 7,5x1011gc/kg de peso =D2
5) Grupo dieta HFD con AAV-hCPT1AM 1,5x1011gc/kg de peso =D3
6) Grupo dieta HFD con AAV-hCPT1AM 7,5x101%9gc/kg de peso =D4

3.1 Test de tolerancia a la glucosa (GTT)

Tras 4 semanas de la infeccion virica se realizé un test de tolerancia a la
glucosa (GTT) para comprobar la respuesta de los animales tratados a un
aumento de glucosa en sangre mediante la administracion de una solucién de
glucosa 1,5g/kg i.p. en ayunas. S6lo se observd una pequefia mejora no
significativa en los animales tratados con la dosis HFD-hCPT1AM 1,5x10%%2gc/kg
respecto a los animales tratados con HFD-GFP 1,5x1012gc/kg (figura 16).
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Figura 16. Test de tolerancia a glucosa (GTT). A) En animales en ayuno durante 16 h se
administré 1,5g/kg de glucosa i.p. y se analizaron los niveles de glucosa en sangre a los 15, 30, 60,

90 y 120 min. n=5. NCD: Normal Chow Diet y HFD: High Fat Diet.

Tras 8 semanas con la administracién virica y 18 semanas de dieta se

sacrificaron los animales para analizar los efectos de las distintas dosis

administradas.

3.2 Anadlisis de la sobreexpresion en los niveles de proteina CPT1A

Para comprobar cudl de las dosis era capaz de expresar proteina hCPT1AM
se analizaron por WB las fracciones mitocondriales obtenidas de los higados
(figura 17A).

La cuantificacién de los niveles de proteina muestra en la figura 17B,
donde observamos que los niveles de proteina CPT1A aumentan 1,72y 1,80 veces
en los animales tratados con la dosis D1 y D2, respectivamente, y alimentados con
dieta grasa. También se observa un aumento de la proteina endégena de 1,97
veces en los animales tratados con los virus HFD-GFP 1,5x1012gc/kg con respecto

a los animales NCD/GFP 1,5x101%2gc/kg.
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GFP = NCD/GFP 1,5x10'2gc/kg
GFP = HFD/GFP 1,5x10'2gc/kg
D1 =HFD/hCPT1AM 1,5x10%2gc/kg
D2 =HFD/hCPT1AM 7,5x10"gc/kg
D3 =HFD/hCPT1AM 1,5x10"gc/kg
D4 =HFD/hCPT1AM 7,5x10"gc/kg
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Figura 17. Andlisis de los niveles de mRNA y proteina CPT1A. A) WB representativo de
fracciones enriquecidas con mitocondrias (20ug) de higado de ratones infectados con el virus
AAV-GFP y distintas dosis de AAV-hCPT1AM y alimentados con dieta control y dieta grasa. B)
Cuantificacién (U.A.) del WB. n=5. ***P<0,001. NCD: Normal Chow Diet y HFD: High Fat Diet. Se
normaliza tomando el valor de 1 en los animales infectados con los virus AAV-GFP y alimentados

con la dieta control.

3.3 Analisis histolégico del efecto de la sobreexpresion de hCPT1AM en
higado

Con el propésito de determinar cudl de las dosis era la mas efectiva en
disminuir los niveles de grasa en el higado se realizaron cortes histolégicos de los
higados tras 8 semanas después de haber inyectado los virus y con 18 semanas
ingiriendo la dieta correspondiente y se tifieron con Hematoxilina-Eosina.

Como se aprecia en la figura 18B los animales con dieta grasa tratados con
el virus AAV-GFP muestran claramente una esteatosis severa con una alta
acumulacién de grasas respecto a los animales con dieta control y tratados con el

mismo virus (figura 184).
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Figura 18. Andlisis histoldgicos del higado. Imagenes representativas de preparaciones
histolégicas del higado de los ratones tefiidos con Hematoxilina-Eosina. A) Ratones alimentados
con la dieta control y tratados con 7,5,x1011gc/kg de los virus AAV-GFP. B-F) Ratones alimentados
con dieta grasa y tratados B) con 1,5,x1012gc/kg de los virus AAV-GFP. C) con 1,5x10%2gc/kg de los
virus AAV-hCPT1AM. D) con 7,5,x10t1gc/kg de los virus AAV-hCPT1AM. E) con 1,5x1011gc/kg de
los virus AAV-hCPT1AM. F) con 7,5x1019gc/kg de los virus AAV-hCPT1AM. NCD: Normal Chow Diet
y HFD: High Fat Diet.

Los ratones con la dieta grasa que sobreexpresan la dosis de virus AAV9-
hCPT1AM de 1,5x10'2gc/kg presentan una mejora significativa respecto a su
grupo HFD-GFP tal y como se puede ver en la figura (figura 18C), el higado de
estos animales muestra una disminuciéon considerable de la acumulaciéon de
grasas y del nimero de vacuolas. Las otras dosis analizadas no parecen tener un

efecto tan claro de reversion de la esteatosis.

3.4 Analisis de los parametros de glucosa, insulina y peso

Con el objetivo de intentar encontrar una dosis adecuada que pudiera
promover la -oxidaciéon de una manera controlada y que pudiera ser beneficiosa,
hemos analizado la glucosa, la insulina y el peso de los animales tratados con
AAVs.

Como se observa en la figura 19A la glucosa sérica aumenta 1,28 veces

como era de esperar en los animales con dieta grasa y tratados con la dosis
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1,5x1012gc/kg de los virus AAV-GFP comparado con los animales con dieta
control y tratados con la misma dosis de AAVs. En los animales tratados con la
dosis D1 (1,5x1012gc/kg) disminuyen los niveles de glucosa en suero en 1,18
veces comparado con la dosis D2 (1,5x10'2gc/kg). También se observd una
disminucién de los niveles de glucosa de 1,28 veces en los animales tratados con

la dosis mas baja D4 (7,5x101%gc/kg) respecto a su control GFP.
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Figura 19. Analisis de los niveles de glucosa e insulina en suero y el peso. A) Niveles de
glucosa en suero de los animales ayunados 6 h con 8 semanas de inyeccién de los AAV. B) Niveles
de insulina en suero de los animales ayunados 6 h con 8 semanas de inyeccién de los AAV. C)
Ganancia acumulada de peso al final del experimento. *P<0,05. ***P<0,001. NCD: Normal Chow

Diety HFD: High Fat Diet.

El andlisis de los niveles de insulina en suero mostr6 que la
hiperinsulinemia producida por la dieta grasa, aumenté 14,18 veces en los niveles
séricos de insulina y disminuyé en 3,4 veces y 2,44 veces con las dosis D1 y D2,
respectivamente figura 19B. También se observé una disminucién de 1,7 veces en
el peso de los animales alimentados con dieta grasa y tratados con la dosis D1

comparado con sus controles tratados con dieta grasa (figura 19C).
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Basandonos en los datos obtenidos, los préximos experimentos se

realizaron con una dosis de virus de 1,5x1012gc/kg.

4. EFECTO DE LA SOBREEXPRESION DE hCPT1AM EN HiGADO DE RATONES
ALIMENTADOS CON DIETA GRASA Y DIETA CONTROL

Como hemos visto en el apartado 3, la dosis de 1,5x1012gc/kg fue capaz de
disminuir la glucosa, la resistencia a insulina, asi como disminuir el peso y
mejorar la esteatosis en higados tratados con las distintas dosis. En este
experimento se estudié el efecto de la sobreexpresion de la dosis de AAVs elegida
de 1,5x1012gc/kg en ratones alimentados con una dieta grasa y dieta control. En
este experimento se partieron de 60 animales que fueron tratados con una dieta
control (30 animales) y dieta grasa (30 animales). El cronograma del experimento
esta descrito en la figura 20.

Inyeccion

AAV Sacrificio
Edad | | |
(semanas) | | |
8 17 28
|
I NCD o HFD >

Figura 20. Diagrama del disefio del experimento con ratones C57BL/6 obesos. Se especifica
la edad de comienzo y administracién de la dieta correspondiente (NCD: Normal Chow Diet. HFD:
High Fat Diet), la edad de inyeccion de los virus AAV-GFP y AAV-hCPT1AM por la vena de la cola 'y

la edad de sacrificio de los animales.

Tras 8 semanas de dieta comprobamos el fenotipo obeso y resistente a la
insulina a través de la medida del peso y del andlisis en suero de la glucosa e

insulina en animales ayunados 16h (figura 21).
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Figura 21. Analisis del peso, glucosa e insulina. A) Peso de los animales con 8 semanas de dieta
grasay control y 16 semanas de edad. B) Anadlisis de la glucosa en suero de los animales con ayuno
de 16 h. C) Anilisis de la insulina en suero con 16 h de ayuno. n=30. $P<0,01. #P<0,001. NCD:
Normal Chow Diet y HFD: High Fat Diet.

Se observé que los animales que ingerian dieta grasa presentaban un
aumento de 1,25 veces en el peso (figura 21A), 1,40 veces en la glucosa (figura
21B) y 1,15 veces en los niveles de insulina (figura 21C), comparados con el
grupo que ingeria dieta control.

Después de confirmar el fenotipo obeso de estos animales, los dividimos en 4
grupos los cuales fueron inyectados con los virus correspondientes, en la cantidad
adecuada a su peso y se monitorizo su peso cada semana. Los grupos fueron:

1) NCD-GFP

2) NCD-hCPT1AM

3) HFD-GFP

4) HFD-hCPT1AM

4.1 Test de tolerancia a la glucosa (GTT)
Tras 7 semanas de la infeccion virica se realizé un GTT para comprobar la
respuesta de los animales tratados frente a un aumento de la glucosa en la sangre

mediante la administracion de una solucién de glucosa 1,5g/kg i.p. en ayunas. Los

114



resultados muestran que entre los animales que ingerian la dieta grasa el grupo
HFD-hCPT1AM presentaba unos niveles de glucosa en sangre disminuidos a los
30, 60 y 90 min después de la inyeccion de glucosa i.p. respecto al grupo HFD-GFP

(figura 22A). No se observaron cambios entre los animales alimentados con dieta

control.
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Figura 22. Test de tolerancia a la glucosa (GTT). A) En animales en ayuno durante 16 h se
administré 1,5g/kg de glucosa i.p. y se analizaron los niveles de glucosa en sangre a los 15, 30, 60,
90 y 120 min. B) Niveles de glucosa a tiempo cero. n=6-10. *P<0,05. **P<0,01. NCD: Normal Chow
Diet y HFD: High Fat Diet.

En la figura 22B se muestran los niveles de glucosa a tiempo cero. Se
observa un incremento de 28,21% en los animales HFD-GFP comparado con los
animales NCD-GFP. También se observa que los niveles de glucosa disminuyen
22,41% en los animales HFD-hCPT1AM respecto al grupo HFD-GFP. Todo ello
indicaba que los animales con dieta grasa tratados con los AAV9-hCPT1AM

mejoraban su fenotipo con respecto a sus controles GFP.

4.2 Efecto de la sobreexpresion de hCPT1AM en los niveles de glucosa,
insulina y peso en el sacrificio

Transcurridas 11 semanas desde la inyeccién de los AAVs, los animales
fueron sacrificados tras un ayuno de 6 h. Se extrajo la sangre y tejidos que fueron
posteriormente analizados.

Para ver qué efecto producia la sobreexpresion de la dosis elegida de AAV
en estos animales, hemos verificado los niveles de la glucosa e insulina en el
suero. En la figura 23A se puede observar un incremento de 1,38 veces de la
glucosa en los animales tratados con AAV-GFP y alimentados con dieta grasa

comparado con el grupo GFP que ingerian dieta control. Los animales que tenian
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sobreexpresada la hCPT1AM y que estaban alimentados con dieta grasa presentan
una disminuciéon de 1,20 veces en los niveles de la glucosa comparado con el
grupo HFD-GFP.

La figura 23B muestra que los animales tratados con el AAV-hCPT1AM
alimentados con la dieta grasa muestran una disminucién de 4,02 veces en los
niveles de insulina en el suero comparado con su grupo HFD-GFP. Los animales
tratados con AAV-GFP mostraron unos niveles de insulina aumentados en 6,31

veces comparado con su grupo GFP alimentado con dieta control.
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Figura 23. Andlisis del efecto de la sobreexpresion de hCPT1AM en los niveles séricos de
glucosa, insulina y peso. A) Niveles de glucosa en suero de los animales ayunados 6 h con 11
semanas de inyeccidn de los AAV. B) Niveles de insulina en suero de los animales ayunados 6 h
con 11 semanas de inyeccién de los AAV. C) Los ratones han sido pesados una vez a cada 1-2
semanas después de la inyeccion de los virus. n=6-8. *P<0,05. **P<0,01. ***P<0,001. $P<0,01.
#P<0,001 respecto a los animales tratados con el virus AAV-GFP y alimentados con dieta grasa.

NCD: Normal Chow Diet y HFD: High Fat Diet.

Se examind la evolucion del peso de los ratones infectados con los virus
AAV- GFP y AAV-hCPT1AM hasta las 28 semanas de edad que corresponde a 11
semanas después de la administracion de los virus y 20 semanas de dieta. Tal y

como se observa en la figura 23C los ratones con dieta grasa que sobreexpresan la
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hCPT1AM muestran una pérdida de peso significativa a partir de la semana 3 de

inyeccidn de los virus, disminuyendo en un 12% respecto al grupo HFD-GFP.

4.3 Analisis de la capacidad infectiva de los AAVs, de los niveles de proteina
y actividad de CPT1.

En primer lugar se analiz6 la capacidad infectiva de los AAVs. Para ello se
obtuvieron hepatocitos en cultivo primario de higado de raton tal y como se ha
descrito en el apartado 4.1 de materiales y métodos. Se cuantifico la eficiencia de
infeccion de los AAV9-GFP tanto en ratones con dieta control como con dieta

grasa. El resultado fue de 87% y 80%), respectivamente.
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Figura 24. Andlisis de los cambios de mRNA, proteina y actividad CPT1A en higado de ratdn.
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A) Imagen de los hepatocitos infectados con el AAV-GFP tras 11 semanas de la inyeccién. Imagen
representativa de 3 animales. B) WB representativo de fracciones enriquecidas con mitocondrias
(8ug) de higado de ratones infectados con el virus AAV-GFP y AAV-hCPT1AM y alimentados con
dieta control y dieta grasa. C) Cuantificacién (U.A.) del WB. D) Actividad CPT1 expresada en
actividad especifica en fracciones enriquecidas con mitocondrias de higado (12ug) tratadas con
una concentracion de 100uM de malonil-CoA. El ensayo se realizé por duplicado para cada
muestra. n=6-10. *P<0,05. **P<0,01. ***P<0,001. NCD: Normal Chow Diet y HFD: High Fat Diet. Se
normaliza tomando el valor de 1 de los animales infectados con los virus AAV-GFP y alimentados

con la dieta control (NCD-GFP).
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Se cuantificaron los niveles de proteina CPT1A sobreexpresada en los
ratones tratados con el virus AAV-hCPT1AM tanto en el grupo alimentado con
dieta control como el grupo alimentado con la dieta grasa (figura 25B). Los
resultados obtenidos muestran que los animales tratados con dieta grasa
sobreexpresan 1,67 veces mas la proteina CPT1A en los ratones tratados con el
virus AAV-hCPT1AM y 2,04 veces mas cuando estdn alimentados con dieta
control. Se analizé también la proteina TIM44 (Translocase of the mitochondrial
inner membrane) como marcador de contenido mitocondrial y se observé que los
animales tratados con AAV-hCPT1AM no presentan cambios comparados con el
grupo AAV-GFP (figura 25B). Lo que indicaba que la sobreexpresién de hCPT1AM
no influye en el nimero de mitocondrias.

Una vez comprobado el incremento en los niveles de proteina se analiz6 la
actividad de la CPT1A. Para esto utilizamos fracciones enriquecidos con
mitocondrias del higado de los animales que llevaban 11 semanas con los virus y
20 semanas de dieta.

Como se observa en la figura 24D la actividad CPT1 de los grupos
alimentados con dieta control y tratados con AAV-hCPT1AM se encuentra
incrementada en 1,62 veces comparada con la actividad de su control GFP. En los
animales alimentados con dieta grasa y tratados con AAV-hCPT1AM la actividad
aumento 1,42 veces respecto el grupo HFD-GFP.

Los resultados obtenidos muestran que los virus AAV-hCPT1AM son capaces
de aumentar los niveles de proteina y actividad de CPT1A tanto en los animales

tratados con dieta control como en los animales tratados con dieta grasa.

4.4 Ensayo de oxidacion de acidos grasos (FAO)

El ensayo de FAO fue realizado como se ha descrito en el apartado 11 de
materiales y métodos. El oleato fue el sustrato utilizado para analizar la oxidacion
total, la oxidaciéon a CO2 y los compuestos acidos solubles (ASP). Este ensayo se
realizé en hepatocitos obtenidos de higados de ratén, como descrito en el
apartado 4.1 de materiales y métodos. Los hepatocitos de los animales
alimentados con dieta grasa y tratados con los virus AAV-GFP muestran un
incremento de 1,18 veces en los niveles de oxidacién a CO2 respecto a los

hepatocitos de los animales alimentados con dieta control (figura 25A). No se
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observaron cambios entre los animales con dieta grasa. Sin embargo si que se
pudieron observar un aumento de 1,33 veces en los niveles de ASPs de los
animales con dieta grasa y tratados con AAV-hCPT1AM respecto a sus controles
GFP (figura 25B). También se observé un aumento de 1,14 veces en los animales

con dieta control y tratados con AAV-hCPT1AM.
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Figura 25. Andlisis de los niveles de oxidaciéon del oleato en cultivos primarios de
hepatocitos que sobreexpresan hCPT1AM y GFP. A) Niveles de CO; formado por oxidacién de
oleato en hepatocitos de animales tratados con dieta grasa y control. B) Niveles de ASP formados
por oxidacion de oleato. C) Cuantificaciéon de la oxidacién total de oleato..n=3. El ensayo se ha

realizado por triplicado por cada ratén utilizado. *P<0,05. **P<0,01. ***P<0,001. NCD: Normal
Chow Diet y HFD: High Fat Diet.

El andlisis de los niveles de oxidaciéon total mostré un incremento de 1,32
veces con dieta grasa y 1,12 veces con dieta control entre los animales tratados
con el AAV-hCPT1AM vy sus respectivos controles tratados con AAV-GFP (figura
25C). Todo ello indica que los ratones que sobreexpresan la hCPT1AM son

capaces de oxidar mas AGs en cualquiera de las dos condiciones de dieta.

4.5 Estudio de la capacidad respiratoria mitocondrial
Teniendo en cuenta que los ratones que sobreexpresan la hCPT1AM eran

capaces de llevar a cabo una mayor FAO quisimos analizar si eso repercutia en
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una mejora de la capacidad respiratoria maxima en estos tejidos. Estos analisis se
llevaron a cabo en colaboracién con el Dr. David Sebastidn del grupo del Dr.
Zorzano del Instituto de Recerca Biomédica (IRB) de Barcelona.

Los resultados de la capacidad respiratoria mitocondrial se obtuvieron a
partir de mitocondrias de higado recién obtenidas de animales con 10 semanas
de AAVs y 19 semanas de dieta. El método utilizado esta descrito en el apartado
12 de materiales y métodos. Como se observa en la figura 26A en los distintos
grupos analizados no se observaron cambios en el consumo de oxigeno. Sin
embargo si que se observé una disminucién en la relacién del control respiratorio
de 1,54 veces en los animales tratados con AAV-GFP y alimentados con dieta grasa
respecto a su control con dieta control (figura 26B), indicando un empeoramiento
en la capacidad respiratoria maxima en los animales con dieta grasa. También
observamos una tendencia, aunque no significativa, en la restauraciéon de los

valores de un animal control en los animales con dieta grasa que sobreexpresan la

A B

1600+ 4

[ NCD-GFP - [ GFP
re
29 100] 3 NCD-hCPT1AM oo Il CPT1AM
g) >E< Il HFD-GFP ‘g &:)
3 ° Il HFD-hCPT1AM %B’
gy 552
S ®
22 28
S5 o 28 11
0- Flujo  Complejo | Complejo Il Respiracion 0 NCD HFD

Figura 26. Analisis de la capacidad respiratoria mitocondrial. A) Cuantificacién del consumo

de oxigeno . B) Cuantificacién de la relacion del control respiratorio (RCR). n=4. Las medidas se

realizaron por triplicado. **P< 0,01. NCD: Normal Chow Diet y HFD: High Fat Diet.

4.6 Estudio histologico y macroscoépico del higado

Con el fin de corroborar que una (3-oxidacién aumentada de los AGs en el
higado era capaz de revertir la obesidad o la esteatosis hepatica analizamos el
peso de los higados y realizamos un reportaje grafico del estado de los higados en
el momento del sacrificio. Estos anadlisis se llevaron a cabo después de 11 semanas
de la inyeccion de los virus y 20 semanas de dieta. Hemos observado que los
higados de los animales tratados con el AAV-hCPT1AM y alimentados con dieta
grasa han mejorado notablemente su esteatosis y ademas presentan un peso mas

reducido (figura 27A). Esto viene apoyado por el andlisis del peso de los higados
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cuyo aumento de 2,18 veces inducido por la dieta grasa disminuyé en un 73% en
los animales con dieta grasa tratados con AAV-hCPT1AM respecto a sus controles

GFP (figura 27B).
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Figura 27. Anadlisis macroscépico y peso del higado. A) Imagen representativa de higados de
animales tratados con AAV-GFP (a) y AVV-hCPT1AM (b), alimentados con dieta control. Imagen (c)
representativa de higados de animales tratados con AAV-GFP y (d) imagen representativa de
higados tratados con hCPT1AM, alimentados con dieta grasa. Muestras tomadas a las 11 semanas
de virus que corresponde a 20 semanas de dieta y 28 de edad. B) Anadlisis del peso de los higados
en el dia del sacrificio. n=6. ***P< 0,05. NCD: Normal Chow Diet y HFD: High Fat Diet. Se normaliza
tomando el valor de 1 en los animales infectados con los virus AAV-GFP y alimentados con la dieta

control.

En el andlisis histolégico con hemoxicilina de los higados en la figura 28C
se aprecia que los animales con dieta grasa tratados con el virus AAV-GFP
muestran claramente una esteatosis severa con alta acumulacién de grasas
respecto a los animales con dieta control y tratados con el mismo virus (figura
28A). Los ratones con dieta grasa que sobreexpresan la hCPT1AM muestran una
mejora significativa respecto a su grupo GFP tal y como se puede ver en la figura
(figura 28D). El higado de estos animales muestra una disminucién considerable
de la acumulacién de grasas y del nimero de vacuolas. Ademas, los ratones que
sobreexpresan la hCPT1AM alimentados con dieta control (figura 28B) no
presentan cambios significativos en la histologia de los higados respecto a los

animales infectados con el virus AAV-GFP (figura 28A).
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Figura 28. Analisis histologico del higado. Imagenes representativas de preparaciones
histoldgicas del higado. Tincién con Hematoxilina-Eosina. A y B) Ratones alimentados con la dieta
control y tratados con los virus AAV-GFP, AAV-hCPT1AM, respectivamente. C y D) Ratones
alimentados con dieta grasa y tratados con los virus AAV-GFP y AAV-hCPT1AM, respectivamente.
Muestras tomadas a las 28 semanas de edad que corresponde a 11 semanas después del
tratamiento con los virus, donde los animales tenian 20 semanas de dieta n=6-8. NCD: Normal

Chow Diet y HFD: High Fat Diet.

4.7 Contenido de TG en el higado

Después del andlisis de las histologias queriamos confirmar el descenso
de grasa en los higados tratados con AAV-hCPT1AM de los animales alimentados
con dieta grasa mediante la determinacién de los niveles de TG en higado.

Tal y como se muestra en la figura 29A los niveles de TG en los higados
de los ratones con dieta grasa tratados con el virus AAV-GFP son 21,81 veces mas
altos que los niveles de los animales GFP alimentados con dieta control. Por otra
parte, en los grupos de animales con dieta grasa, los que sobreexpresan la
hCPT1AM tienen unos niveles de TG reducidos en un 38,75% respecto a los
animales GFP. Esta disminucién de los niveles de lipidos intracelulares se
confirmé también en la cuantificaciéon de la tincién de lipidos neutros por la
técnica del Oil Red O descrita en el apartado 6.5 de materiales y métodos (figura
29B y C). Se observa una disminucidn significativa de 2,17 veces en la cuantidad
de lipidos en los hepatocitos tratados con HFD-hCPT1AM respecto a los animales

tratados con HFD-GFP.
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Figura 29. Andlisis de los niveles de TG en higado. A) Niveles de TG en higado de animales
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alimentados con dieta control y dieta grasa inyectados con los virus AAV-GFP y AAV-hCPT1AM a
las 28 semanas de edad. B) Imagen de los hepatocitos con la tincién de Oil Red O. Imagen
representativa de 2 experimentos independientes. C) Cuantificacion del Oil Red O de 2
experimentos independientes. n=2 y por triplicado. *P<0,05. **P<0,01. ***P<0,001. NCD: Normal
Chow Diet y HFD: High Fat Diet. Se normaliza tomando el valor de 1 en los animales infectados con

los virus AAV-GFP y alimentados con la dieta control.

En la figura 29C podemos observar mediante la extraccién vy
cuantificacion por espectrofotometria de la imagen 29B donde se observa una
disminucién de 2,17 veces en la cantidad de lipidos en los hepatocitos tratados
con HFD-hCPT1AM cuando comparados con los animales tratados con HFD-GFP y

alimentados con dieta grasa.

4.8 Estudio de los niveles de s cuerpos ceténicos

Se ha descrito que una oxidacién aumentada de AGs en el higado va
acompafiada de un aumento en la produccién de los cuerpos ceténicos para
eliminar los excedentes de acetil-CoA mitocondrial 293, Se analizaron los niveles

de proteina de la HMGS2 (figura 31A), que es la enzima mitocondrial clave de la
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formacién de cuerpos cetonicos y por otro lado se cuantific6 la concentraciéon de
cuerpos ceténicos presentes en el higado y en el suero de los animales que
sobreexpressan la hCPT1AM y GFP alimentados con dieta control y con dieta
grasa.

En el caso de la dieta control se observa un aumento significativo de 1,54
veces mas de proteina HMGS2 en el grupo tratado con el virus AAV-hCPT1AM
respeto a su grupo control. En el caso de la dieta grasa se observa un incremento
significativo de 1,71 veces de proteina HMGS2 en el grupo tratado con el virus

AAV-hCPT1AM respeto su grupo control (figura 30B).
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Figura 30. Analisis de los niveles de proteina HMGS2 por WB. A) WB representativo de los
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niveles de proteina de HMGS2 en fracciones enriquecidas con mitocondrias de higado (30ug) a
las 11 semanas tras la injeccién de virus. Se ha utilizado como normalizador la -actina (42kDa).
B) Cuantificacién del WB. n=6. *P<0,05. **P<0,01. NCD: Normal Chow Diet y HFD: High Fat Diet. Se
normaliza tomando el valor de 1 en los animales infectados con los virus AAV- GFP y alimentados

con la dieta control.

A continuacién se analizé la concentracién del B-hidroxibutirato-CoA
(BHB) en el higado y suero (figura 31) mediante la extraccién y posterior
cuantificaciéon por un kit comercial (descrito en el apartado 5.3 de materiales y
métodos). Los andlisis se realizaron con muestras extraidas en el momento del
sacrificio a las 11 semanas después de la administraciéon de los virus y en ayunas
de 6 h.

Como nos muestra la figura 314, los niveles de BHB en higado de los
animales tratados con hCPT1AM y alimentados con dieta grasa se encuentran
significativamente aumentados en 8,40% comparados con los animales tratados
con el virus AAV-GFP. En los ratones alimentados con dieta control no se

observaron cambios.
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Figura 31. Analisis de los niveles de B-hidroxibutirato-CoA en higado y suero. A)
Concentracién de B-hidroxibutirato-CoA en higado. B) Niveles de cuerpos ceténicos en suero de
ratones con 11 semanas de AAV y 28 semanas de edad. n=6. *P<0,05. NCD: Normal Chow Diet y
HFD: High Fat Diet.

A continuacion se analizé la presencia de cuerpos ceténicos en el suero.
Los animales con dieta grasa y tratados con los virus GFP presentan un aumento
de 18,8% en los niveles de BHB comparados con los animales alimentados con
dieta control y tratados con GFP. Los animales que sobreexpresan la hCPT1AM
muestran un incremento significativo de 20,8% en los niveles de cuerpos
cetonicos respecto a su grupo control HFD-GFP (figura 31B).

Estos resultados se correlacionan directamente con un aumento de la
actividad CPT1 (figura 24D) y una mayor capacidad de oxidacion total de oleato
en hepatocitos (figura 25C) observados en los animales que sobreexpresan la

hCPT1AM.

4.9 Efecto en la produccion de ATP en el higado

En la ultima fase de la B-oxidacion, los transportadores de electrones
(NADH y FADH?) producidos durante la oxidacién de los AGs y durante el ciclo del
acido citrico para la oxidacién del acetil-CoA, donaran los electrones a la cadena
respiratoria mitocondrial, donde estos electrones se transportaran hacia el
oxigeno con la fosforilacién concomitante del ADP en ATP. Asi pues, se midi6 en
higado cudles eran los niveles de ATP formados en los animales que
sobreexpresan la hCPT1AM (figura 32) como se ha descrito en el apartado 6.3 de

materiales y métodos.
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La sobreexpresion de la hCPT1AM produce un aumento significativo en la
concentracion del ATP de 1,8 veces en los animales alimentados con dieta grasa.

En los animales tratados con dieta control no hemos observado cambios.
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Figura 32. Analisis de los niveles de ATP en el higado. Concentraciéon de ATP en extractos
totales de higados cuantificado con el kit luminiscente de Invitrogen a las 28 semanas de edad que
corresponde a 11 semanas después de la administracién virica. n=6. ***P<0,001. NCD: Normal

Chow Diet y HFD: High Fat Diet.

4.10 Analisis a través de termografia por radiacion infrarroja

Otra forma de eliminacién de energia por parte del higado tras una
sobreexpresién de hCPT1AM seria aumentando la capacidad termogénica de este
tejido aumentando su temperatura. Para confirmar este hecho se evalué mediante
las imagenes infrarrojas de la temperatura de superficie hepatica mediante una
cdmara termografica. Las imagenes fueron captadas en tiempo real, tras abrir el
animal, antes del sacrificio.

Con este analisis observamos un aumento significativo de 2,72% de las
temperaturas medidas en los animales tratados con AAV-hCPT1AM y alimentados
con dieta grasa comparadas a su grupo GFP (figura 33). No se observaron

cambios en los animales alimentados con dieta control.
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Figura 33. Termograma de imagen infrarroja y cuantificacion. A) Imagenes de termografia
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infrarroja en tiempo real de los higados de ratones tratados con 11 semanas de virus. A la derecha
se muestra la escala de colores de temperatura. B) Media de las temperaturas obtenidas en el

ensayo. n=6-8. *P<0,05. NCD: Normal Chow Diet y HFD: High Fat Diet.

Tras observar los cambios de la temperatura de los higados se analizé la
expresion de la proteina desacopladora 2 (UCP2). Los niveles de UCP2 en los
animales tratados con el AAV-hCPT1AM aumentaron 3,06 veces en los animales

alimentados con dieta grasa comparado con el grupo tratado con AVV-GFP (figura
34).
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Figura 34. Andlisis de los niveles de proteina UCP2 por WB. A) WB representativo de los
niveles de UCP2 en proteina total de higado (60ug) a las 11 semanas de virus y se ha utilizado
como normalizador la B-actina (42kDa). B) Cuantificacién del WB . n=6. **P<0,01. NCD: Normal

Chow Diet y HFD: High Fat Diet. Valores normalizados donde los animales infectados con los AAV-

GFP toman el valor de 1.
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4.11 Mejora de los parametros séricos y daio hepatico
Se analizaron en suero de los niveles de las lipoproteinas que transportan el

colesterol en sangre, los TG y las enzimas relacionadas con dafno hepatico (Tabla

1).

NCD HFD

GFP hCPT1AM GFP hCPT1AM
CHOL Total (mg/dL) 1050+7,6  107,8+9,1 2052655 180,2 + 7,4*
TG (mg/dL) 39,8 £ 3,0 422+7,1 42,8+1,3 38,8+ 1,7

LDL (mg/dL) 29,8 +4,7 33743  117,2+645 89,3 +6,3*

HDL (md/dL) 67,1£297 65645 79,4 +0,9 82,6 +1,7
ALT (U/L) 83+1,7 42+17 1092 +£22,55 34,0 +5,7*
AST(U/L) 35,2 +5,3 273+22 110,4+183% 67,2 +8,4*

Tabla 1. Andlisis de metabolitos y enzimas en suero. Niveles de colesterol total (CHOL),
triglicéridos (TG), lipoproteina de baja densidad (LDL), lipoproteina de alta densidad (HDL),
alanina aminotransferasa (ALT) y aspartato amonitransferasa (AST). Medidas en suero + SEM en
animales con 11 semanas de AAVsy 20 semanas de dieta. n=5-6 *P<0,05 comparado con AAV-GFP
con la misma dieta. **P<0,01 comparado con AAV-GFP dieta grasa. $P<0,001 comparado con AAV-
GFP dieta control. #P<0,01 comparado con AAV-GFP dieta control. NCD: Normal Chow Diet y HFD:
High Fat Diet.

Los animales alimentados con dieta grasa presentan un aumento de 1,95
veces de los niveles de colesterol total inducido por la dieta que sin embargo se ve
disminuido en un 12,18% en los animales que sobreexpresan la hCPT1AM.
Observamos también un aumento de 3,92 veces en los niveles de LDL inducidos
por la dieta grasa y que disminuian en 1,31 veces en los animales tratados con
AAV-hCPT1AM. Ello indica que con la sobreexpresion de hCPT1AM hemos sido
capaces de mejorar el perfil lipidico de estos animales. Es importante decir que el
valor de LDL se obtuvo a través de la formula LDL= Colesterol total - HDL -
(TG/5). En los niveles de HDL no se observan cambios significativos. En los
niveles de TG no hemos observado cambios.

Se realizé también un andlisis de los niveles de transaminasas, enzimas
indicadoras del dafio hepatico. Ambas mostraron resultados parecidos. ALT y AST
mostraron incrementos de sus niveles de 13,13 y 3,12, respectivamente,

inducidos por la dieta grasa. Dichos niveles se redujeron notablemente en los
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animales con dieta grasa que sobreexpresaban la hCPT1AM indicando una mejora

notable en el dafio hepatico causado por la dieta grasa.

4.12 Efecto de la expresion de la hCPT1AM en la lipdlisis

La observacién de que disminuian los lipidos intracelulares en los
animales con dieta grasa que sobreexpresaban la hCPT1AM nos llevo a
preguntarnos si en dichos animales podian estar estimulados los procesos
lipoliticos. Asi pues analizamos la expresiéon génica de las proteinas ligadas a los

LD y también involucradas en el proceso lipolitico: PLIN2, PLIN , ATGL y HSL.
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Figura 35. Analisis de los niveles de mRNA y proteina de PLIN2 y PLIN5. Cambios en los
niveles de mRNA A) de PLIN2. B) de PLIN5S. C) Niveles de PLIN2 en extractos proteicos totales
(40pg) de higado. D) Cuantificacién del WB de PLINZ utilizando como normalizador la 3-actina. E)

Proteina PLIN5S (U.A.)
N
h

-
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Niveles de PLINS en extractos proteicos totales (40pg) de higado. F) Cuantificacién del WB de
PLIN5 utilizando como normalizador la -actina. n=6. *P<0,05. **P<0,01. NCD: Normal Chow Diet y

HFD: High Fat Diet. Se normaliza tomando el valor de 1 en los animales infectados con los virus

AAV-GFP y alimentados con la dieta control.
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En la figura 35 Cy D se observa que el aumento de 6,54 veces de los niveles
de proteina de PLIN2 inducidos por la dieta grasa estan fuertemente reducidos en
los animales que sobreexpresan la hCPT1AM. Estos resultados estan de acuerdo
con los niveles de mRNA de PLIN2 analizados (figura 35A).

En la figura 35E y F se observa también una fuerte reduccion de los niveles
de proteina de PLIN5 en los animales tratados con AAV-hCPT1AM respecto a la
que presentan los animales HFD-GFP. Estos resultados concuerdan con los

niveles de mRNAs analizados de PLIN5 (figura 35B).
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Figura 36. Analisis de los niveles de distintas lipasas involucradas en el proceso de lipolisis.

Cambios en los niveles de mRNA: A) de ATGL. B) de HSL. C) de MGL. D) WB representativo de

Proteina pHSL/HSL (U.A.)

los niveles de proteina de ATGL en extractos proteicos totales (40ug) de higado. E) Cuantificaciéon
del WB de ATGL utilizando como normalizador la $-actina. F) WB representativo de los niveles de
proteina pHSL. G) Cuantificaciéon del WB de pHSL utilizando como normalizador la HSL total.
Muestras analizadas en higado a las 11 semanas de inyeccién de los virus en ratones alimentados
con dieta grasa y control. n=6. *P<0,05. **P<0,01. NCD: Normal Chow Diet y HFD: High Fat Diet. Se
normaliza tomando el valor de 1 en los animales infectados con los virus AAV-GFP y alimentados

con la dieta control.
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También se analizaron los niveles de mRNA y proteina de las lipasas
implicadas en el proceso de la lipélisis: ATGL, HSL y MGL. En la figura 36 se
observan una restauracion de los niveles de mRNA de los genes ATGL, HSL y MGL
con aumentos de 1,34 , 1,39 y 1,58 veces en los animales tratados con AAV-
hCPT1AM vy alimentados con dieta grasa respecto a sus controles HFD-GFP. A
nivel de proteina no se observaron variaciones en los niveles de ATGL ni HSL
(figura 36D y E).

En conjunto todos estos resultados indican que la sobreexpresiéon de la
hCPT1AM es capaz de reactivar el proceso lipolitico reprimido por accién de la

dieta grasa.

4.13 Efecto de la expresion de hCPT1AM en el proceso de autofagia

Esta descrito que la autofagia regula el metabolismo lipidico hepatico 133.
Dado que la lipolisis estaba restaurada en parte en los ratones con dieta grasa y
que sobreexpresaban hCPT1AM quisimos saber si el proceso de autofagia
también podia estar implicado en la disminucién de los lipidos hepaticos en esos
ratones. La autofagia es un proceso complejo y dinamico que comprende la
generaciéon de dobles membranas autofagicas, la fusiéon de autofagosomas con
lisosomas y la degradacion de los contenidos de carga. La autofagia puede
controlarse mediante la expresién de LC3BI, que durante la autofagia transloca
del citosol a las membranas de los autofagosomas por lipidacién de la forma
citosolica LC3BI resultante en la forma LC3BII unidas a la membrana.

En este apartado se analizaron los marcadores de autofagia a tiempo final
en higado de los ratones en el momento del sacrificio y el flujo en hepatocitos.
Analizamos por WB la expresién de las proteinas LC3I, LC3Il y p62, asi como los
niveles de mRNA.

Analizamos a través de RT-PCR la expresion de mRNA en el higado de
estos animales. Como muestra la figura 37A, los niveles de LC3 estan 1,29 veces
aumentados en los animales tratados con el AAV-hCPT1AM y alimentados con
dieta grasa comparados con el control HFD-GFP. Los niveles de p62 (figura 37B)
no muestran diferencias en los animales alimentados con dieta grasa. La ATG7
(Proteina relacionada con autofagia 7), una proteina involucrada en la formacién

de LC3I], se muestra aumentada en 1,28 veces en los animales tratados con AAV-
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hCPT1AM cuando comparados con su control HFD-GFP (figura 37C). En el andlisis
de los extractos totales de higado de LC3BII (figura 37D) mostraron un aumento
de 3,5 veces en ratones tratados con AAV-hCPT1AM en comparacién con ratones
AAV-GFP alimentados con dieta grasa (figura 37E). El acumulo de LC3BII puede
resultar de la inducciéon de la autofagia o reflejar un fracaso de degradacion
autolisosomal. Para discernir entre ambos procesos se analizaron los niveles de
proteina p62, una proteina que se deteriora al final del proceso de autofagia y
sirve para confirmar el destino del acumulo de LC3II. El aumento de LC3II fue
paralela a la disminucién en 2,11 veces de los niveles de p62 en los animales
tratados con AAV-hCPT1AM comparados con el control AAV-GFP alimentados con

dieta grasa (figura 37E y F). Todo ello indica que el proceso de autofagia esta

llegando al final.
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***P<0,001. NCD: Normal Chow Diet y HFD: High Fat Diet. Se normaliza tomando el valor de 1 en

los animales infectados con los virus AAV-GFP y alimentados con la dieta control.
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Para estudiar el flujo de autofagia se utilizaron cultivos primarios de
hepatocitos obtenidos de los animales tratados con los virus. Los hepatocitos
fueron tratados con un inhibidor de la autofagia (cloroquina - CQ) como se ha
descrito en el apartado 4.3.2 de materiales y métodos.

Primero se analizé la influencia de la CQ en hepatocitos y se observé que
los hepatocitos tratados con CQ y con el AAV-hCPT1AM presentan un aumento del
acumulo de LC3II de 1,92 veces comparado con los hepatocitos de los animales
tratados con GFP y alimentados con dieta grasa (figura 38A y B). La acumulacién
de LC3II puede ser resultado de la induccién de la autofagia o reflejar un fracaso
de la degradacién autolisosomal. La observacion de menores niveles de p62 en los
animales tratados con HFD-hCPT1AM es sugestiva de induccién de la autofagia.
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Figura 38. Andlisis por WB del flujo de autofagia en hepatocitos de ratén. A) Niveles de
proteina LC3 I, LC3II y p62 analizados por WB a partir de extractos proteicos totales (40ug) de
hepatocitos tratados con 50uM de cloroquina por 3 h. B) Cuantificacién de los niveles de proteina
del WB. Niveles de degradacion basal calculados dividiendo los niveles de LC3II del blanco de su
respectiva cloroquina. Imagen representativa de 3 experimentos. B= blanco, CQ= cloroquina, NCD:

Normal Chow Diet y HFD: High Fat Diet.

4.14 Andlisis de la sintesis de lipidos

Una de las principales consecuencias que se asocian a la obesidad es la
acumulacién ectopica de grasas. Una dieta rica en grasas produce toda una serie
de cambios en el metabolismo lipidico y por ello se han estudiado varias vias del
metabolismo lipidico como la sintesis de AGs, sintesis de TG.

Se han estudiado los cambios en los niveles de mRNA de los genes acetil-
CoA carboxilasa 1 (ACC1) y 2 (ACC2) que catalizan la formacién del malonil-CoA
que es el precursor para la formaciéon de AGs y a su vez inhibidor fisiolo6gico de la

CPT1. La ACC1 es citosolica y esta directamente involucrada en la sintesis de AGs

133



(McGarry, 1997). ACC2 es mitocondrial y esta mdas involucrada en la inhibicién de
la oxidacion-f mitocondrial (Postic C, 2008). Tal y como se observa en la figura
39A y B los niveles de mRNA de ACC1 y ACC2 estan disminuidos en 3,51 y 2,90
veces respectivamente por efecto de la dieta grasa y en el caso de ACC1 el
tratamiento con AAV-hCPT1AM causa una mayor represion disminuyendo 1,60
veces los niveles de mensajeros, cosa que no se observa con ACC2. A continuacién
se analizaron por WB los niveles de proteina de sintasa de AGs (FAS) en extracto
totales de higado (figura 39E y F). Se observ6 que la dieta grasa produce una
disminucién de 2,94 veces de los niveles de proteina respecto al grupo control. La
sobreexpresién de hCPT1AM revierte en parte el efecto de la dieta grasa dando
lugar a un aumento de 2 veces de los niveles de proteina. Todo ello indicaria que
la sintesis de novo de los AGs estaria disminuida con una dieta grasa y que con la
sobreexpresion de hCPT1AM se sigue manteniendo dicho efecto.

Por otro lado se han estudiado los niveles de mRNA de la desaturasa
esteroil-CoA 1 (SCD1) y la diacilglicerol-aciltransferasa 2 (DGAT2) como
indicadores de la esterificacion y la formacién de TG. La SCD1 cataliza la
desaturacién de los AGs saturados y es la enzima responsable de la sintesis de
nuevo los AGs monoinsaturados, mientras que la DGAT2 cataliza el ultimo paso
para la sintesis de los TG. Los niveles de mRNA de ambos genes estan reprimidos
por efecto de la dieta grasa en 4,44 veces para SCD1y 2,22 veces para DGAT2
(figuras 39C y D). Dicha represién se ve completamente revertida para DGAT2
cuando los animales con dieta grasa tienen sobreexpresada la hCPT1AM
indicando una normalizacién en almacenamiento de los AGs en higado. En el caso

de la SCD1 dicha reversiéon fue mucho menor.
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Figura 39. Andlisis de diferentes genes implicados en el metabolismo lipidico. Se
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determinaron los niveles de expresion de mRNA de A) ACC1, B) ACC2, C) DGAT2 y D) SCD1. E)
WB representativo de los niveles de FAS en extractos totales (20pg) de higado. F) Cuantificacién
del WB de FAS utilizando como normalizador la -actina. n=6. *P<0,05. **P<0,01. ***P<0,001.
NCD: Normal Chow Diet y HFD: High Fat Diet. Se normaliza tomando el valor de 1 en los animales

infectados con los virus AAV-GFP y alimentados con la dieta control.

4.15 Analisis lipidomico de higado y suero

Con el fin de buscar biomarcadores no invasivos utiles como indicadores
de una mejora de la obesidad se han analizado por ESI-MS y en colaboracion
cone el grupo de las Dras. Fina Cassas y Gema Fabrias (CSIC-Barcelona) 235
especies lipidicas correspondientes a TG (39), DAG (25), esfingolipidos (60),
fosfolipidos (67) y CE (38).
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En higado, tal como era de esperar, hemos observado una disminucién

significativa de los TG totales (figura 40A), asi como una disminucién en la

mayoria de las especies estudiadas (figura 40B y C). No se muestran las especies

que no mostraron cambios.
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Figura 40. Analisis de TG en higado. A) Concentracion total de las 39 especies de TG analizadas.

B) Analisis de las concentraciones de las espécies de TG poco abundantes en higado. C) Analisis de

las concentraciones de las espécies de TG mas abundantes en higado. n=4-6. *P<0,05. #P<0,01.

$P<0,001. NCD: Normal Chow Diet y HFD: High Fat Diet.

En cambio en suero, los animales tratados con HFD-hCPT1AM no

disminuyen sus niveles de TG totales (figura 41A), lo que esta de acuerdo con los

valores obtenidos en suero (tabla 1). Sin emgargo se observa una reduccion en

los ratones obesos trtados con AAV-hCPT1AM de las especies con contenido en

AGs de mayor longitud de cadena como 50:1, 54:5, 54:4 e 54:3 (figura 41B) y que

podrian servir como biomarcadores.
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Figura 41. Analisis de TG en suero. A) Concentracion total de las 39 especies de TG analizadas.
B) Andlisis de las concentraciones de las espécies de TG mas abundantes en suero. n=4-6. *P<0,05.

#P<0,01.%P<0,001. NCD: Normal Chow Diet y HFD: High Fat Diet.

En cuanto a los niveles de DAG hemos observado que en higado de los
ratones obesos tratados con AAV-hCPT1AM se produce una disminucién masiva
de todas las espécies que también repercute en su computo total (figura 42C y D).

En cambio en suero no se observa dicha reduccién (figura 42A y B).
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Figura 42. Analisis de DAG en suero y higado. A) Concentracién total de las 25 especies de DAG
analizadas en suero. B) Analisis de las concentraciones de las espécies de DAG mas abundantes en
suero. C) Concentracidén total de las 25 especies de DAG analizadas en higado. D) Analisis de las
concentraciones de las espécies de DAG mas abundantes en higado. n=4-6. *P<0,05. #P<0,01.

$P<0,001. NCD: Normal Chow Diet y HFD: High Fat Diet.

El andlisis de fosfolipidos se llevd a cabo para las especies de
fosfatidilcolinas (PC), lisofosfatidilcolinas (LPC) y plasmalégenos. S6lo se han
representado aquellas especies que presentaban alglin tipo de cambio en alguno
de los 4 grupos de ratones analizados.

En higado se ha observado que las especies de menor peso molécular y
con cadenas de AGs mas cortas disminuyen con la dieta grasa mientras que las
especies con cadenas de AGs mas largas aumentan con la dieta grasa. La especie
38:3 es la Unica que disminuye en los ratones obesos tratados con AAV-hCPT1AM

respecto a sus controles (figura 43C).
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Figura 43. Andlisis de fosfatidilcolinas en higado. A) Valores totales de fosfatidilcolinas en
higado. B) Fracciones de fosfatidilcolinas en higado. C) Fracciones de fosfatidilcolinas en higado.

n=4-6. *P<0,05. #P<0,01. $P<0,001. NCD: Normal Chow Diet y HFD: High Fat Diet.

En suero se observa una disminucién de algunas de las especies mas
abundantes como 32:0 36:3 y 38:3 (figura 44). Es interesante destacar que la
especie 38:3 disminuye tanto en higado como en suero siendo esta una buena

candidata a ser considerada un futuro biomarcador.

139



[J NcD/GFP
[ NCD/hCPT1AM
Il HFD/GFP
Hl HFD/hCPT1AM
A B
B 1500
e
1 -
600000 E
- §1000
H § [
3
E < 500
< 200000 £ $
E a i
e ] —t—
0 T -
0
O < < O
\0«‘2 K \(f o ﬁ,‘z & & o2
B & & & P o » N
A & ¥ «©
&° o
™ B
Cc
75000 7
e F
! s
600001 e A s
# S
i U P e
< 45000 - . Sy
T 300004
2
: I |
> 15000
S 15000
o
: #
o
£ 10000
e« e s
e i " R iy
50001 . =y = i
0 Ll | | L L
<

< < < < < 2 < < < < PASENE AR MO MY A A AP 0
KN IS o S N K » K N o 53 > B3 > o © > s

Figura 44. Analisis de fosfatidilcolinas en suero. A) Valores totales de fosfatidilcolinas en
suero. B) Fracciones de fosfatidilcolinas en suero. C) Fracciones de fosfatidilcolinas en suero. n=4-

6.*P<0,05. #P<0,01. $P<0,001. NCD: Normal Chow Diet y HFD: High Fat Diet.

El andlisis de las especies de LPCs en higado mostré un aumento con
dieta grasa de dos de las especies 16:0 y 18:0 que fueron revertidos en los ratones
que expresan hCPT1AM (figura 45C y D). En cambio en suero estos cambios no se

observan (figura 45A y B).
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Figura 45. Anadlisis de lisofosfatidilcolinas en suero y higado. A) Valores totales de

lisofosfatidilcolinas en suero. B) Fracciones de lisofosfatidilcolinas en suero. C) Valores totales de

lisofosfatidilcolinas en higado. D) Fracciones de lisofosfatidilcolinas en higado. n=4-6. *P<0,05.

#P<0,01.%P<0,001. NCD: Normal Chow Diet y HFD: High Fat Diet.

En el andlisis de los esfingolipidos pudimos observar tal com esta

descrito que con la dieta grasa se produce el aumento de ceramidas con respecto

a los ratones con dieta control. Cabe destacar que en higado las especies 16:0,

18:0, 20:0, 22:0, 22:1 y 24:2 mostraron una disminucién en los ratones obesos

tratados con AAV-CPT1AM respecto a sus controles (figura 46). En suero también

mejoraron las especies de Cer 18:0, 20:0, 22:1 and 24:2, pudiéndose considerar

todas ellas posibles biomarcadores en un futuro (figura 47).
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Figura 46. Analisis de las ceramidas en higado. A) Valores totales de ceramidas en higado. B)
Fracciones de ceramidas en higado. n=4-6. *P<0,05. #P<0,01. $P<0,001. NCD: Normal Chow Diet y
HFD: High Fat Diet.
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Figura 47. Analisis de las ceramidas en suero. A) Valores totales de ceramidas en suero. B)
Fracciones de ceramidas en suero. n=4-6. *P<0,05. #P<0,01. $P<0,001. NCD: Normal Chow Diet y
HFD: High Fat Diet.
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El andlisis de las dihidroceramidas (DHCer) en higado (figura 48C y D)
no se observaron cambios significativos en las DHCer totales, solamente en la
DHCer 22:0 se observo una reducciéon en los ratones obesos tratados con AAV-
hCPT1A con respecto a los ratones obesos control. En suero (figura 48A y B) las
especies 20:0 y 24:0 se muestran disminuidas en los animales obesos tratados con

hCPT1AM respecto a los ratones obesos control.
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Figura 48. Analisis de dihidroceramidas en suero y higado. A) Valores totales de
dihidroceramidas en suero. B) Fracciones de dihidroceramidas en suero. C) Valores totales de
dihidroceramidas en higado. D) Fracciones de dihidroceramidas en higado. n=4-6. *P<0,05.

#P<0,01.%P<0,001. NCD: Normal Chow Diet y HFD: High Fat Diet.

En el analisis de las esfingomielinas no hemos observado cambios
significativos en las esfingomielinas totales en suero ni en higado (figura 49A y C).
En cuanto a las especies hemos observado que la esfingomielina 20:0 estaria
disminuida tanto en higado como en suero de los ratones obesos tratados con
AAV-CPT1AM respecto a los ratones obesos control que la tienen aumentada

debido a la dieta grasa (figura 49B y C).
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Figura 49. Andlisis de esfingomielinas en suero y higado. A) Valores totales de esfingomielinas
en suero. B) Fracciones de esfingomielinas en suero. C) Valores totales de esfingomielinas en
higado. D) Fracciones de esfingomielinas en higado. n=4-6. *P<0,05. #P<0,01. $P<0,001. NCD:
Normal Chow Diet y HFD: High Fat Diet.

4.16 Estudio del metabolismo del colesterol

El higado es un érgano clave implicado en la regulaciéon del metabolismo
del colesterol y adquiere el colesterol proveniente de la sintesis de novo y de todas
las clases de lipoproteinas plasmaticas ©1. El andlisis de la sintesis de novo se llevd
a acabo mediante la medicion de los niveles de mensajeros del enzima clave de la
via la HMG-CoA reductasa. No se observé ningdn cambio en los niveles de
mensajeros de este enzima en ninguno de los cuatro grupos de animales (datos no
mostrados) indicando que no habia cambios en al sintesis de novo.

Dado que los niveles de colesterol total y de colesterol unido a LDLs en
sangre estaban disminuidos en los ratones obesos tratados con AAV-hCPT1AM
respecto a los ratones obesos control (Tablal) se procedié al andlisis de los
receptores de las lipoproteinas plasmaticas: de LDLr (receptor de lipoproteina de
baja densidad), VLDLr (receptor de proteina de muy baja densidad) y LRP1
(proteina relacionada con el receptor de lipoproteina de baja densidad 1) para

determinar la causa de la mejora de los niveles de colesterol. Este estudio se llevo
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a cabo en colaboracion con el grupo de la Dra. Vicenta Llorente-Cortés (Institut
Catala de Ciencies Cardiovasculars (ICCC), Hospital Santa Creu i Sant Pau,
Barcelona). En la figura 50A y B se observa que el aumento inducido por la dieta
grasa de los niveles de LDLr se revierte en los animales con sobreexpresion de
hCPT1AM. No se observan cambios significativos en los niveles de VLDLr y LRP1.
Esto sugiere que restablecemos el metabolismo del colesterol en los animales

tratados con HFD-hCPT1AM.
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Figura 50. Analisis por WB de los niveles de proteina de los receptores de LDL, VLDL y LPR1

Proteina LRP1 (U.A)

en higado. A) Niveles de LDLr en extractos proteicos totales (40pug) de higado. B) Cuantificacién
del WB de LDLr utilizando como normalizador la (-actina. C) Niveles de VLDLr y LRP1 en
extractos proteicos totales (40ug) de higado. D) Cuantificacién del WB de LRP1 utilizando como
normalizador la B-actina. n=6. *P<0,05. **P<0,01. NCD: Normal Chow Diet y HFD: High Fat Diet. Se
normaliza tomando el valor de 1 en los animales infectados con los virus AAV-GFP y alimentados

con la dieta control.

También analizamos la exportacién en el higado de TG y colesterol. El
exceso de lipidos se puede acumular en el higado en forma de TG y colesterol o se
exportan ambos a la sangre en forma de VLDL. Para evaluar la exportaciéon de
VLDL por parte del higado se analizaron los niveles de mRNA de la proteina de
transporte de TG microsomal (MTP), proteina necesaria para la formacién y
secrecion de la ApoB. Tal y como se muestra en la figura 51A los niveles de mRNA

de la MTP de los animales que expresan la GFP alimentados con dieta grasa se
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encuentran 1,53 veces disminuidos respecto al grupo de animales con dieta
control. Sin embargo la sobreexpresion de hCPT1AM no revierte esos efectos. En
cambio si que se observé una reversion de los efectos de la dieta grasa en los
niveles de mRNAs de los transportadores ABC, que son una familia de proteinas
integrales de membrana que transportan activamente una variedad de pequefias
moléculas a través de la membrana de las células, al sobreexpresar la hCPT1AM.
Asi se observa en la figura 51B y C. Los niveles de mRNAs disminuidos en 1,59,
1,88 y para ABCA1 y ABCG5 en los animales con dieta grasa se recuperaron
practicamente en los animales que sobreexpresaban la hCPT1AM. Los animales
tratados con AVV-hCPT1AM presentan un incremento de 1,87 veces en los niveles
de ABCG8 comparados con el grupo GFP alimentado con dieta grasa. En los
animales tratados con AAV-GFP no se observaron diferencias entre las dietas
(figura 51D).
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Figura 51. Andlisis por PCR a tiempo real de la alteracion de diferentes genes implicados en
el flujo del colesterol. Se determinaron los niveles de mRNA de A) MTP, B) ABCA1, C) ABCG5 y
D) ABCG8. n=6. *P<0,05. **P<0,01. ***P<0,001. NCD: Normal Chow Diet y HFD: High Fat Diet. Se
normaliza tomando el valor de 1 en los animales infectados con los virus AAV-GFP y alimentados

con la dieta control.
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Los estudios de lipidémica sobre las 38 especies de CE en higado y en
suero mostraron un aumento en su conjunto en los ratones obesos control y con
una tendencia aunque no signioficativa a disminuir en los ratones obesos tratados
con AAV-hCPT1A. De las 38 especies analizadas se muestran en las figuras 52 y 53
solo aquellas especies que presentaron algun tipo de cambio entre los 4 grupos.
Ninguna de ellas disminuy6 de forma significativa en los ratones obesos tratados

con AAV-hCPT1A respecto a sus controles obesos.
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Figura 52. Analisis de los CE en higado. A) Concentracién total de las 38 especies de CE
analizadas. B) Anadlisis de las concentraciones de las espécies de CE mas abundantes en higado.

n=4-6. *P<0,05. #P<0,01. $P<0,001. NCD: Normal Chow Diet y HFD: High Fat Diet.
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Figura 53. Analisis de los CE en suero. A) Concentraciéon total de las 38 especies de CE
analizadas. B) Analisis de las concentraciones de las espécies de CE poco abundantes en higado. C)
Andlisis de las concentraciones de las espécies de CE mas abundantes en higado. n=4-6. *P<0,05.

#P<0,01.5P<0,001. NCD: Normal Chow Diet y HFD: High Fat Diet.

4.17 Resistencia hepatica a la insulina y metabolismo de la glucosa

La obesidad y el sobrepeso se caracterizan por una acumulacién ectépica
del exceso de las grasas y ademdas son un factor de riesgo que promueven el
desarrollo de la resistencia a la insulina y la DM2. Esta acumulacién de las grasas
en las células produce una alteracion o pérdida de la sefializacion de la insulina en
los diferentes tejidos afectados. Para ello se evalu6 cudl era el efecto del aumento
de la B-oxidacion en el higado sobre la sefializacion de la insulina en este tejido
(figura 54).

Se analizé mediante WB (figura 54A) la Akt total y la Akt fosforilada (pAkt)
como indicador de la sensibilidad a la insulina en los hepatocitos obtenidos tal
como se ha descrito anteriormente y tratados con 100nM de insulina. Los
resultados muestran que una ingesta diaria de la dieta grasa a lo largo de 18
semanas en el grupo HFD-GFP reduce los niveles de pAkt estimulados por insulina

en 5,63 veces respecto a los animales alimentados con la dieta control NCD-GFP.
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La sobreexpresion de hCPT1AM en los animales con dieta grasa revierte en parte
dicha inhibicién. No se observaron cambios en los niveles de fosforilacion de Akt
estimulada por insulina en los hepatocitos provenientes de animales con dieta

control tratados con ambos tipos de virus.
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Figura 54. Andlisis de los niveles de proteina Akt y Akt fosforilada (pAkt) en hepatocitos. A)
WB representativo de los niveles de Akt y pAkt en extractos totales (40ug) de proteina de
hepatocitos tratados con 100nM de insulina. B) Cuantificacién del WB de pAkt utilizando como
normalizador la cantidad de la Akt total. Muestras tomadas a las 26 semanas de edad que
corresponde a 9 semanas después del tratamiento con los virus. n=3. *P<0,05. ***P<0,001. NCD:
Normal Chow Diet y HFD: High Fat Diet. Se normaliza tomando el valor de 1 en los animales

infectados con los virus AAV-GFP y alimentados con la dieta control.

De estos resultados se puede concluir que la sobreexpresién de la
hCPT1AM en el higado de ratones es capaz de revertir parcialmente la resistencia
a la insulina inducida por la ingesta diaria de grasas a largo plazo.

Estd descrito que la ingesta periddica de una dieta grasa en ratones es
capaz de alterar el metabolismo de la glucosa presentando un aumento de las vias
gluconeogenicas y glucoliticas. Para evaluar el estado de estas vias se determiné y
cuantificé los niveles de mRNA por PCR a tiempo real de varios genes como la
glucosa-6-fosfatasa (G6P) y la fosfoenolpiruvato carboxiquinasa (PEPCK) que son
claves en las rutas de la gluconeogénesis, asi como la piruvato quinasa
deshidrogenasa 4 (PDK4) que es indicativo del estado de la via glucolitica. Estos
estudios se llevaron a cabo en el sacrificio y con un ayuno de 6h.

En la figura 55 se observa como la dieta grasa produce un descenso de 3,18
veces los niveles de mRNA de la G6P (Figura 55A). En cuanto al otro enzima clave
de la ruta gluconeogénica, la PEPCK, se observa también una disminuciéon de 4,63
veces de sus niveles de mRNA en los animales alimentados con dieta grasa

respecto a los de dieta control. En los animales tratados con AAV-hCPT1AM se
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observé un aumento de 2,59 veces de los niveles de mRNA respecto a sus
controles HFD-GFP (figrua 55B) indicando una activacién de la via gluconeogénica
reprimida con la dieta grasa. A continuacion se analizaron los niveles de mRNA de
la PDK-4 como indicador de la actividad de la via glucolitica. Si bien en este caso
no se observo un cambio significativo en los niveles de mRNA inducidos por dieta
grasa si que se observo una disminucion de 1,69 veces de los niveles de mRNA en
los animales tratados con hCPT1AM con respecto a sus controles HFD-GFP (figura
550).

Seguidamente se analizaron los niveles de mRNA del GLUT2Z que es el
transportador de glucosa mayoritario presente en el higado, como indicador de la
captacién de glucosa por parte del higado (55D). En este caso se observa una
disminucién significativa de 1,54 veces en los niveles de mRNA de GLUT2 en los
animales con HFD-GFP cuando comparados con el grupo NCD-GFP. Se observa
una tendencia de reversion no significativa en los animales tratados con HFD-
hCPT1AM cuando comparados con su grupo control. Todos estos resultados
sugieren que la gluconeogénesis hepatica esta disminuida a las 6h después de la

ingesta en los animales con dieta grasa.
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Figura 55. Andlisis por PCR a tiempo real de la alteracion de diferentes genes implicados en
el metabolismo de la glucosa. Se determinaron los niveles de mRNA de A) G6P B) PEPCK ()
PDK4 y D) GLUT2. n=6. **P<0,01. ***P<0,001. NCD: Normal Chow Diet y HFD: High Fat Diet. Se
normaliza tomando el valor de 1 en los animales infectados con los virus AAV-GFP y alimentados

con la dieta control.
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Capitulo 5. DISCUSION
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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 aparicion. Por este motivo, entender los procesos fisiol6gicos y la regulacion
de la homeostasis energética es esencial en el desarrollo de terapias, no solo para

el tratamiento, sino para la prevencion de la obesidad y los trastornos asociados.

Existen claras evidencias de que una buena estrategia para tratar la
obesidad y la DM2 es incrementar farmacolégicamente o mediante terapia génica
la FAO. En nuestro grupo hemos comprobado que un incremento de la FAO
mejora la resistencia a la insulina mediante la reduccién de los niveles de lipidos
intracelulares en el higado 5. En cambio, el aumento de la FAO en el musculo se
ha asociado a una resistencia a la insulina en el musculo esquelético 204205 por

saturacion de la mitocondria producida por una FAO incompleta 206,

Los resultados presentados en este trabajo demuestran que el aumento del
flujo de AGs en las mitocondrias de higado mediante una sobreexpresion crénica
de la enzima clave de la $-oxidacion, la CPT1A, es capaz de revertir la obesidad y
la resistencia a la insulina inducida por la obesidad. Los efectos beneficiosos de la
transferencia génica de la hCPT1AM presentada en esta tesis se basan en tres
factores: 1) el uso de virus adenoasociados para la expresion de genes a largo
plazo, 2) escoger el higado como 6rgano diana para la reversion de la obesidad y
3) sobreexpresar la isoforma humana mutada de la CPT1A (hCPT1AM), la cual es
insensible a su inhibidor fisiolégico el malonil-CoA, como posible terapia en

humanos.

El higado es el érgano clave para la regulacion de la homeostasis
energética de todo el organismo. Controla y regula el metabolismo y la
homeostasis de grasas y de la glucosa. Ademas, es un érgano sensible a la insulina
y alteraciones en la cascada de sefializacién de la insulina conllevan al desarrollo
de resistencia a la insulina y a graves consecuencias para el balance energético y
en el metabolismo en general 207208, Asi pues, por su papel crucial en el control
del metabolismo se convierte en un érgano apropiado y clave como posible diana
para el tratamiento y/o terapia génica para combatir la obesidad y problemas

asociados con la resistencia a la insulina.
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Otra de las claves del éxito de este estudio es el uso de los virus
adenoasociados (AAV). Los AAVs son una muy buena herramienta como terapia
génica para la expresion de genes durante largos periodos de tiempo. Sus ventajas
se basan fundamentalmente en dos aspectos, por un lado, la capacidad que
muestran a la hora de expresar los genes insertados en el genoma de los virus a
largo plazo y por otra parte, la respuesta practicamente nula por parte del sistema
inmunitario del organismo que infectan 209210 En los udltimos 10 afios se ha
producido una explosién de la utilizacién de los AAVs como terapia génica

(clinicaltrials.gov). Ya se han utilizado en ensayos clinicos para estudiar posibles

tratamientos contra enfermedades del sistema nervioso central 177, distrofias
musculares 178, desérdenes retinales 179 'y el tratamiento para Ila
hipercolesterolemia 189,

Otro punto fundamental para la realizacion de esta tesis es la utilizacién de
la forma humana mutada de CPT1A, hCPT1AM. Tal y como hemos observado en
este trabajo y en un trabajo previo de master realizado en nuestro grupo 202, la
forma humana de la CPT1AM, al igual que la de rata es insensible a su inhibidor
fisiologico, el malonil-CoA. El malonil-CoA se obtiene principalmente de la glucosa
y es el primer intermediario en la sintesis de AGs. El hecho de que la presencia de
malonil-CoA no module la actividad de la hCPT1AM es clave para mantener un
transporte desregulado de AGs hacia la mitocondria para su posterior oxidacion.
Esto es importante en una situacién como la obesidad donde ademas de los altos
niveles de lipidos también hay altos niveles de glucosa, y por tanto de malonil-

CoA.

1. Analisis de la capacidad de AAV9 de transducir la expresion de la

isoforma CPT1AM humana en higado de ratones obesos

En nuestro grupo ya se habia demostrado en estudios previos que la
sobreexpresiéon de CPT1A de rata, utilizando como vector viral adenovirus, podia
aumentar la actividad CPT1 hasta 9 veces en células -pancredticas 162 y hasta 6
veces en células musculares 163, En 2008, Stefanovic-Racic M y col. 211 observaron
en hepatocitos en cultivo un aumento de actividad CPT1 de 3 veces respecto al
control, 24 horas después de haberlos infectado con adenovirus. En ratas, estos

mismos autores, obtenian un aumento de actividad CPT1 de 2 veces respecto al
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control 5 dias después de la administracién de los adenovirus. Posteriormente
Akkaoui y col. 212 observaron en hepatocitos de rata un aumento de actividad
CPT1 de 4,5 veces cuando sobreexpresaban CPT1A y de 1,6 veces cuando
sobreexpresaban CPT1AM tras la infeccion de los hepatocitos con adenovirus. En
los ultimos estudios realizados por nuestro grupo 165 en ratones obesos, el nivel
de proteina de CPT1, obtenida con la utilizacién del vector viral AAV serotipo 1
que dirigia la expresion de CPT1A o CPT1AM de rata, aumenté para ambas
isoformas 3 veces y la actividad 1,5 y 1,8 veces respectivamente con respecto a los
ratones alimentados con dieta control. Resultados similares fueron obtenidos en
un estudio realizado por Monsénégo y col. 213 en ratones obesos que expresaban
CPT1AM de rata mediante adenovirus. Todos estos resultados parecen indicar
que los niveles de proteina y actividad dependen en gran medida de la especie de
roedor, del tipo celular o tejido, de la eficiencia de transduccién del vector

utilizado y también de si el animal ha sido alimentado con dieta grasa.

En el presente estudio se eligi6 la utilizacién de la forma humana de la
CPT1A con el fin de dirigir nuestros esfuerzos hacia una posible terapia génica
para el tratamiento de la obesidad. En ningin estudio hasta este momento se
habia utilizado la isoforma humana de CPT1A y cabia la posibilidad de rechazo o
falta de actividad de dicha isoforma en raton. Nuestros resultados muestran que
una dosis de virus de 7,5x1012 gc/kg similar a la utilizada en el estudio anterior de
Orellana-Gavalda y col. 16> producia un aumento en los niveles de proteina de 6,2
veces en el higado de los ratones con dieta control y de 2,2 veces en los ratones
obesos respecto a sus respectivos controles. Este importante aumento de los
niveles de proteina indicaba una mayor eficiencia de transduccién de los AAV con
serotipo 9 utilizados en el presente estudio y que result6 ser de un 80%, respecto
a la que presentaba el AAV de serotipo 1 (eficiencia de transduccion del 30%)
utilizado en el estudio anterior 165 Sorprendentemente, los niveles tan altos de
proteina hCPT1AM no se correspondieron con los de actividad CPT1 esperados.
La menor actividad CPT1 podia ser debida a una expresiéon exagerada de la
proteina para el nimero de mitocondrias y a una reduccién del espacio disponible
en la membrana exterior de las mitocondrias, donde la CPT1 necesita un correcto
anclaje para un adecuado funcionamiento. También podria ser que la isoforma

humana de CPT1AM fuera menos activa que la de rata. A pesar de esta falta de
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actividad de CPT1 medida en mitocondrias aisladas de los higados de los distintos
grupos de animales si que se observé un aumento de la capacidad oxidativa de
oleato en cultivos primarios de hepatocitos aislados de los ratones que
expresaban hCPT1AM respecto a sus controles. A pesar del incremento de FAO,
no se observé ninguna mejora del fenotipo obeso. Al contrario de lo esperado, los
niveles de glucosa e insulina en sangre tras 14h de ayuno aumentaron
notablemente en los ratones obesos tratados con hCPT1AM. Todo ello nos hizo

pensar en un posible efecto de sobre dosis.

La busqueda de la dosis adecuada para la reversion de la obesidad nos
llev6 a analizar 5 dosis todas ellas menores de la ensayada inicialmente. De las 5
dosis de AAV9-hCPT1AM analizadas la dosis de 1,5x1012 gc/kg, 5 veces inferior a
la primera dosis ensayada que fue de 7,5x101% gc/kg fue la mas efectiva. Dicha
dosis produjo una reversién de los parametros séricos de glucosa e insulina, una
pérdida de peso y una disminucién de la esteatosis hepatica en los ratones obesos
tras 8 semanas de tratamiento. A partir de ahi los nuevos experimentos se

disefiaron administrando la dosis elegida.

La expresion de la isoforma hCPT1AM con la dosis de 1,5x1012 gc/kg en
los animales alimentados con dieta grasa, aumenté los niveles de proteina y de
actividad en un 67 y 42%, respectivamente, respecto a los ratones obesos control.
En cuanto a la capacidad de FAO medida en cultivos primarios de hepatocitos, no
se observo un aumento significativo en los niveles de CO; detectados, en cambio si
se aprecia un aumento significativo en los niveles de ASPs. En los niveles de
oxidacion total de oleato hemos observado que la sobreexpresion de hCPT1AM
aumenta significativamente los niveles en ambos grupos. Es posible que por la
dificultad de la técnica no se acabe de ver un aumento significativo en los niveles
de CO2 pero la existencia de un aumento significativo de los ASPs, especies
solubles no oxidadas totalmente, formadas por intermediarios del ciclo de Krebs,
acetil-CoA y acil-carnitina nos corrobora este aumento del flujo de acil-CoA hacia
el interior de la mitocondria. Ademas, el aumento de los niveles de cuerpos
cetonicos y de formaciéon de ATP, productos derivados de un mayor flujo de
entrada de AGs a la mitocondria, en el higado de los animales que expresan

hCPT1AM confirma también la aumentada actividad del enzima.
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2. Elaumento de la FAO en el higado mejora el fenotipo obeso

2.1 Peso

Uno de los principales éxitos de nuestra terapia es que los ratones obesos
tratados con el virus AAV-hCPT1AM muestran una menor ganancia de peso
debida al consumo de dieta grasa a partir de 3 semanas de tratamiento con los
AAV-hCPT1AM y que persiste hasta la finalizacion del experimento. Estos
resultados mejoran los resultados obtenidos anteriormente por nuestro grupo 165
en los que no se pudo obtener una reversion del fenotipo obeso, pero si una
prevencién. También mejora los obtenidos por otros grupos como Monsénégo y
col. 214 que al utilizar como vectores viricos los adenovirus para la expresion de
CPT1AM de rata no les permitié realizar experimentos a largo plazo y ver su
efecto en el peso. Nuestros resultados concuerdan con otras aproximaciones en
las que se actiia sobre otros genes en las que se promueve la FAO 215 o la
dispacién de energia 216, En el primer estudio realizado por el grupo de Newgard
et al. 215, obtuvieron una reduccion significativa de peso del 11% en sélo 5 dias de
tratamiento de ratas alimentadas con dieta grasa. Estas ratas fueron tratadas con
Ad que sobreexpresaban la MCD. La MCD metaboliza el malonil-CoA produciendo
asi un aumento de la FAO en higado. A pesar del éxito del tratamiento los autores
no realizan determinaciones a largo plazo. Otra estrategia alternativa basada en la
disipacién de energia fue la llevada a cabo Ishigaki Y y col. 216, Estos autores
sobreexpresan UCP1 en higado mediante adenovirus, esto dié lugar a una
reduccion significativa en el peso de los ratones tratados en un 12% durante los
12 primeros dias de tratamiento, sin embargo esta reduccién no se mantuvo en

los 15 dias que durd el experimento.

La reduccién en el peso de los animales que sobreexpresan la hCPT1AM
tras ingerir durante 16 semanas una dieta rica en grasas tiene un efecto directo
sobre el metabolismo de estos animales, ya que muestran niveles séricos de
insulina y de glucosa substancialmente menores que los ratones obesos control y
también una notable mejora en el GTT. De esta manera, nuestros resultados
mejoran los presentados por Stefanovic-Racic y col.211 en el que se inyectaban Ad-
CPT1A en ratas alimentadas con dieta grasa durante 1 semana y los presentados

por Savage DB y col. 217, en el que aumentan indirectamente la FAO inhibiendo la
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ACCly la ACC2 en ratas alimentadas con dieta grasa, en ambos no obtienen
cambios significativos ni en los niveles de glucosa ni en los niveles de insulina.
Finalmente, respecto al trabajo de Ishigaki Y y col.216 los ratones alimentados con
dieta grasa y que sobreexpresan UCP1 no muestran cambios en los niveles de
insulina y si una mejora en el GTT, aunque sé6lo 7 dias después de la
administracion virica pero no a los 14 dias, lo cual indica una mejora transitoria.
Por tanto, la sobreexpresién de hCPT1AM mediante virus adenoasociados es una

buena herramienta para la reduccion del peso a largo plazo.

2.2 Normalizacion de la seializacion de la insulina en higado

La acumulacién lipidica en el higado se ha asociado comtinmente con la
induccién de la resistencia a la insulina pero queda por discernir si dicha
acumulacién de grasas es la causa o la consecuencia de la resistencia a la insulina
o de ambas. Son multiples los trabajos y revisiones donde se ha descrito como la
acumulacién de DAG induce la resistencia a la insulina mediante la activacién de
las distintas isoformas de PKC (& and €) que alteran el normal funcionamiento del
receptor de la insulina 10156208218 ]a5 ceramidas son lipidos bioactivos que
también se han visto implicados en la resistencia a la insulina 109.219.220,

Ademas, se ha descrito que la pérdida de sensibilidad a la insulina inducida
por AGs es producida a través de la inhibicién de la actividad de la Akt 221,
proteina clave en la accién de la insulina sobre el transporte de la glucosa y la
sintesis de glucoégeno. Otros estudios en cambio, han demostrado que la
resistencia a la insulina asociada a la acumulacién lipidica en el higado no estaria
provocada por la acumulacién de AGs o por TG 222223, M&s recientemente estudios
en roedores y en humanos ponen en tela de juicio que las ceramidas estén
implicadas en la resistencia hepatica de la insulina 224225,

En nuestro estudio observamos una recuperaciéon de la Akt fosforilada en
el higado, indicando una mejora de la cascada de sefializacién de la insulina en
este tejido debido a la sobreexpresion de la hCPT1AM. Una de las explicaciones de
por qué mejora la sensibilidad a la insulina en nuestros animales puede estar en la
disminucién en los niveles de TG del higado y también, en una disminucion de los
niveles de intermediarios lipidicos como DAG y ceramidas u otras espécies

lipidicas tal y como se puede observar en nuestro estudio de lipidéomica y en el
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estudio histolégico del higado donde se aprecia una reduccién severa en el
contenido lipidico del higado en los animales tratados con los virus AAV-
hCPT1AM.

En los trabajos de Stefanovic-Racic M y col. 211 en ratas o el de Akkaoui M y
col.164 hecho en hepatocitos mediante el aumento de la expresién de CPT1A y/o
CPT1AM no se describen evidencias claras de la mejora de la sensibilidad a la
insulina probablemente debido a que la duracién del estudio fue demasiado corta.
En el estudio de Savage DB y col. 217 ]a actividad de la Akt en el higado se ve
aumentada al doble en los animales alimentados con dieta grasa tratados con el
inhibidor de ACC1 y de ACC2 comparado con los animales control, sugiriendo una
mejora de la resistencia a la insulina debido al aumento de la FAO en el higado.
También en el trabajo presentado por An ] y col.21> con la sobreexpresion de la
MCD en higado se muestra una mejora de la fosforilacién de la Akt en el higado y
musculo debido al aumento de la FAO. En este trabajo, también se sugiere la idea
del uso de enzimas involucradas en el metabolismo lipidico y del higado como
posibles tratamientos antidiabéticos. En el trabajo de Monsénégo y col. 16¢ ]a
sobreexpresiéon de CPT1AM de rata también produjo una restauracién de la
sefializacion de la insulina, asi como una disminucion de los niveles de ceramidas,
DAG y FFA en higado, sin embargo no se observé ningin cambio a nivel
histolégico.

Un resultado curioso del trabajo de Ishigaki Y y col.21® con la
sobreexpresion de UCP1 es que a pesar de realizar una terapia génica dirigida en
el higado, s6lo muestra una mejora en la sensibilidad a la insulina por parte del
musculo, pero no aporta datos sobre la sensibilidad a la insulina en el higado. Este
resultado sin embargo, nos sugiere que una terapia dirigida al higado presenta un
efecto indirecto en el musculo. Aunque no lo hemos estudiado en el presente
trabajo tesis si que se estudié en el trabajo anterior del grupo de Orellana-

Gavalda y col.165 con resultados positivos.
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2.3 Mejora del metabolismo de la glucosa en ratones obesos debido al
aumento de la B-oxidacion

Tres son las vias claves a la hora de analizar el metabolismo hepatico de la
glucosa: 1) la produccién de glucosa, 2) la captacion de glucosa y 3) la oxidacién
de la glucosa hacia piruvato.

Nuestros resultados muestran una normalizacién de los niveles séricos de
glucosa tras 6 horas de ayuno en los ratones obesos que expresan hCPT1AM en
higado respecto a los ratones obesos control. A pesar de ello cuando analizamos la
expresion de genes implicados en la formaciéon hepatica de la glucosa como
G6Pasa y PEPCK éstos presentaban un patrén contrario a lo descrito en la
literatura 2°. En estados patolégicos como la DM2 o en condiciones de ingesta
continuada de dietas ricas en grasas, la via de la gluconeogénesis se ve activada en
el higado, aumentado los niveles de glucosa en sangre 226227, [,a disminucién de
los niveles de mensajeros de G6Pasa y de PEPCK observada en los ratones obesos
control de nuestro experimento podria ser debido a que estos fueron
determinados tras 6 horas de ayuno y no tras un ayuno mas prolongado como en
la mayoria de estudios. Se ha descrito que la produccién hepatica de glucosa tras
un ayuno de 4h vendria principalmente a partir de la degradacién de glucégeno,
aunque eso varia segun la cepa de ratén utilizada 228. Teniendo en cuenta que en
nuestro caso los ratones estan alimentados con una dieta grasa, es posible que los
genes de G6Pasa y PEPCK se mantengan reprimidos las primeras 6h de ayuno
debido ala presencia aun de glucégeno y nutrientes.

Por lo que se refiere a los niveles de mRNA del transportador de glucosa
GLUT2 indicador de la captacién de glucosa, se observé una disminucion en los
animales obesos control pero que no fue revertido en los ratones que expresan
hCPT1AM en higado.

Para analizar la via glucolitica nos centramos en el complejo de la piruvato
deshidrogenasa (PDC) que une la degradacién de la glucosa con el ciclo de Krebs
(TCA) mediante la descarboxilacién del piruvato. Un inhibidor del complejo de la
PDC es la PDK, que cuando estd aumentada reduce la oxidacién del piruvato por la
PDC. En el higado la supresién de la oxidacién del piruvato facilita la utilizacion

del piruvato disponible como precursor para la gluconeogénesis, mientras que la
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funcién de la FAO es abastecer de ATP la gluconeogénesis. Se ha descrito que la
supresion del complejo PDC es un desorden metabodlico presente en la diabetes
como consecuencia de una mala adaptacion del organismo 32. Este hecho
concuerda con nuestros resultados, que debido a la ingesta de dieta grasa en los
animales tratados con los virus AAV-GFP presentan niveles elevados de
mensajeros PDK4, que conduciria a una reduccién de la oxidaciéon de piruvato
procedente de glucosa, priorizando la utilizacién del piruvato para la sintesis de

glucosa y favoreciendo la FAO y aminoéacidos.

2.4 El aumento de la FAO en el higado disminuye la esteatosis hepatica y
mejora el metabolismo lipidico

En condiciones fisiolégicas la concentracion de TG en higado es baja ya
que la funcién principal de este 6rgano no es el acimulo de grasas, mas bien este
organo es el encargado del flujo de TG y AGs hacia la sangre en respuesta al ayuno
y la ingesta. En situaciones de exceso de energia se produce una acumulacién
hepatica en exceso de TG y de otras especies lipidicas téxicas que son los
principales causantes de la esteatosis hepatica y la inflamacién 25229, Tal y como
hemos observado en nuestros resultados, una reduccién en los niveles lipidicos
en el higado mediante la mobilizacién de los AGs a través de un aumento de FAO
puede ser una buena estrategia para la reversion de los desérdenes metabélicos
provocados por una acumulacién hepatica de lipidos.

Nuestros resultados van en la misma direcciéon que los presentados por
Stefanovic-Racic y col. 211 en el que se inyectaban Ad-CPT1A en ratas alimentadas
con dieta grasa durante 1 semana y al cabo de 6 dias analizaban el contenido de
TG del higado. En este trabajo observan una disminucién de los niveles de TG de 4
veces respecto a los animales tratados con el virus Ad--gal como grupo control.
En el estudio realizado por Savage DB y col. 217 en ratas alimentadas con dieta
grasa en las que aumentan indirectamente la FAO inhibiendo la ACC1ly la ACCZ,
también presentan una disminucién de TG en el higado de unas 2 veces y esto
supone una reduccion significativa de 1,3 veces en los niveles hepaticos de DAG.
En el trabajo de An ] et al. 215, el cual administran adenovirus para sobreexpresar
la MCD en ratas alimentadas con dieta grasa, produciendo un aumento de la FAO

mediante la disminucién en los niveles de malonil-CoA, muestran una reduccién
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de TG en el higado semejantes al del trabajo de Savage DB y col. 217. También en el
trabajo presentado por Ishigaki Y y col. 216 el cual aumenta la energia disipada en
el higado de ratones mediante la sobreexpresion de la UCP1 sélo se aprecia una
reduccién del 40% en el contenido los TG en higado. En este mismo sentido son
de destacar los recientes trabajos en modelos de ratas obesas en los que el uso de
productos desacoplantes mitocondriales como NEN (la sal de etanolamina de
niclosamida), fairmaco utilizado como antihelmintico 239 o el uso de derivados del
2,4 dinitrofenol de liberaciéon controlada (CRMP) producen una disminucién de
los niveles de TG, DAG y de la esteatosis hepatica. En cambio en el estudio
realizado por Monsénégo y col. 166 con ratones alimentados con dieta grasa
durante 20 semanas no se observaron cambios en la esteatosis hepatica tras la
sobreexpresion de la CPT1AM de rata probablemente debido a que este estudio se
llev6 a cabo 3 semanas después de la infecciébn con adenovirus, tiempo
insuficiente para visualizar una reducciéon masiva de de los lipidos acumulados en
el higado. En nuestro estudio, realizado con un tratamiento a mas largo plazo tras
11 semanas de dieta grasa, la disminucion en los niveles de TG ha sido similar al
del estudio de Ishigaki Y y col. 216 o de los agentes desacoplantes mitocondriales
obteniendo una disminucién de 38,75% de los niveles de TG respecto a los
ratones obesos control. Ademas esta reduccién lipidica es evidente tanto en el
estudio histologico del higado como en la valoraciéon del contenido lipidico
detectado por técnica del Oil Red en los cultivos de hepatocitos de los ratones
tratados con hCPT1AM. Todo ello indica que una FAO permanentemente
aumentada revierte masivamente la acumulacién hepatica de TG, DAG y otras
espécies lipidicas bioactivas tal como se ha observado en nuestro estudio de
lipidémica reduciendo notablemente la esteatosis hepatica y el peso del higado en
un 73% y de una normalizacién de los enzimas marcadores de dafio hepatico
como son las transaminasas.

Curiosamente, los animales de nuestro experimento, tratados con dieta
control y que expresan la hCPT1AM no muestran diferencias significativas en los
niveles de TG en el higado respecto a los niveles de los animales GFP control. Este
dato es muy interesante y de especial relevancia, ya que en estos animales que
expresan la hCPT1AM a pesar de presentar una mayor FAO, no presentan

aumento de los cuerpos ceténicos en el suero y mas formacién de ATP en el
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higado, y tampoco muestran cambios significativos en el peso. Este hecho apoya la
idea de que un aumento de la FAO en un estado no patolégico y con ingesta de
dieta control, no causaria ningin desorden metabdlico importante en el
organismo, al menos durante las 11 semanas de expresion de hCPT1AM en el que

se llevo a cabo el estudio.

2.5 El aumento de B-oxidacion de acidos grasos activa la lipélisis y la
autofagia y la disipacion de energia en ratones obesos

Los procesos celulares y vias metabdlicas implicados en la disminucién
de la esteatosis hepatica de los ratones obesos que expresan la hCPT1AM son: 1)
activacion de la lipélisis y la autofagia, 2) el direccionamiento del exceso de acetil-
CoA producido por la B-oxidaciéon hacia la formacién de cuerpos cetonicos 3)
aumento de la produccién de ATP y la disipacién de energia mediante un aumento

de la temperatura.

2.5.1 Lipolisis

Las PLINZ y PLIN5 son los dos miembros de la familia de PLINs
asociadas a los LDs y que recientemente se les ha atribuido un papel clave en la
regulacion de la lipolisis hepatica de los TG de las gotas lipidicas. Ambas proteinas
estdn aumentadas en higado en ratones alimentados con dieta grasa impidiendo
la accion de las lipasas en LDs y favoreciendo el acimulo de lipidos en los LDs y
asi evitando el efecto lipotoxico de las especies lipidicas como DAG, ceramidas y
otros derivados lipidicos 55231232, E] efecto antilipolitico de la PLIN5 se lleva a
cabo por la interaccién con las lipasas ATGL y HSL 233, La PLIN5 recluta el factor
CGI-58 (comparative gene identification) necesario para la accion lipolitica de la
ATGL en el LD 5458, En ratones con una deleccion en PLIN5 en higado muestran un
aumento de la lipdlisis 35. Una disminuciéon en los niveles de mensajeros y
proteina sobretodo en el caso de la PLIN5 serfan por tanto indicativos de una
mayor lipolisis. Nuestros resultados muestran que los ratones obesos que
expresan hCPT1AM han disminuido los niveles de mRNA y de proteina de ambas
PLIN2 y 5 indicando que un aumento en el flujo de los AGs hacia la mitocondria
promovido por la accién de la hCPT1AM es capaz de activar la lipélisis y producir

una reduccién importante de LDs.
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Estudios en roedores han mostrado que tres lipasas estarian implicadas en
la lipélisis: ATGL, HSP y MGL, siendo ATGL la implicada mayoritariamente en el
primer paso en la hidrdlisis de lipidos neutros como los TG. En higado la
sobreexpresion de ATGL 57234235 produce una disminucion del contenido en TG y
un aumento de FAO. Esto estd de acuerdo con los resultados obtenidos en
nuestros estudios en los que observamos un aumento de los niveles de
mensajeros de ATGL y HSL en los animales obesos y tratados con hCPT1AM, a
pesar de ello no pudimos observar los mismos cambios a nivel de proteina debido
a la gran variabilidad entre los ratones analizados. Los mismos resultados fueron
obtenidos al analizar los niveles de mensajeros de la MGL. En conjunto, todo ello
sugiere que la lipdlisis estaria mas activa en los animales obesos que expresan

hCPT1AM respecto a los animales obesos control.

2.5.2 Autofagia

La autofagia es un proceso celular que cada vez parece adquirir mas
importancia en la eliminacién de los depdsitos hepaticos de lipidos 236,
Recientemente Alexaki A. et al 237 han mostrado una asociacién entre una
deficiente autofagia y la acumulacion de especies lipidicas bioactivas como los
esfingolipidos y sus derivados, las ceramidas, conocidos efectores de la toxicidad
celular. Ademas también se ha demostrado en modelos genéticos de obesidad o
en los inducidos por una dieta grasa que la inhibicion de la autofagia va
acompafiada de un aumento de la inflamacién 23823% Nuestros resultados mostran
un acumulo de los niveles de proteina LC3 II y una disminucién de los niveles de
p62 indicando una autofagia aumentada en los ratones obesos que expresan
hCPT1AM respecto a sus controles obesos. Estos resultados ademas se
confirmaron al analizar estos mismos parametros en hepatocitos en cultivo
obtenidos de ratones obesos control que expresaban GFP y ratones obesos que
expresaban hCPT1AM y en presencia de un inhibidor de la autofagia, la
cloroquina. Todo ello sugiere que la autofagia seria un proceso implicado también
en la mobilizacién de los depésitos lipidicos y en la eliminacién de la esteatosis
hepatica observada en los ratones obesos que sobreexpresan hCPT1AM vy

alimentados con dieta grasa.
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2.5.3 Destinos del acetil-CoA

El aumento permanente de fluyjo de AGs hacia el interior de la
mitocondria causado por una mayor actividad CPT1 conlleva un a aumento de los
niveles de acetil-CoA intramitocondrial que puede tener varios destinos y que
ayudaran en parte al higado a desprenderse del surplus de energia producida por
su metabolismo: 1) formacién de cuerpos ceténicos 2) degradacién por el ciclo de
Krebs y formacion de ATP o disipacion de la energia por desacaplamiento de la
cadena de transporte electrénico y 3) exportacién de la mitocondria y formacion
de AGs.

Nuestros resultados muestran una activacion de la via cetogénica en los
ratones obesos tratados con AAV-hCPT1AM respecto a los ratones obesos control
tratados con AAV-GFP. Los ratones obesos que expresan hCPT1A presentan
aumentados los niveles de cuerpos ceténicos tanto en higado como en suero.
Estos resultados vienen corroborados por un mayor aumento de expresion
hepatica del enzima regulador de la via, la HMG-CoA sintasa mitocondrial 141,
Estos resultados van en la misma direccion que los obtenidos en estudios
anteriores tanto por nuestro grupo 240 como de otros 214, La exportaciéon de
cuerpos cetonicos hacia otros tejidos o bien su eliminacién en orina y respiracion
es una de la formas de eliminacién del higado de unidades sobrantes de carbono.

Otro de los destinos del acetil-CoA es su oxidacién total para la
produccion de ATP. Los ratones obesos que expresan hCPT1AM, debido a una
mayor (-oxidacion muestran, tal como cabia esperar, un aumento de los niveles
de ATP. Curiosamente este aumento no se observa en los ratones con dieta
control que expresan hCPT1AM. Ello puede ser debido a que una dieta grasa
conlleva un exceso de nutrientes que pueden ser oxidados cosa que no ocurriria
con una dieta control. Por otro lado, también hemos observado por termografia
infrarroja un aumento de la temperatura de los higados de los ratones
alimentados con dieta grasa que expresan hCPT1AM y que va acompanado de un
aumento de los niveles de proteina de UCP2. Todo ello indicaria que parte de la

energia producida por la oxidacion del acetil-CoA se disiparia en forma de calor.
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2.6 El aumento de fB-oxidacion de acidos grasos normaliza la lipogénesis
hepatica de novo en ratones obesos

En la lipogénesis de novo estan implicados varias vias metbélicas: 1) la
glucdlisis, productora de acetil-CoA para su posterior conversion a malonil-CoA,
sustrato de la sintesis de AGs, a través de los enzimas ACC1 y 2, 2) la biosintesis
de AGs catalizada por la FAS y seguida de su insaturacion por la SCD-1 y 3) la
formaciéon de TG cuyo marcador es la DGAT2. Nuestros resultados muestran una
disminucién importante en los niveles de mensajeros de estos genes en los
ratones obesos indicando una disminucién en la lipogénesis de novo debido en
parte al gran aporte de grasa proveniente de la dieta. Esto se puede explicar
porque en diferentes situaciones metabolicas el contenido de grasa hepatico que
proviene de la sintesis lipogénica de novo es de s6lo el 5 % de la grasa total 46,
Estos resultados concuerdan con algunos de los estudios en los que se ha
observado también una disminucion del flujo lipogénico en modelos de roedores
obesos e insulinoresistentes inducidos por dieta grasa 156:241-243, A pesar de ello
existe cierta controversia ya que otros autores o bien no han observado cambios
244 o bien han observado un aumento 245, En humanos en cambio hay mucho mas
consenso y en pacientes con NAFLD la lipogénesis de novo contribuye en un
aumento de entre 3 y 5 veces en el contenido hepatico de TG respecto a
individuos sanos 246247, Aunque algunos estudios apuntan a un cambio en el flujo
lipogénico dependiendo del momento y del estado nutricional del individuo 248

En cuanto a los ratones obesos que expresan la hCPT1AM la expresion de
los genes ACC1 y 2, FAS, SCD1 y DAGT se ve aumentada respecto a los ratones
obesos control indicando una normalizacién de la lipogénesis en estos animales

que adn siguen tomando dieta grasa.

2.7 Efecto de un aumento de la g-oxidacion en el metabolismo del colesterol

Una importante via de movilizacion de lipidos del higado es la
exportacién de TG, derivados lipidicos y colesterol mediante la formacién y
secrecion de VLDLs. Las VLDLs estdn por tanto implicadas tanto en el
metabolismo de TG como en el metabolismo del colesterol. En estados patologicos
como NAFLD y DM2 el proceso de exportaciéon de VLDL-TG esta aumentado

respondiendo probablemente a un efecto compensatorio a la acumulacion
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intracelular de TG. En pacientes con NAFLD se ha observado que hay un aumento
en el nimero de particulas de VLDL respecto a los individuos sanos y ademas
éstas presentan un mayor contenido en TG que las de los individuos sanos 8%. Apo
B100 y MTP son las proteinas claves en la formacién de VLDLs. Una
sobreexpresiéon de MTP en higado da lugar a un aumento en la producciéon
hepatica de VLDLs y al contrario, su deficiencia produce la disminucién de VLDLs
y esteatosis hepdatica 249250, Curiosamente, nuestros resultados muestran una
disminucién de los niveles de mensajeros de MTP en los animales obesos
indicando una menor exportacién de TG y otros derivados lipidicos y esta
disminucién no parece revertirse en los ratones obesos que expresan hCPT1AM.
Estos datos concuerdan con los niveles de TG en suero, los cuales no varian
independientemente de si los ratones expresan o no la hCPT1AM. Una posible
explicacion podria ser la hora del sacrificio de los animales tras haberlos
sometido a 6 horas de ayuno.

Hemos observado que los niveles aumentados de colesterol en sangre de
los ratones obesos alimentados con dieta grasa disminuyen en los ratones obesos
que expresan hCPT1AM. Los mecanismos que regulan la homeostasis del
colesterol son muy complejos y recientemente han sido ampliamente revisados
por Arguello y col. 2°1. El contenido de colesterol en el higado viene regulado por
diferentes vias: 1) la sintesis de novo y 2) la captacién a través de las distintas
clases de lipoproteinas plasmaticas, 3) la excrecién a través de VLDL o por uniéon
ABCA1 en las HDL nacientes 4) la excreciéon y captaciéon biliar (ABCG5/8) y
proteina NPC1L1 y 5) la sintesis de bilis. Nuestros resultados muestran que no
existen cambios en la sintesis de novo, pero si una disminucién de los niveles del
LDLr indicando una menor captacion de colesterol a través de las LDLs que a su
vez el nivel de colesterol ligado a ellas se encuentran disminuidos en suero de los
ratones obesos que expresan hCPT1AM. Por otro lado, las HDLs que reduce el
exceso de colesterol de los tejidos, estan levemente elevadas en suero de estos
animales. Su funcién depende en parte de su contenido de apo-Al, su principal
apolipoproteina. Esta apolipoproteina facilita la salida del exceso de fosfolipidos y
colesterol intracelular a través de mecanismos especificos que requieren
consumo de energia, a través de los transportadores ABCA1, G5 y G8. Se ha

descrito que la disminuciéon de estos transportadores daria lugar a una reduccion
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de la eliminacién de colesterol, a una acumulacién de lipidos y al desarrollo de
NAFLD en modelos de obesidad inducida por dieta 8291, Los niveles de mensajeros
de estas proteinas estdn completamente restaurados en los animales tratados con

hCPT1AM y alimentados con dieta grasa.

2.8 Efecto de un aumento de la B-oxidaciéon en las especies lipidicas de
higado y suero

En el higado se producen multiples cambios en el metabolismo lipidico en
estados patologicos como el NAFLD y NASH. Recientemente existe un gran interés
en conocer qué espécies lipidicas pueden estar implicadas en las alteraciones que
dan lugar a procesos inflamatorios, de estrés de ER y resistencia a la insulina
asociados con la obesidad, NAFLD y NASH. Varios son los estudios que han
analizado las distintas especies de DAG, colesterol, fosfolipidos, esfingolipidos
100,101,252,253  Otros han ido mas alld analizando incluso los cambios lipidicos
especificos asociados a la membrana mitocondrial que preceden la resistencia a la
insulina??. Mas recientemente se ha analizado incluso las oscilaciones temporales
de los contenidos de distintas espécies lipidicas en distintos organulos 254, Todo
ello aporta luz a la compleja regulacién del metabolismo lipidico. A pesar de ello
pocos son los estudios que hayan analizado los cambios de especies lipidicas en
situaciones en que se produce una intervencién para una mejora de la obesidad y
de la esteatosis hepatica. Especies que podrian ser indicativas de las vias mas
importantes a tratar y a su vez servir como biomarcadores. En un estudio
realizado por Shon y col. 255 en que ratones obesos inducidos por dieta grasa eran
tratados con un compuesto K-enriquecido con gingenosidos muestran que las
especies de TG en suero con un nimero total de carbonos (>50) serian indicativos
de una menor obesidad. Esto estd de acuerdo con nuestros resultados ya que
hemos observado que fundamentalmente las especies de TG con AGs de cadenas
mas largas e insaturadas como C50:1, C54:3, C54:4, C54:5 mostraron reducciones
significativas en suero en los ratones obesos que expresan hCPT1AM en higado.
Nuestros resultados no muestran cambios en los niveles de las especies de DAG
en suero. Sin embargo, si que observamos una masiva disminucién de
practicamente todas las especies analizadas de TG y DAG en higado de los ratones

obesos que expresan hCPT1AM respecto a sus controles obesos. Esto estaria de
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acuerdo con numerosos estudios recientemente revisados por Samuel y
Shulman?2%8 que indican que las distintas especies de DAG mas que los TG serian
las responsables de la lipotoxicidad y estarian implicadas en los mecanismos de
resistencia a la insulina a través de la activacion de varias isoformas de PKC. Por
tanto una masiva disminuciéon de DAG comportaria una mejora en la sefializaciéon
de la insulina tal como ocurre en nuestro estudio.

En cuanto a los otros lipidos neutros como los CE, si bien observamos un
aumento en higado y también en suero de algunas de las especies analizadas en
los ratones obesos, solo hemos podido detectar con la expresion de hCPT1AM
una tendencia a disminuir pero sin ser significativa en las especies mas
abundantes. Aunque cada vez mas estudios muestran que seria el FC el verdadero
implicado en la patogénesis de la esteatosis hepatica. Esta actuaria a través de
mecanismos que incluyen disfuncién mitocondrial, aumento de la produccién de
ROS e induciéon de estrés de RE y apoptosis ademas de activar procesos
inflamatorios 2°1,

Otros agentes considerados lipot6xicos son los esfingolipidos y entre ellos
cabe destacar las ceramidas como promotores de estrés de ER y resistencia a la
insulina 111, Nuestro estudio ha mostrado una reduccién significativa de algunas
especies de ceramidas como C16:0, C18:0, C20:0, C22:0, C22:1 y C24:2 en el
higado de los ratones obesos tratados con hCPT1AM. Esto implicaria una mejora
de los mecanismos de apoptosis propiciados por las especies de ceramidas C16 y
C18 y una reduccion en la resistencia a la insulina por las especies de ceramidas
C24 256, En suero las especies disminuidas son las de largas cadenas C22 y C24
indicando que podrian tener un papel clave en la reduccién en la resistencia a la
insulina en otros érganos distintos del higado y que no se han analizado en este
estudio. Las dihidroceramidas de estas mismas longitudes de cadenas carbonadas
son también las que han presentado reducciones significativas en suero y en
higado indicando su posible intervencién en los mecanismos de resistencia a la
insulina, aunque deberian llevarse a cabo nuevos estudios dirigidos a analizar las
vias metabolicas de estas espécies para ver qué grado de implicacién tienen en el
proceso de la insulinoresistencia.

Los fosfolipidos son otros de los componentes lipidicos que recientemente

se han estudiado como posibles implicados en la en la patogénesis de la esteatosis
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hepatica y su progresion a NASH 257, Nuestros resultados muestran un aumento
con la dieta grasa de algunas espécies de LPC y PC en los ratones obesos pero lo
que cabe destacar de nuestros resultados es que la especie C38:3 muestra una
reduccion significativa tanto en higago como en suero, lo que podria servir como
futuro marcador de la patogénesis de la esteatosis hepatica y de la obesidad.

En este trabajo presentamos una estrategia eficiente para revertir el
fenotipo obeso, disminuir la acumulacién lipidica en el higado y mejorar la
esteatosis hepatica y la resistencia a la insulina asociada a la obesidad. Esto se ha
conseguido gracias al uso de virus adenoasociados, capaces de incrementar
crénicamente y a largo plazo la FAO mediante la expresién de la hCPT1AM, forma

insensible al malonil-CoA.
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. La expresion de la forma humana de CPT1AM mediada por AAV9
especificamente en el higado de ratones obesos inyectados por la vena de
la cola, nos ha permitido obtener un aumento del 42% de la actividad

CPT1 y un aumento de la FAO del 32%.

. Los ratones obesos que expresan la hCPT1AM en higado muestran una
menor ganancia de peso que los animales obesos control. La
administracion de los AAV-hCPT1AM no provoca cambios en los pesos de

los ratones alimentados con dieta control.

. La expresiéon de hCPT1AM en higado de ratones alimentados con dieta
grasa normaliza los niveles de glucosa e insulina en sangre y mejora la

sefializacion de la insulina en higado.

. El aumento de FAO en higado causado por la expresiéon de hCPT1AM
conlleva a un aumento en la produccién de ATP, la disipacién de energia y
la produccién de cuerpos ceténicos en higado de los ratones tratados con

dieta grasa.

. Los ratones alimentados con dieta grasa que expresan la hCPT1AM
mejoran la esteatosis hepatica respecto a los ratones obesos control. Esto
se ve avalado por el estudio de lipidémica que muestra una disminucién

masiva en muchas de las especies de TG y DAG.

El estudio de lipidémica ha permitido identificar en suero las especies de
TGs con un contenido en AGs de mayor longitud de cadena como 50:1,
54:5, 54:4 e 54:3 y la especie de fosfatidilcolina 38:3 como posibles

biomarcadores de la mejora de la esteatosis hepatica.

. Los procesos celulares de lipdlisis y autofagia aumentan en higado de
ratones obesos tratados con hCPT1AM, lo que sugiere que pueden ser
mecanismos implicados en la mejora de la esteatosis hepatica en estos

animales.
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Excess of saturated free fatty acids, such as palmitic acid (PA), in hepatocytes has been implicated in
nonalcoholic fatty liver disease. a-Lipoic acid (LA) is an antioxidant that protects against oxidative stress
conditions. We have investigated the effects of LA in the early activation of oxidative and endoplasmic
reticulum stress, lipid accumulation, and Nrf2-mediated antioxidant defenses in hepatocytes treated
with PA or in rats fed a high-fat diet. In primary human hepatocytes, a lipotoxic concentration of PA
triggered endoplasmic reticulum stress, induced the apoptotic transcription factor CHOP, and increased
the percentage of apoptotic cells. Cotreatment with LA prevented these effects. Similar results were
found in mouse hepatocytes in which LA attenuated PA-mediated activation of caspase 3 and reduced
lipid accumulation by decreasing PA uptake and increasing fatty acid oxidation and lipophagy, thereby
preventing lipoapoptosis. Moreover, LA augmented the proliferation capacity of hepatocytes after PA
challenge. Antioxidant effects of LA ameliorated reactive oxygen species production and endoplasmic
reticulum stress and protected against mitochondrial apoptosis in hepatocytes treated with PA.
Cotreatment with PA and LA induced an early nuclear translocation of Nrf2 and activated antioxidant
enzymes, whereas reduction of Nrf2 by siRNA abolished the benefit of LA on PA-induced lipoapoptosis.
Importantly, posttreatment with LA reversed the established damage induced by PA in hepatocytes, as
well as preventing obesity-induced oxidative stress and lipoapoptosis in rat liver. In conclusion, our work
has revealed that in hepatocytes, Nrf2 is an essential early player in the rescue of oxidative stress by LA
leading to protection against PA-mediated lipoapoptosis.

© 2015 Elsevier Inc. All rights reserved.

Nonalcoholic fatty liver disease (NAFLD)? is highly prevalent in
Western countries and commonly accompanies some other clinical
features of metabolic syndrome such as type 2 diabetes mellitus
(T2DM), obesity, and dyslipidemia [1]. This disease is characterized

Abbreviations: ER, endoplasmic reticulum; FFA, free fatty acid; HFD, high-fat diet;
IRS, insulin receptor substrate; LA, a-lipoic acid; NAFLD, nonalcoholic fatty liver
disease; NASH, nonalcoholic steatohepatitis; PA, palmitic acid
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by accumulation of fat in the liver and encompasses a wide spectrum
of liver disorders, ranging from benign simple steatosis to steatohe-
patitis [2]. Nonalcoholic steatohepatitis (NASH), which represents
5-10% of NAFLDs, is associated with hepatic inflammation, as well as
with hepatocyte damage and various degrees of fibrosis. NASH can
ultimately lead to cirrhosis, chronic liver disease with portal hyper-
tension, liver failure, and hepatocellular carcinoma (HCC) [3,4].
Failure of the hepatocyte to metabolize free fatty acid (FFA)
excess, particularly long-chain saturated FFAs such as palmitic acid
(PA), by converting them into triglycerides (TGs) is associated with
increased risk for hepatocyte lipoapoptosis, a cardinal pathogenic
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feature of NASH [5,6]. The molecular mechanisms involved in FFA-
induced toxicity have yet to be completely defined, but recent
compelling data suggest that hepatocyte lipoapoptosis mainly
arises from FFA-induced lipotoxic stress of intracellular organelles,
in particular the mitochondria and endoplasmic reticulum (ER) [7].

Regarding mitochondria, FFA overload increases [-oxidation,
resulting in an excessive number of electrons and the generation
of mitochondrial reactive oxygen species (ROS). On the other
hand, Yuzefovych and co-workers demonstrated that PA induces
damage to mitochondrial DNA and increases superoxide produc-
tion and drop in ATP production by causing aberrant respiratory
complex formation [8,9]. Both factors contribute to establishing a
vicious cycle that activates the induction of apoptosis (intrinsic
apoptosis), but also induce insulin resistance and diabetes, also
hallmarks of NASH. Therefore, NASH has recently been termed a
mitochondrial disease [10-12]. With respect to the signaling
pathways triggered by oxidative stress, both c-Jun N-terminal
kinase (JNK) and p38 MAPK stress kinases have been involved in
ROS-induced programmed cell death [13,14]. In this regard, some
studies have suggested that PA induces lipotoxicity by activating
the proapoptotic BH3-only protein Bcl-2-interacting mediator
(Bim) and the BH3-only protein p53 upregulated modulator of
apoptosis (Puma) via JNK [15-17]. Moreover, it has been sug-
gested that mitochondria-derived ROS induced by PA may be
major contributors to JNK activation in hepatic cells [18]. More
recently, the activation of ER stress signaling induced by satu-
rated FFA has been linked to hepatocyte lipoapoptosis [19-22].
Persistent ER stress was found in mice fed a methionine-choline-
deficient diet, an experimental model of NASH [23-25], as well as
in human patients [26,27].

Research into the attenuation or complete suppression of
oxidative and ER stress during NAFLD has become a major
challenge in recent years. Therefore, tight control of ROS levels
by antioxidant molecules and detoxifying enzymes is impor-
tant to restore the balance between oxidants and antioxidants
in cells challenged with oxidative insults. In this regard,
nuclear factor erythroid-2-related factor 2 (Nrf2) activates
detoxifying enzymes by binding to antioxidant response ele-
ments (AREs) in target genes. Nrf2 represses the expression of
genes involved in FA synthesis and, therefore, may play a
pivotal role in the development of NASH [28]. In this context,
the ability of a-lipoic acid (1,2-dithiolane-3-pentanoic acid;
LA) to activate Nrf2 in various animal models of acute damage,
such myocardial ischemia/reperfusion [29], arsenic [30,31], or
acetaminophen intoxication [32], has been described. On the
other hand, LA exerts beneficial physiological effects such as
attenuation of oxidative stress, prevention of body weight gain
induced by high-fat diet (HFD), and reduction of energy
efficiency [33-35]. Moreover, some clinical trials demonstrate
the ability of LA supplementation to improve T2DM and
various complications such as retinopathy [36,37] or nephro-
pathy [38,39]. In animal models, some beneficial effects of LA
supplementation in reducing markers of oxidative and ER
stress in NAFLD have been reported [40,41]. However, at the
molecular level the sequential effects of LA on both kinds of
stresses in hepatocyte overload by saturated FFA remain
unknown. To address this issue, we have investigated the early
activation of oxidative and ER-stress-related parameters in
human and mouse hepatocytes treated with PA and the effects
of LA. We found that the beneficial effects of LA on PA-
mediated oxidative stress preceded its effects on ER stress,
Nrf2 being an essential player in the rescue of lipoapoptosis by
LA. Importantly, we have demonstrated for the first time by
in vitro and in vivo approaches that lipophagy is involved in
the beneficial effects of LA on lipid storage in hepatocytes and

also that LA administered to obese rats in an intervention
protocol decreases hepatocyte lipoapoptosis.

Materials and methods
Reagents and antibodies

Fetal bovine serum (FBS) and culture media were obtained
from Invitrogen (Carlsbad, CA, USA). PA and LA were from Sigma-
Aldrich (St. Louis, MO, USA). Anti-cleaved (Asp175) caspase 3
(9661), anti-phospho-JNK (Thr183/Tyr185) (4668), anti-phospho-
p38 MAPK (Thr180/Tyr182) (9211), anti-phospho-PERK (Thr980)
(3179), anti-phospho-elF2a (Ser51) (9721), anti-phospho-p53
(Ser15) (9286), anti-Bax (2772), anti-Puma (7467), and anti-Bim
(2919) antibodies were purchased from Cell Signaling Technology
(Danvers, MA, USA). Anti-Bclx (610211) antibody was from BD
Biosciences (San Diego, CA, USA). Anti-]JNK (sc-571), anti-p38
MAPK (sc-9212), anti-Nrf2 (C-20, sc-722), anti-PERK (sc-13073),
anti-CHOP (sc-7351), anti-p53 (sc-393031), and anti- CD36/FAT
(sc-9156) antibodies were from Santa Cruz (Dallas, TX, USA). Anti-
IRS-1 (06-248), anti-IRS2 (06-506), anti-p85a (06-195), anti-HO1
(AB1284), and anti-catalase (219010) antibodies were from Merck
Millipore (Darmstadt, Germany). Anti-f3-actin (A-5441) and anti-
a-tubulin (T-5168) antibodies were from Sigma. Anti-Lamin B
antibody (aB16048) was from Abcam (Cambridge, UK). Anti-
manganese superoxide dismutase (ADI SOD 111) and anti-
glutathione peroxidase (ADI SPA 541 E) antibodies were from
Enzo Life Science (Farmingdale, NY, USA).

Animal model

Six-week-old male Wistar rats were obtained from the
Research Center of Applied Pharmacology (Pamplona, Spain).
Animals were housed in a temperature-controlled room (22 +
2°C) with a 12-h light-dark cycle, fed a pelleted chow diet, and
given deionized water ad libitum for an adaptation period of
5 days. After this period, the rats were assigned to four experi-
mental groups for 56 days. The control (C) group (n = 10) was fed
a standard commercially available (Harlan Tekland Iberica, Barce-
lona, Spain) diet (4.6% wt/wt of energy as lipids). The obese group
(OB) (n = 6) was fed ad libitum a commercially available HFD
(OpenSource Diets, Research Diets, New Brunswick, NJ) (60% wt/
wt of energy as lipids); the OLIP (obese + LA) group (n = 10) was
fed ad libitum on a HFD supplemented with racemic o-LA for 56
days in a proportion of 0.25 g LA/100 g of diet, as previously
described [34]; the posttreatment group (POST) (n = 6) was fed on
a HFD for 42 days, and after this period we provided the HFD
supplemented with LA in a proportion of 0.25 g LA/100 g of diet
for the last 14 days. Body weight and food intake were recorded
every 2-3 days. At the end of the experimental period, the rats
were euthanized and blood and liver samples were immediately
collected, frozen in liquid nitrogen, and kept at —80°C. All
experimental procedures were performed according to national
and institutional guidelines for animal care and use at the
University of Navarra. Metabolic parameters (body weight gain,
white adipose tissue (WAT) and liver weight, liver triglyceride
content, plasma triglycerides, and free fatty acids) were deter-
mined as previously described [33,34,42,43].

Cell culture

Human hepatocytes were prepared from liver biopsies
obtained from surgical resection for liver tumor after obtaining
the patients' written consent. Isolation of hepatocytes was based
on the two-step collagenase procedure [44]. The generation and
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characterization of immortalized hepatocyte cell lines from mice
have been previously described [45]. Cells were grown in Dulbec-
co's modified Eagle's medium (DMEM) plus 10% heat-inactivated
FBS and stimulated with PA and LA as described in the figure
legends.

Free fatty acid preparation

PA was dissolved in isopropyl alcohol at a stock concentration
of 80 mM. PA was added to DMEM containing 1% bovine serum
albumin (BSA) to ensure a physiologic ratio between bound and
unbound FFA in the medium, approximating the molar ratio
present in plasma. The concentrations of PA used in the experi-
ments (600-800 pM) were similar to the fasting FFA plasma
concentrations observed in human NASH, ranging from 700 to
1000 pM [16]. The concentration of isopropyl alcohol (vehicle) was
1% in final incubations.

Fatty acid uptake

Mouse hepatocytes were treated for 4 h with or without LA in
the absence or presence of PA. Then the cells were washed with
phosphate-buffered saline (PBS) and incubated for 50 min in
Krebs-Ringer buffer without glucose, containing 125 mM NadCl,
5 mM KCl, 2 mM CaCl,, 1.25 mM KH,POy, 1.25 mM MgSO, - 7H,0,
25 mM NaHCOs, pH 7.4, and saturated oxygen. At the end of the
incubation, 1 mM (final concentration) t-carnitine (Sigma-
Aldrich), 80 uM PA (Sigma-Aldrich), and 20 pM ['“C]palmitic acid
(58 pCi/mol, PerkinElmer, Waltham, MA, USA) were added for a
further 10 min. Then, the cells were washed with PBS and scraped
in cold buffer (0.25 M sucrose, 10 mM Tris-HCl, 1 mM EDTA, and
1 mM dithiothreitol, pH 7.4). After two cycles of freezing/thawing
in liquid nitrogen, radioactivity was counted in a Wallac 1409
counter (EG&G Co.). Results were normalized to total protein
content of cell extracts.

Measurement of palmitate oxidation

FA oxidation was measured as previously described [46].
Briefly, hepatocytes were cultured in 25-cm? flasks until they
reached 90% confluence. The day of the assay the cells were
washed in PBS and incubated for 4 h at 37°C with medium
containing DMEM, 1% fatty-acid-free BSA, 5% FBS, and 1% penicillin
and streptomycin with or without 250 pM LA and 600 pM PA. Cells
were washed with KRBH 0.1% BSA, incubated for 30 min at 37°C
with KRBH 1% BSA, and washed again in KRBH 0.1% BSA. The cells
were then incubated for 3 h at 37°C with fresh KRBH containing
2.5 mM glucose, 0.8 mM carnitine, plus 0.25 mM [1-'*C]palmitate
(PerkinElmer). The scintillation values were normalized to the
protein content of each flask.

Determination of reduced/oxidized glutathione (GSH/GSSG) ratio

Reduced and oxidized glutathione levels were measured by the
Tietze method as modified by Rahman et al. [47]. For this purpose,
cells were sonicated for 30 s in 0.1 M potassium phosphate buffer
(pH 7.5) containing 5 mM EDTA and 0.6% (wt/vol) sulfosalicylic
acid and centrifuged at 8000g for 10 min at 4°C, and the
corresponding extract was used for GSH (1:10 vol/vol) and GSSG
(1:2 vol/vol) determinations. To determine GSSG levels, we treated
samples with 2-vinylpyridine (Sigma-Aldrich) to eliminate all of
the GSH present in the samples.

Measurement of superoxide and hydroperoxide production

Superoxide (03 ) production was quantified by flow cytometry
using dihydroethidium (DHE) as probe. The analysis of hydrogen
peroxide (H,0,) was measured in mouse hepatocytes by fluores-
cence using 2',7'-dichlorofluorescein (DCFH) as previously
described [48].

Detection of mitochondrial membrane potential (Aym)

Awym was measured by flow cytometry using the lipophilic
cation MitoCapture reagent (Biovision, Milpitas, CA, USA), which
fluoresces differently in healthy vs apoptotic cells. MitoCapture
stains mitochondria in cells with high mitochondrial potential by
forming bright red fluorescent aggregates (ex/em = 488/590). In
cells with depolarized or damaged mitochondria, MitoCapture
forms a monomer and thus it remains in the cytoplasm, fluores-
cing green (ex/em = 488/530). For staining, mouse hepatocytes
were incubated with MitoCapture reagent according to the man-
ufacturer’s instructions with slight modifications. The cells were
then washed in PBS and analyzed immediately by a flow cytometer
(FACScan; BD Biosciences, San Jose, CA, USA). All data were
analyzed with BD CellQuest Pro software.

Analysis of caspase 3 activity

Cells were scraped off, collected by centrifugation at 2500g for
5 min, and lysed at 4°C in 5 mM Tris—HCI, pH 8, 20 mM EDTA, 0,5%
Triton X-100. Caspase 3 activity was determined as previously
described [49]. Protein concentration of cell lysates was deter-
mined, and the results are presented as arbitrary units of caspase
3 activity/micrograms of total protein.

Immunofluorescence

Cells were grown in glass coverslips until 80% confluence was
reached. Then, the cells were washed twice with PBS, after which
they were fixed in 4% paraformaldehyde for 20 min at room
temperature (RT) and then permeabilized with Triton 0.1% for
2 min. After that, the cells were blocked in PBS-3% BSA for 2 h at
RT. Primary anti-Nrf2 or anti-LC3 (4108, Cell Signaling) antibodies
were applied for 1 h at 37°C in PBS-1% BSA followed by 4 x 5-min
washes in PBS, a 45-min incubation with fluorescence-conjugated
secondary antibody (Alexa 488 goat anti-rabbit), and four final
washes of 5 min each in PBS. Immunofluorescence was examined
in a Nikon Eclipse 90i microscope. Immunofluorescence mounting
medium was from Vector (Burlingame, CA, USA). For 4,6-diami-
dino-2-phenylindole (DAPI) staining, cells were washed with PBS,
fixed in methanol (—20°C) for 2 min, and stained with 1 uM DAPI
for 5 min in the dark. After washing with PBS, nuclear morphology
was analyzed by fluorescence or confocal microscopy.

For immunofluorescence analysis of lipid storage, cells were
grown in glass coverslips until 80% confluence was reached. Then,
the cells were washed twice with PBS, after which they were fixed
in 4% paraformaldehyde for 20 min at RT and were stained with
Nile red (0.1 pg/ml) for 10 min at RT. Coverslips were mounted
with fluorescent mounting medium and images were taken using
a confocal microscope LSM710 (Zeiss, Oberkochen, Germany). In
some experiments, after incubation with the secondary antibody,
lipid droplets were stained with BODIPY 493/503 (Life Technol-
ogy) at 2 pg/ul for 10 min at RT.

Analysis of apoptosis by TUNEL

For cell death detection, human primary hepatocytes or
paraffin-embedded liver biopsy sections (5 pm) were stained using
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the DeadEnd fluorimetric TUNEL system (Promega, Madison, WI,
USA), according to the manual instructions. DAPI was used for DNA
staining. After that, the liver sections and coverslips were mounted
with fluorescent mounting medium and images were taken using
the confocal microscope.

Analysis of cellular viability by crystal violet

After cell incubation with various treatments, the medium was
discarded, and the remaining viable adherent cells were fixed with
1% glutaraldehyde for 10 min. Then, the cells were stained with
crystal violet (0.1% wt/vol) for 30 min. After this time, the plates
were rinsed with tap water and allowed to dry and, finally, 10%
(vol/vol) acetic acid was added to allow solubilization. The
absorbance of each plate was read in a spectrophotometer at
590 nm. Dishes without cells were processed in parallel to correct
the nonspecific adhesion of crystal violet to the plastic.

Quantification of apoptotic cells by flow cytometry

After induction of apoptosis, adherent and nonadherent cells
were collected by centrifugation, washed with PBS, and fixed with
cold ethanol. The cells were then washed, resuspended in PBS, and
incubated with RNase A (25 pg/10° cells) for 30 min at 37°C. After
addition of 0.05% propidium iodide, the cells were analyzed by
flow cytometry. All data were analyzed with BD CellQuest Pro
software (BD Biosciences).

Electron microscopy in mouse hepatocytes

For electron microscopy, hepatocytes were fixed in glutaralde-
hyde (2%) plus p-formaldehyde (4%) for 60 min. Samples were
postfixed in 1% osmium tetroxide for 60 min at 25°C, stained with
uranyl acetate (5 mg/ml) for 1 h at 25°C, dehydrated in acetone,
and embedded in Epon 812 (EMbed 812; Electron Microscopy
Science, Hatfield, PA, USA). Ultrathin sections, unstained or post-
stained with uranyl acetate and lead hydroxide, were examined
under a Morgagni 268D transmission electron microscope (FEI,
Hillsboro, OR, USA) equipped with a Mega View II charge-coupled
device camera (SIS, Soft Imaging System GmbH, Munster, Ger-
many) and analyzed with AnalySIS software (SIS).

Evaluation of the proliferative capacity of mouse hepatocytes

Immortalized mouse hepatocytes were cultured for 4 and 6 h
with various treatments (control, PA, LA, PA plus LA). After this, the
cells were trypsinized, replated, and grown in 10% FBS-
supplemented medium for a further 48 h. The proliferative
capacity was analyzed by crystal violet staining.

Extraction of nuclear and cytosolic proteins

Cells were resuspended at 4°C in 10 mM Hepes-KOH, pH 7.9,
1.5 mM MgCl,, 10 mM KCl, 0.5 mM dithiothreitol (DTT), 0.2 mM
phenylmethanesulfonyl fluoride (PMSF), 0.75 ug/ml leupeptin,
0.75 pg/ml aprotinin (buffer A); allowed to swell on ice for 10
min; and then vortexed for 10 s. The samples were centrifuged and
the supernatant containing the cytosolic fraction was stored at
—70°C. The pellet was resuspended in cold buffer C (20 mM
Hepes-KOH, pH 7.9, 25% glycerol, 420 mM Na(Cl, 1.5 mM MgCl,,
0.2 mM EDTA, 0.5 mM DTT, 0.2 mM PMSF, 0.75 pg/ml leupeptin,
0.75 pg/ml aprotinin) and incubated on ice for 20 min for high salt

extraction. After removal of cellular debris by centrifugation for
2 min at 4°C, the supernatant fraction was stored at —80°C.

Homogenization and preparation of cellular and tissue extracts

To obtain total cell lysates, cells from supernatants were collected
by centrifugation at 2000g for 5 min at 4°C. Attached cells were
scraped off in ice-cold PBS, pelleted by centrifugation at 4000g for 10
min at 4°C, and resuspended in lysis buffer (25 mM Hepes, 2.5 nM
EDTA, 0.1% Triton X-100, 1 mM PMSF, and 5 pg/ml leupeptin). Cellular
lysates were clarified by centrifugation at 12,000g for 10 min. To
obtain liver extracts, frozen livers were homogenized in 16 volumes
(wt/vol) of ice-cold lysis buffer containing 50 mM Tris—HCl, 1% Triton
X-100, 2 mM EGTA, 10 mM EDTA acid, 100 mM NaF, 1 mM Na4P,0-,
2 mM Na3VOy, 100 pg/ml PMSF, 1 pg/ml aprotinin, 1 png/ml pepstatin A,
and 1 g/ml leupeptin. Livers were homogenized using the Brinkman
PT 10/35 Polytron and cleared by ultracentrifugation at 40,000g for 40
min at 4°C. The supernatant was aliquotted and stored at —80°C.

Protein determination

Protein determination was performed by the Bradford dye
method, using the Bio-Rad reagent and BSA as the standard.

Western blot

After protein content determination, proteins were separated
by SDS-PAGE. Gels were transferred to Immobilon membranes
and were blocked using 5% nonfat dried milk or 3% BSA in 10 mM
Tris-HCl, 150 mM NaCl, pH 7.5, and incubated overnight with the
indicated antibodies in 0.05% Tween 20, 10 mM Tris-HCl, 150 mM
NaCl, pH 7.5. Immunoreactive bands were visualized using the ECL
Western blotting protocol (Millipore, Darmstadt, Germany).

Quantitative real-time PCR analysis and primer sequence

Total RNA of mouse hepatocytes samples was extracted using
TRIzol reagent and was reverse transcribed using a SuperScript III
First-Strand Synthesis System for qPCR following the manufac-
turer’s indications. qPCR was performed with an ABI 7900
sequence detector using the SyBr green method and d(N)s random
hexamer with primers purchased from Invitrogen. PCR thermo-
cycling parameters were 95°C for 10 min, 40 cycles of 95°C for 15 s,
and 60°C for 1 min. Each sample was run in triplicate and was
normalized to 36b4 RNA. Fold changes were determined using the
AAC; method. Primer sequences are available upon request.

Statistical analysis

Data are reported as the mean + SEM. Normal distribution was
assessed by two different tests, Shapiro-Wilk and Kolmogorov-
Smirnov. To determine the effects of LA treatment, one-way
ANOVA or Kruskal-Wallis followed by a Bonferroni or Dunns test,
respectively, was carried out. The p values presented in figures and
tables corresponded to post hoc test. The p values of ANOVA or
Kruskal-Wallis test appear in a separate column in Table 1. All
statistical analyses were performed using the GraphPad Prism
5.0 software (GraphPad Software Inc., San Diego, CA, USA) and
SPSS 15.0 software (SPSS, Inc., Chicago, IL, USA). Differences were
considered statistically significant at p < 0.05.
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Table 1

Body composition, liver triglyceride content, and plasma lipid profile in lean and obese rats supplemented with LA.

Control (n = 10) OB (n = 6) POST (n = 6) ANOVA
Body weight gain (g) 166.7 + 8.55 253 4 12,6 220.3 + 11.73" <0.001
WAT (%) 7.2 +0.39 12.9 + 0.64* 10.89 + 1.37¢ < 0.001
Liver triglyceride content (%) 3.6 +0.42 9.5 + 0.45%* 51+0.9° <0.001
Plasma triglyceride (mg/dl) 69.9 + 7.16 63.7 £ 4.6 44.8 +9.88° 0.0024
Plasma free fatty acids (mg/dl) 0.80 + 0.141 0.78 +0.212 0.56 + 0.103" <0.001
Plasma ketone bodies (mg/dl) 1.6 +0.14 1.8 +0.27 0.9 +0.14" <0.001

Control, chow-fed animals; OB, HFD-fed animals; POST, HFD-fed animals plus posttreatment with LA. Parameters corresponding to the OLIP group (cotreatment with LA)
have been previously reported [36,42]. Values are the mean + SEM. Probabilities were calculated according to one-way ANOVA followed by post hoc multiple comparisons

by Bonferroni test.

*# p < 0.001 vs control group.
4 p < 0.05 vs OB group.
b p < 0.01 vs OB group.

Results

LA prevents the effects of PA in the activation of stress kinases, ER
stress, and lipoapoptosis and increases the expression of Nrf2-related
proteins in primary human hepatocytes

We first analyzed the effects of LA on PA-induced lipoapoptosis
in primary human hepatocytes treated with PA (800 pM) in the
absence or presence of LA (250 pM). Quantification of TUNEL-
positive hepatocytes revealed a significant increase after PA treat-
ment for 16 h, and this effect was not observed in cells cotreated
with LA (Fig. 1A). At the molecular level, phosphorylation of stress
kinases such as JNK and p38 MAPK, as well as the ER stress kinase
elF2a, was observed at 8 h in PA-treated human hepatocytes,
whereas cotreatment with PA and LA abolished this effect (Fig. 1B).
Similar results were found when treatments were prolonged up to
16 h (data not shown). Moreover, the induction of the ER-stress-
related proapoptotic transcription factor CHOP, detected in PA-
treated cells at 16 h, was significantly reduced by the cotreatment
with LA (Fig. 1C).

The analysis of the antioxidant defenses, as monitored by
protein levels of total Nrf2, manganese superoxide dismutase
(Sod2), and catalase, revealed that cotreatment of PA with LA
triggered the rapid (8 h) and strong induction of an antioxidant
defense in response to PA, which was sustained up to 16 h (data
not shown). Notably, LA alone was sufficient to increase some
antioxidant defenses, although with a minor effect (Fig. 1D).

LA attenuates PA-mediated early lipid storage by decreasing PA
uptake, increasing fatty acid oxidation, and inducing lipophagy in
mouse hepatocytes

Owing to the limitations of human primary hepatocytes as an
experimental cellular system, we analyzed the effects of LA on
lipotoxicity in immortalized mouse hepatocytes generated and
validated in our laboratory [45]. Because these cells were more
sensitive to PA, the 600 pM PA concentration was used. As
expected, an increase in total lipid accumulation was observed in
PA-treated mouse hepatocytes at early times (4 h), accumulation
that increased in a time-dependent manner, reaching a peak after
8 h of treatment. Interestingly, this increase was significantly
prevented by cotreatment with LA (Fig. 2A and Supplementary
Figs. 1A and 1B). We next investigated the LA lowering effects on
the early lipid storage in hepatocytes. As depicted in Fig. 2B,
treatment with LA plus PA decreased ['*C]palmitic acid uptake into
hepatocytes compared to cells treated with PA alone. Moreover,
hepatocytes cultured with LA plus PA for 4 h showed decreased
protein content of the fatty acid translocase CD36/FAT (Fig. 2C) and
its mRNA levels (Fig. 2E) compared to those treated with PA alone,

and this effect was maintained at 8 h (Supplementary Fig. 1C).
However, mRNA levels of FABP5 were not modulated by LA. We
also analyzed genes involved in fatty acid transport, lipolysis, fatty
acid synthesis, and oxidation (Fig. 2E and Supplementary Fig. 1D).
Hepatocytes treated with PA plus LA for 4 h showed decreased fasn
and scd1 expression compared to the treatment with PA alone and,
in contrast, genes modulating lipolysis (pnpla2 and lipc) and fatty
acid oxidation (ppara, pgcla, cptla, and acox1) were increased by
LA. Recently, it has been demonstrated that inhibition of autop-
hagy in cultured hepatocytes and mouse liver increased TG storage
in lipid droplets [50], involving lipophagy as a mechanism that
participates in lipid mobilization [51]. Double immunofluores-
cence revealed lipid droplets interacting with punctate LC3, a
marker of autophagosomes, in mouse hepatocytes treated with LA
plus PA and this effect was completely absent in cells cultured
with PA alone (Fig. 2F). In the light of these data, the presence of
autophagosomes containing lipid droplets was observed exclu-
sively in LA plus PA-treated hepatocytes.

Antioxidant effects of LA ameliorate PA-mediated ROS production and
protect against mitochondrial apoptosis in mouse hepatocytes

Because excessive lipid accumulation triggers mitochondria-
mediated apoptosis in hepatic cells [7], we analyzed PA-induced
lipoapoptosis and the effects of LA. Caspase 3 cleavage and its
enzymatic activity were induced by PA at 8 h and maintained up to
16 h (Figs. 3A and B, Supplementary Figs. 2A and 2B). Together
with caspase 3 activation, PA treatment also increased the percen-
tage of apoptotic hepatocytes in a time-dependent manner
(Fig. 3C, Supplementary Fig. 2C). LA cotreatment was able to
prevent caspase 3 cleavage and apoptosis of the hepatocytes at
different experimental periods. To explore potential mechanisms
involved in the aforementioned effects of LA on apoptosis, the
activation of ER stress-mediated kinases was also evaluated. The
responses in PERK, JNK, and p38 MAPK phosphorylation, found at
8 h and maintained at 16 h (Fig. 3D and Supplementary Figs. 2D
and 2E), were prevented by LA cotreatment.

Treatment of mouse hepatocytes with PA decreased cellular
viability and this effect was ameliorated by cotreatment with LA
(Supplementary Fig. 3A). Taking into account that phosphorylation
of JNK triggers the degradation of insulin receptor substrates 1
(IRS1) and 2 (IRS2), and the relationship between degradation of
IRSs and reduction of hepatocyte viability previously reported by
our group [26,52], degradation of both IRS1 and IRS2 induced by
PA at 16-24 h was suppressed in cells cotreated with PA and LA
(Supplementary Figs. 3B and 3C). Also, cells treated with PA were
not able to proliferate after replating (Supplementary Fig. 3D), but
cotreatment with PA plus LA prevented the deleterious effects of
PA on cell proliferation after replating.
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Fig. 1. Lipoic acid (LA) cotreatment prevents the effects of palmitic acid (PA) on the activation of ER stress kinases and lipoapoptosis and increases the expression of Nrf2-related proteins
in primary human hepatocytes. Study of apoptosis, ER stress markers, and antioxidant-related proteins in primary human hepatocytes treated with PA (800 uM), LA (250 uM), or both (PA
+ LA, 800 uM + 250 uM) for 16 h. (A) Representative images from TUNEL assay after 16 h of treatment. (B) Representative Western blot analysis of the phosphorylation of ER stress
kinases (elF2«, JNK, p38 MAPK) at 8 h. (C) Protein expression of CHOP at 16 h and quantification of densitometric analysis of the autoradiograms corresponding to three independent
experiments performed in duplicate. (D) Protein levels of Nrf2, Sod2, and catalase at 8 h. Representative Western blot (left) and quantification of densitometric analysis of the
autoradiograms corresponding to three independent experiments performed in duplicate (right). Data are presented as the mean + SEM. *p < 0.01 and **p < 0.001 vs control (C) or
Tip < 0.01 and p < 0.001 vs PA group according to Kruskal-Wallis test followed by post hoc multiple comparisons by Dunns test.
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To investigate which pathway was initially responsible for the and this effect was reversed with LA cotreatment (Fig. 3E). Next,
protection elicited by LA against PA-mediated lipoapoptosis, we we analyzed intracellular superoxide production as an indicator of
measured oxidative stress. Changes in hydroperoxide production mitochondrial oxidative damage. As depicted in Fig. 3F, PA induced
were not detected before 8 h of PA treatment and peaked at 16 h, an early peak at 4 h in superoxide production that was maintained
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Fig. 3. Antioxidant effects of LA ameliorated PA-mediated ROS production and protected against mitochondrial apoptosis in mouse hepatocytes. Study of apoptosis and
oxidative stress in immortalized mouse hepatocytes treated with PA (600 uM), LA (250 uM), or both (PA + LA, 600 uM + 250 uM) for the indicated time periods.
(A) Representative images of Western blot analysis using an antibody that detects the active fragment of caspase 3. (B) Analysis of caspase 3 enzymatic assay by
immunocapture activity kit. (C) Hepatocyte apoptosis (percentage of hypodiploid cells) assessed by flow cytometry. (D) Representative images of Western blot of the main
proteins related to ER stress. (E) Quantification of intracellular hydrogen peroxide production by fluorimetry using DCFH probe. (F) Quantification of intracellular superoxide
production by flow cytometry using DHE probe. (G) Analysis of the percentage of cells with a drop in the mitochondrial membrane potential by flow cytometry using the
MitoCapture probe. (H) Representative images of Western blot analysis of proteins involved in the mitochondrial apoptotic pathway (p53, Bim, Puma). (I) Representative
images of Western blots and analysis of the Bcl-xL/Bax ratio. All data are from five independent experiments performed in duplicate and results are presented as the mean +
SEM. *p < 0.05,*p < 0.01, and **p < 0.001 vs control (C) or p < 0.001 vs PA group according to ANOVA followed by post hoc multiple comparisons by Bonferroni test.

up to 8 h (data not shown), but superoxide production was not
detected in hepatocytes treated with PA plus LA. In parallel with
superoxide generation, PA led to mitochondrial membrane poten-
tial loss in hepatocytes in a time-dependent manner. However,
combination of PA with LA prevented the mitochondrial mem-
brane potential decrease induced by PA, particularly after 4 and
6 h of treatment (Fig. 3G).

Oxidative stress in the mitochondria triggers the intrinsic apoptotic
pathway, which is tightly regulated by pro- and antiapoptotic proteins
of the Bcl family. Our results show a strong increase in levels of the
BH3-only proteins Bim and Puma after PA treatment, which correlated
with the phosphorylation of p53, and this effect was attenuated in
cells cotreated with PA plus LA at early times (Fig. 3H, Supplementary
Fig. 4A). Moreover, when Bax (proapoptotic) and Bcl-xL (antiapoptotic)

proteins were analyzed we found increased Bax expression in PA-
treated hepatocytes for 4 h that was maintained at 6 h (Fig. 3,
Supplementary Fig. 4B), but this response was absent in hepatocytes
cotreated with PA and LA. Conversely, treatment with PA plus LA
increased Bcl-xL protein content. Hence, the Bax/Bcl-xL ratio, which
was augmented after PA treatment, was significantly attenuated by LA.

LA cotreatment induces early translocation of Nrf2 into the nucleus
and activation of ARE phase II antioxidant enzymes in response to PA
overload in mouse hepatocytes

The transcription factor Nrf2 is a master regulator of the early
antioxidant defense, and we hypothesized that its expression and
subcellular distribution could be modulated by LA. Nuclear
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accumulation of Nrf2 was detected as early as 4 h in mouse
hepatocytes cotreated with PA plus LA, whereas in cells treated
with PA alone Nrf2 was localized exclusively in the cytosol
(Figs. 4A and B). Moreover, after 6 h of cotreatment with LA plus
PA, Nrf2 was translocated back to the cytosol where it was
detected at 8 h (Figs. 4A and B, Supplementary Fig. 5A). In
agreement with these observations, the expression of Nrf2-
related proteins such as HO-1, Sod2, catalase, and GPx1 was
elevated at 4-6 h in hepatocytes treated with LA plus PA compared
to those treated with PA alone (Fig. 4C). The effect of LA on the
early antioxidant response was reinforced by the analysis of the
GSH/GSSG ratio. Our results show that PA induced a decrease in
the GSH/GSSG ratio by the reduction in GSH levels and also by
increasing GSSG levels at 8 h. By contrast, we observed that
cotreatment with PA plus LA was able to increase the GSH/GSSG
ratio (Fig. 4D, Supplementary Fig. 5B-D). To further investigate if
GSH depletion contributes to the synergistic effect of the combi-
nation of LA and PA on the activation of Nrf2, we treated mouse
hepatocytes with buthionine sulfoximine (BSO) in the absence or
presence of LA (Supplementary Fig. 6A). Our results show that BSO
alone partially induced Nrf2 nuclear translocation, but a stronger
effect was reached with the combination of BSO plus LA. In
agreement with this, in cells treated with BSO plus LA apoptosis
was reduced by almost 50% compared with cells treated with BSO
(Supplementary Fig. 6B), suggesting that nuclear translocation of
Nrf2 by LA is probably involved in rescue from apoptosis.

Reduction of Nrf2 levels in mouse hepatocytes by small interfering
RNA (siRNA) abolishes the beneficial effects of LA on PA-induced
lipoapoptosis

To get more insight into the role of Nrf2 as a trigger of the
antioxidant system to combat PA-mediated oxidative damage in
hepatocytes, we decreased Nrf2 using siRNA (Figs. 5A and B).
Remarkably, we found an increase in apoptosis in Nrf2-silenced
hepatocytes after PA treatment or even in cells cotreated with PA
and LA (Fig. 5C). Furthermore, the ability of LA to counteract the
effect of PA in reducing cellular viability and proliferative capacity
was significantly decreased when Nrf2 was reduced (Fig. 5D). At
the molecular level, the induction of Nrf2-target proteins observed
in the LA plus PA-treated hepatocytes was not detected in Nrf2-
silenced cells (Fig. 5E). Of note, in agreement with the results
shown in Fig. 4B, in mouse hepatocytes total Nrf2 was increased at
4 h of LA or LA plus PA treatment.

Posttreatment with LA efficiently protects mouse hepatocytes against
oxidative stress, ER stress, and lipoapoptosis

Next, we investigated if LA posttreatment was able to reverse
the established damage in hepatocytes treated with PA. For this
goal, mouse hepatocytes were treated with PA for 8 h, after that,
the culture medium was removed and replaced by fresh medium
with or without LA supplementation for a further 16 h. Under
these conditions, LA posttreatment reduced the intracellular lipid
accumulation in hepatocytes (Fig. 6A). Moreover, both cleavage
and caspase 3 activity were significantly reduced in hepatocytes
posttreated with LA (Figs. 6B and C). Nevertheless, caspase 3 was
still active in PA-treated cells despite its removal of the culture
medium, and similar results were observed in the percentage of
apoptotic cells (Fig. 6D).

We also analyzed whether the posttreatment with LA was able
to prevent PA-induced oxidative and ER stress. As Fig. 6E shows,
the generation of intracellular hydroperoxide was significantly
reduced in hepatocytes posttreated with LA for 16 h after the
initial stimulation with PA and the extracellular hydroperoxide
content (released to the culture medium) revealed similar

responses. Moreover, PA-mediated phosphorylation of PERK, JNK,
and p38 MAPK was blunted in the posttreatment with LA (Fig. 6F).
Cell viability was significant decreased in mouse hepatocytes
treated with PA, whereas LA posttreatment reversed cell viability
to basal levels (Supplementary Fig. 7A). Posttreatment with LA also
prevented PA-mediated IRS1 and IRS2 degradation (Supplemen-
tary Fig. 7B).

Effects of LA posttreatment on body weight, hepatic triglycerides, and
biochemical parameters in rats fed a high-fat diet

To elucidate the potential therapeutic application of LA in
NAFLD, we analyzed its effects in an in vivo model of rats fed an
HFD and cotreated and posttreated with LA. As expected, an
increase in body weight was observed in rats fed an HFD (OB
group), which was significantly reversed by posttreatment with LA
after HFD (POST group) (Table 1). Furthermore, we observed an
increase in white adipose tissue accumulation, which was reduced
by LA posttreatment. HFD significantly increased hepatic triglycer-
ide content, which was reduced by LA posttreatment. The bio-
chemical analysis revealed that LA posttreatment reduced plasma
triglycerides, free fatty acids, and ketone bodies compared with
the controls (C group) (Table 1).

LA supplementation prevents HFD-induced liver apoptosis, activation
of stress kinases, ER stress, and decrease in Nrf2-related proteins

Livers from obese rats exhibited TUNEL-positive cells compared
with control rats (Fig. 7A). LA cotreatment along with the HFD
(OLIP group) significantly prevented the incidence of TUNEL-
positive cells induced by the HFD in the liver. At the molecular
level, LA supplementation decreased the phosphorylation of JNK
and p38 MAPK that was increased in the OB group (Fig. 7B,
Supplementary Fig. 8A). In agreement with the effects observed
in human hepatocytes, LA also mitigated the persistent unfolded
protein response (UPR) observed in the obese animals as demon-
strated by decreases in PERK, an ER stress marker upstream of
elF2a, as well as in CHOP protein levels. In parallel, the analysis of
Nrf2 expression and its antioxidant targets Sod2 and catalase
revealed that HFD decreased antioxidant defenses in the liver
and LA cotreatment prevented this effect (Fig. 7C, Supplementary
Fig. 8B). Finally, we evaluated the effects of LA posttreatment in
the alterations induced by the HFD in the liver. It should be noted
that, in the liver, this intervention protocol was also able to reverse
apoptosis (Fig. 7A), reduce the phosphorylation of PERK, and also
decrease CHOP levels compared with the control rats fed the chow
diet (Fig. 7B, Supplementary Fig. 8A). Moreover, the phosphoryla-
tion of p38 MAPK was totally blunted, whereas the effect on JNK
phosphorylation was less evident. Regarding Nrf2 and its related
antioxidant proteins, the posttreatment with LA significantly
increased Nrf2, HO-1, and catalase levels, whereas Sod2 levels
remained unchanged (Fig. 7C, Supplementary Fig. 8B).

Discussion

Nonalcoholic fatty liver disease may result in progressive liver
disease with risks for cirrhosis and HCC [53]. Intracellular lipid
accumulation in hepatocytes (first hit) followed by enhancement of
oxidative stress (second hit) is required for the progression from
simple fatty liver to NASH [54-57]|. Moreover, several lines of
evidence suggest that toxic ROS can cause ER stress responses such
as the UPR [58]. Among therapies suggested for slowing disease
progression, we have demonstrated the protective effect of LA
cotreatment against the development of fatty liver associated with
long-term HFD feeding through the modulation of both
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Fig. 5. Silencing of Nrf2 in hepatocytes blocks the beneficial effects of LA cotreatment on apoptosis, cell viability, and proliferation. Effects of Nrf2 siRNA in immortalized
mouse hepatocytes treated with PA (600 uM), LA (250 uM), or both (PA + LA, 600 uM + 250 pM) for 4, 6, 8, 16, and 24 h were studied. (A) Analysis of mRNA levels of Nrf2
after siRNA treatment. Data are from six independent experiments randomly chosen. (B) Representative image of Western blot and quantification of protein levels of Nrf2 in
cells treated with Nrf2 siRNA and scrambled siRNA. Data are from six independent experiments randomly chosen. (C) Measurement of hepatocyte apoptosis (percentage of
hypodiploid cells) assessed by flow cytometry. (D) Colorimetric measurement and representative images of proliferation assay by crystal violet staining. Inmortalized mouse
hepatocytes were cultured for 4 and 8 h with various treatments (control, PA, LA, PA plus LA). After this, the cells were trypsinized, replated, and grown in 10% FBS-
supplemented DMEM for 48 h in the presence of Nrf2 siRNA or scrambled siRNA to evaluate their proliferative capacity. (E) Protein expression levels of Nrf2 and HO-1
analyzed by Western blot. All data are from four or five independent experiments performed in duplicate and results are presented as the mean + SEM. In (A) and (B),
k< 0.001 for Nrf2 siRNA vs scrambled siRNA. In (C) and (D), *p < 0.05 and ***p < 0.001 vs control (C) or T'p < 0.001 vs PA group according to ANOVA followed by post

hoc multiple comparisons by Bonferroni test.

mitochondrial function and lipid metabolism pathways [43]. In
agreement with that, Yang et al. have recently shown that cotreat-
ment with LA in C57BL/6] mice fed an HFD reduced lipid accumula-
tion by increasing the SIRT1/AMPK pathway [59]. Furthermore, Kaya-
Dagistanli et al. [60] also reported the beneficial effects of LA on liver
apoptosis induced by n-6 polyunsaturated fatty acids. In humans,
clinical trials with LA in NAFLD have not been developed, but this is
not the case for obesity, T2DM, and associated complications [61]. We
have recently reported that LA treatment increases mitochondrial

biogenesis and promotes browning in subcutaneous adipocytes from
overweight/obese subjects [62], as well as the beneficial effects of LA
in promoting body weight loss in healthy overweight/obese women
under energy-restricted diets [63]. Administration of LA to patients
with T2DM decreased plasma oxidative products and improved
insulin sensitivity [64], strengthening the potential of the antioxidant
properties of LA in human therapeutics. Despite these interesting
findings, herein we have unraveled the sequence of molecular events
that are triggered by LA in the protection against PA-induced
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vs Cor /p < 0.01 and "p < 0.001 vs PA group according to ANOVA followed by post hoc multiple comparisons by Bonferroni test.

lipoapoptosis in vitro in human and mouse hepatocytes and in vivo
in HFD-fed rats. Our initial study in primary human hepatocytes
revealed that the early activation of kinases induced by oxidative and
ER stress is a signature of PA-mediated lipoapoptosis and, impor-
tantly, it was prevented by cotreatment with LA. Our subsequent
studies in immortalized mouse hepatocytes [45,65] allowed us to
delineate the sequential timing of these processes. We demonstrated
that PA increased superoxide production at early periods (4 h) in
parallel with a drop in the mitochondrial membrane potential.
Moreover, at the same time we detected increased levels of proa-
poptotic members of the Bcl family, such as Bim, Bax, and Puma, the
last induced by p53 in accordance with previous data reported by
Cazanave and co-workers [66], and decreased levels of the anti-
apoptotic member Bcl-xL. All of these proteins are components of the
mitochondrial “intrinsic” machinery that precedes the activation of

the effector caspase 3, leading to DNA fragmentation during apop-
tosis. Altogether, these data suggest that in mouse hepatocytes PA
induces damages in mtDNA similar to those demonstrated in L6
myotubes [8,9] that could boost ROS production and generate a
vicious cycle inducing intrinsic apoptosis.

One possible explanation for the beneficial effect of LA in prevent-
ing apoptosis in hepatocytes is its well-known capacity for activating
endogenous antioxidant defenses [29,34,60,67]. In this regard, the
machinery activated by the translocation of Nrf2 from the cytosolic to
the nuclear compartment is one of the cellular responses against
multiple damaging agents in mammalian cells including hepatocytes.
In response to oxidative stress, modification of reactive cysteine
residues within Keap1 induces a conformational change leading to
Nrf2-Keap1 dissociation allowing Nrf2 nuclear translocation and
binding to ARE-responsive target genes [68]. Interestingly, some
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Fig. 7. LA supplementation prevents liver apoptosis, activation of stress kinases, ER stress, and decreased Nrf2-related proteins in rats fed an HFD. Wistar rats were fed on a
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POST, high-fat-fed animals for 42 days and then treated (posttreatment) with LA for 14 days.

authors have described that depletion of GSH disrupts Nrf2 interaction
with Keap1 [69-71]. Our data showed that the combination of PA plus
LA induced an early nuclear accumulation of Nrf2 at 4 h and this
resulted in a strong protection against PA-induced apoptosis. Surpris-
ingly, this effect correlated with an early drop in GSH levels. Experi-
ments with the inhibitor of GSH synthesis, BSO, plus LA confirmed
these results (Supplementary Fig. 6). Based on that, our hypothesis is
that an early and transient increase in ROS production in hepatocytes
by PA plus LA would have resulted in a precocious activation of Nrf2,
boosting a synergistic effect. A similar hypothesis has been proposed
for Nox4-generated ROS that activate the Nrf2 pathway in cardiomyo-
cytes [72]. This effect reflects the sensitivity of the LA-mediated Nrf2
system to combat PA-induced oxidative stress and prevent the
reduction in mitochondrial membrane potential. In fact, increased
expression of ARE proteins such as HO-1, catalase, Sod2, and GPx1 was
found at this early time period. Our data are in agreement with a
recent study in a rat myocardial ischemia/reperfusion injury model in

which LA pretreatment promoted Nrf2 nuclear accumulation and the
induction of cytoprotective genes such as HO-1 [29]. Moreover,
Elshazly et al. recently demonstrated the ability of LA treatment to
counteract the acetaminophen-induced hepatotoxicity through the
activation of HO-1 and regulation of GSH levels [32]. A step further,
our results in mouse hepatocytes with reduced Nrf2 levels by siRNA
strongly suggest that the enhancement of the antioxidant defenses via
Nrf2 is an early mechanism by which LA prevents lipoapoptosis in
hepatocytes. These results in vitro were validated in our in vivo model
of posttreatment with LA to obese rats. Notably, in the livers of obese
rats treated with LA for 2 weeks an increase in the expression of Nrf2,
HO-1, and catalase was probably responsible for the decrease in the
activation of the kinases linked to oxidative stress (JNK and p38
MAPK) that precedes apoptosis.

On the other hand, during the past years it has been proposed
that enhanced apoptosis in liver diseases may be at least partly
due to unresolved ER stress [73]. In fact, the role of the PERK/ATF4/
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CHOP signaling pathway has been demonstrated in saturated FA-
induced ER stress and lipoapoptosis in L02 and HepG2 human liver
cell lines [19]. In the light of these results, we found activation of
ER stress kinases and elevated CHOP expression in both human
and mouse hepatocytes treated with PA. However, in the detailed
analysis performed in mouse hepatocytes we did not detect the
activation of ER stress kinases at the early time point (4 h) at
which ROS levels and apoptotic signatures were already elevated
in response to PA overload (results not shown). In fact, we
detected PERK phosphorylation that mediates CHOP induction at
8 h in mouse or human hepatocytes, suggesting that ER stress
might be secondary to oxidative stress. These results are sup-
ported by the protective effect of LA on PA-mediated ER stress that
might also be a result of the capacity of LA to prevent ROS
formation through the Nrf2 antioxidant system. In this regard,
lipotoxic derangement of ER functions is probably due to the
above-mentioned oxidative stress, disturbed calcium homeostasis,
or altered membrane saturation. Therefore, it is not surprising that
the protein processing machinery of the ER is sensitive to changes
in the redox status of the hepatocyte [74]. In agreement with this,
we found that inhibition of oxidative stress by LA protects
hepatocytes from ER stress and, importantly, when oxidative stress
is elevated in Nfe2l2-deficient mice, the UPR is perturbed and
those mice are more sensitive to NASH when placed on an HFD
[75]. Based on these findings, it can be speculated that in
hepatocytes overloaded with PA oxidative stress might be a first
hit in triggering apoptosis that is highly sensitive to the inhibition
by LA. In the absence of LA, PA-mediated oxidative damage,
initially affecting the mitochondria, might be extended to the ER,
interfering with the proper UPR leading to sustained ER stress and
boosting apoptosis.

Another explanation for the beneficial effect of LA in preventing
apoptosis in hepatocytes is its capacity for reducing intracellular
lipid accumulation [76], also observed under our experimental
conditions. In fact, our data show for the first time that LA is able
to decrease PA uptake by decreasing CD36/FAT levels and lipogenic
gene expression, as well as increasing fatty acid oxidation in
hepatocytes. However, because activation of mitochondrial meta-
bolism promotes oxidative stress that damages mitochondria [77],
LA-mediated reductions in intrahepatic lipid accumulation might
be coupled to additional mechanisms that also alleviate oxidative
damage. In this regard, we examined autophagic degradation of
lipids, known as lipophagy [50], which has been recently reported
to be involved in hepatic lipid catabolism during fasting [78,79].
Autophagosomes induced by LA frequently contained lipid dro-
plets, suggesting an increase in lipophagy, which is consistent with
the role of LA in fatty acid oxidation in hepatocytes. Importantly, in
hepatocytes treated with LA plus PA interactions between autop-
hagosomes and intracellular lipids were observed. These results
have revealed an unknown effect of LA that deserves further
investigation.

Finally, our data in mouse hepatocytes clearly demonstrated that,
in addition to protecting against PA-mediated apoptosis, LA increased
cellular viability and proliferation after replating. At the molecular
level, IRS1 and IRS2, which connect the IR/IGF-IR with downstream
survival signaling in hepatocytes [26,52], are negatively modulated by
PA and this effect was prevented by LA co- and posttreatment. This is a
critical issue that links the activation of JNK and p38 MAPK by
oxidative and/or ER stress [14,80,81] with an early serine phosphor-
ylation of IRS proteins that triggers proteasomal degradation [81,82].
In this regard, we have demonstrated for the first time that LA
prevents degradation of IRS proteins induced by PA. In a previous
study, it was shown that the protection of LA against TNFa/actinomy-
cin D-mediated apoptosis was due to a direct activation of the IR [83].
However, levels of IRS proteins were not measured in that study.
Because IRS proteins are downstream signaling mediators of the IR

activity, it is reasonable to suggest that, regardless of the activation of
the IR, protein stability of IRSs is necessary to transmit survival
signaling and cell proliferation downstream of the IR/IGF-I receptors.

Our results have potential therapeutic implications in the treat-
ment of NAFLD in humans because short treatment with LA to obese
rats was able to reverse apoptosis in the liver, at least in part by the
inhibition of the kinases linked to oxidative and ER stress, and, on the
other hand, it increases the Nrf2-mediated antioxidant responses.
These in vivo findings were supported by our in vitro studies,
demonstrating for the first time that LA posttreatment is able to
rescue hepatocytes after lipoapoptotic insult with PA.

Conclusion

In conclusion and as summarized in the graphical abstract, our
results strongly suggest that in hepatocytes, Nrf2 is an essential
early player in the rescue of oxidative stress by LA leading to
protection against PA-mediated lipoapoptosis. Importantly, we
have demonstrated for the first time by in vitro and in vivo
approaches that an intervention protocol based on the adminis-
tration of LA after PA overload is able to substantially decrease
hepatocyte lipoapoptosis.
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Malandrino MI, Fucho R, Weber M, Calderon-Dominguez M,
Mir JF, Valcarcel L, Escoté X, Gomez-Serrano M, Peral B,
Salvadé L, Fernandez-Veledo S, Casals N, Vazquez-Carrera M,
Villarroya F, Vendrell JJ, Serra D, Herrero L. Enhanced fatty acid
oxidation in adipocytes and macrophages reduces lipid-induced tri-
glyceride accumulation and inflammation. Am J Physiol Endocrinol
Metab 308: E756-E769, 2015. First published February 24, 2015;
doi:10.1152/ajpendo.00362.2014.—Lipid overload in obesity and
type 2 diabetes is associated with adipocyte dysfunction, inflamma-
tion, macrophage infiltration, and decreased fatty acid oxidation
(FAO). Here, we report that the expression of carnitine palmitoyl-
transferase 1A (CPT1A), the rate-limiting enzyme in mitochondrial
FAO, is higher in human adipose tissue macrophages than in adi-
pocytes and that it is differentially expressed in visceral vs. subcuta-
neous adipose tissue in both an obese and a type 2 diabetes cohort.
These observations led us to further investigate the potential role of
CPT1A in adipocytes and macrophages. We expressed CPT1AM, a
permanently active mutant form of CPTIA, in 3T3-L1 CARAIl
adipocytes and RAW 264.7 macrophages through adenoviral infec-
tion. Enhanced FAO in palmitate-incubated adipocytes and macro-
phages reduced triglyceride content and inflammation, improved in-
sulin sensitivity in adipocytes, and reduced endoplasmic reticulum
stress and ROS damage in macrophages. We conclude that increasing
FAO in adipocytes and macrophages improves palmitate-induced
derangements. This indicates that enhancing FAO in metabolically
relevant cells such as adipocytes and macrophages may be a promis-
ing strategy for the treatment of chronic inflammatory pathologies
such as obesity and type 2 diabetes.
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OBESITY HAS REACHED EPIDEMIC PROPORTIONS worldwide, leading
to severe associated pathologies such as insulin resistance, type
2 diabetes (T2D), cardiovascular disease, Alzheimer’s dis-
ease, hypertension, hypercholesterolemia, hypertriglyceri-
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demia, nonalcoholic fatty liver disease, arthritis, asthma, and
certain forms of cancer (12).

Over the last two decades, adipose tissue has gained crucial
importance in the mechanisms involved in obesity-related
disorders. The energy-storing white adipose tissue (WAT) is
well vascularized and contains adipocytes, connective tissue,
and numerous immune cells such as macrophages, T and B
cells, mast cells, and neutrophils that infiltrate and increase
their presence during obesity (22). Macrophages were the first
immune cells reported to participate in obesity-induced insulin
resistance (56). This highlights their pathological role in adi-
pose tissue in addition to their traditional involvement in tissue
repair and in response to dead and dying adipocytes (5, 14). Fat
is an active endocrine tissue that secretes hormones such as
leptin, adiponectin, or resistin and inflammatory cytokines such
as TNF-a, IL-6, IL-18, etc. in response to several stimuli. It is
therefore a complex organ controlling energy expenditure,
appetite, insulin sensitivity, endocrine and reproductive func-
tions, inflammation, and immunity (53).

The pathophysiology of obesity-induced insulin resistance
has been attributed to ectopic fat deposition (39), increased
inflammation, endoplasmic reticulum (ER) stress (16, 42),
adipose tissue hypoxia (15) and mitochondrial dysfunction
(32), and impaired adipocyte expansion and angiogenesis (50,
51, 54). In obesity, fatty acids (FA) together with other stimuli
such as ceramide, various PKC isoforms, proinflammatory
cytokines and reactive oxygen species (ROS), and ER stresses
activate JNK, NF-kB, RAGE, and TLR pathways both in
adipocytes and macrophages triggering inflammation and in-
sulin resistance (43).

Strenuous efforts are being made by the research community
to elucidate the mechanisms involved in the pathophysiology
of obesity-related disorders. However, an alternative strategy
could be to act upstream by preventing the accumulation of
lipids and the progression of obesity. In addition to reducing
caloric intake, a potential effective approach to combating
obesity would be to increase energy expenditure in key meta-
bolic organs such as adipose tissue. Obese individuals and
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those with T2D are known to have lower fatty acid oxidation
(FAO) rates and lower electron transport chain activity in
muscle (17, 19, 37), together with higher glycolytic capacities
and enhanced cellular FA uptake compared with nonobese and
nondiabetic individuals (44). Thus, any strategy able to elim-
inate the excess of lipids found in obesity could be beneficial
for health. Lipid levels can be reduced by inhibiting synthesis
and transport or by increasing oxidation; here, we focus on the
latter.

Malonyl-CoA, derived from glucose metabolism and the
first intermediate in lipogenesis, regulates FAO by inhibiting
carnitine palmitoyltransferase 1 (CPT1). This makes CPT1 the
rate-limiting step in mitochondrial FA (-oxidation. Thus, in
high-energy conditions, malonyl-CoA inhibits oxidation, di-
verting FAs’ fate into TG accumulation. There are three CPT1
isoforms, with different tissue expressions: CPT1A (liver,
kidney, intestine, pancreas, ovary, and mouse and human
WAT), CPT1B (brown adipose tissue, skeletal muscle, heart,
and rat and human WAT), and CPT1C (brain and testis) (2,
36). The fact that CPT1 controls FAO makes it a very attractive
target to reduce lipid levels and fight against obesity and T2D.
Despite their excess fat, obese individuals have reduced vis-
ceral WAT CPT1 mRNA and protein levels (20). This
prompted our group and others to overexpress CPT1 in liver
(26, 29, 45), muscle (3, 33, 40), and white adipocytes (9),
which led to a decrease in triglyceride (TG) content and an
improvement in insulin sensitivity.

Here, we show that CPT1A expression was higher in human
adipose tissue macrophages than in mature adipocytes and that
it was differentially expressed in visceral vs. subcutaneous
adipose tissue. To further investigate the role of CPT1A in both
adipocytes and macrophages, we used a permanently active
mutant form of CPT1A, CPT1AM, which is insensitive to its
inhibitor malonyl-CoA (27), to achieve continuous oxidation
of lipids. When cells were incubated with palmitate to mimic
obesity, CPT1AM restored most of the palmitate-induced im-
balances. An increase in FAO in adipocytes and macrophages
reduced TG content and inflammatory levels, improved insulin
sensitivity in adipocytes, and reduced ER stress and ROS
damage in macrophages.
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MATERIALS AND METHODS

Human cohorts: selection of patients. Adipose tissue was selected
from an adipose tissue biobank collection of the University Hospital
Joan XXII (Tarragona, Spain). All subjects were of Caucasian origin
and reported that their body weight had been stable for at least 3 mo
before the study. They had no systemic disease other than obesity or
T2D, and all had been free of any infections in the previous month
before the study. Liver and renal diseases were specifically excluded
by biochemical work-up. Appropriate Institutional Review Board
approval and adequate biobank informed consent were obtained from
all participants. Biobanking samples included plasma and total and
fractionated adipose tissue from subcutaneous and visceral origin. All
patients had fasted overnight before collection of blood and adipose
tissue samples. Visceral adipose tissue (VAT) and subcutaneous
adipose tissue (SAT) samples were obtained during surgical proce-
dures that included laparoscopic surgery for hiatus hernia repair or
cholecystectomy. Samples were selected according stratification by
age, sex, and BMI and grouped into two cohorts:

Obesity cohort. Subjects were classified by BMI according to the
World Health Organization criteria (WHO, 2000). The study included
19 lean, 28 overweight, and 15 obese nondiabetic subjects matched
for age and sex (Table 1).

T2D cohort. Patients were classified as having T2D according to
American Diabetes Association criteria (1997). Variability in meta-
bolic control was assessed by stable glycated hemoglobin A
(HbA ) values during the previous 6 mo. These criteria having been
gathered, there were 11 T2D subjects. As a control group, we selected
36 subjects without diabetes from the obesity cohort, matched for age,
BMI, and sex (Table 2). No patient was being treated with thiazoli-
dinedione.

Anthropometric measurements. Height was measured to the nearest
0.5 cm and body weight to the nearest 0.1 kg. BMI was calculated as
weight (kilograms) divided by height (meters) squared. Waist circum-
ference was measured midway between the lowest rib margin and the
iliac crest.

Collection and processing of human samples. Samples from VAT
(omental) and SAT (anterior abdominal wall) from the same individ-
ual were obtained during abdominal elective surgical procedures
(cholecystectomy or surgery for abdominal hernia). All patients had
fasted overnight at least 12 h before the surgical procedure. Blood
samples were collected before the surgical procedure from the ante-
cubital vein, 20 ml of blood with EDTA (1 mg/ml), and 10 ml of
blood in silicone tubes. Collected blood (15 ml) was used for the

Table 1. Clinical, analytic, and CPTIA gene expression analysis of the obesity cohort

Lean BMI <25 (13 M; 6 F)

Overweight 25 = BMI <30 (16 M; 12 F)

Obese BMI =30 (9 M; 6 F)

Age, yr 51.7 £ 16.0
BMI, kg/m? 23.6 (22.1-24.2)
Waist, cm 83.0 (79.0-90.0)
Cholesterol, mM 52+1.2
HDL-chol., mM 1.5+ 0.5
Triglycerides, mM 1.0 (0.7-1.6)
Glucose, mM 4.8 +0.7
Insulin, nIU/ml 3.4 (2.1-6.7)

HOMA-IR 0.75 (0.54-1.83)
sIL-6, pg/ml 1.4 (1.1-2.5)
SBP, mmHg 120 (120-127)
DBP, mmHg 70 (60-80)
SAT CPTIA 0.85 (0.66-1.14)F
VAT CPTIA 1.31 (1.07-2.50)

57.1 = 15.0
27.2 (26.5-27.9)*
97.0 (90.5-100.0)*

574 128
32.1(30.8-33.6)*#
107.0 (100.0-117.2)*#

49+ 10 52+08
13+03 14 +03
1.1 (0.8-1.5) 1.0 (0.7-1.3)
5.5+ 0.5% 5.6 = 0.5%
4.0 (2.8-7.2) 6.6 (4.5-16.5)]
1.01 (0.52-2.09) 1.60 (1.19-4.79)]
1.0 (0.7-2.2) 2.5 (1.4-5.2)§
130 (121-140) 145 (130-160)*§
70 (70-80) 80 (78-90)(
1.15 (0.85-1.60)F 0.86 (0.72-1.81)

1.42 (0.97-3.00) 1.07 (0.84-1.76)

Values are expressed as means = SD or median (interquartile range) for non-Gaussian distributed variables. CPT1A, carnitine palmitoyltransferase 1A; BMI,
body mass index; HOMA-IR, homeostasis model assessment of insulin resistance; sIL-6, soluble interleukin-6; SBP, systolic blood pressure; DBP, diastolic blood
pressure; SAT, subcutaneous adipose tissue; VAT, visceral adipose tissue. Differences vs. Lean: *P < 0.001; P < 0.05. Differences vs. Overweight: #P <

0.001; §P < 0.05. P < 0.05 SAT vs. VAT expression.
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Table 2. Clinical, analytic, and CPTIA gene expression
analysis of the T2D cohort

Control (21 M, 15 F) Type 2 Diabetes (5 M, 6 F)

Age, yr 61.6 = 10.6 66.1 = 8.6
BMI, kg/m? 28.6 (27.0-31.5) 28.7 (26.9-30.4)
Waist, cm 100.0 (94.0-107.0) 97.0 (94.0-102.0)
Cholesterol, mM 5.1+09 47 +£12
HDL-chol., mM 1.4 (1.2-1.6) 1.2 (1.0-1.9)
Triglycerides, mM 1.0 (0.7-1.5) 1.7 (1.2-2.3)]
NEFA, puM 775.5 = 275.1 9264 = 412.3
Glycerol, pM 135.2 (117.2-222.3) 301.6 (209.6-465.3)]
Glucose, mM 5.6 (5.3-5.8) 8.3 (7.0-10.1)*
Insulin, pIU/ml 4.5(3.5-7.7) 10.2 (3.5-21.4)
HOMA-IR 1.22 (0.89-2.10) 3.66 (1.71-23.66)
sIL-6, pg/ml 1.4 (1.0-2.6) 1.5(1.0-2.4)
SBP, mmHg 140 (130-150) 140 (124-156)
DBP, mmHg 80 (70-80) 80 (63-83)

SAT CPTIA 1.08 (0.79-1.59)F 1.70 (1.03-2.18)
VAT CPTIA 1.39 (0.87-2.28) 1.57 (0.98-1.96)

Values are expressed as means *= SD or median (interquartile range) for
non-Gaussian distributed variables. Differences vs. controls: *P < 0.001; P <
0.05. Differences between SAT and VAT in the same group: TP = 0.03.

separation of plasma. Plasma samples were stored at —80°C until
analytic measurements were performed; 5 ml of blood with EDTA
was used for the determination of HbA.. Adipose tissue samples
were collected, washed in PBS, immediately frozen in liquid N, and
stored at —80°C.

Adipose tissue fractionation. Adipose tissue biopsies were pro-
cessed immediately. The adipose tissue was finely diced into small
pieces (10-30 mg), washed in PBS, and incubated in Medium 199
(Life Technologies) supplemented with 4% BSA plus 2 mg/ml col-
lagenase type I (Sigma) for 1 h in a shaking water bath at 37°C. After
digestion, mature adipocytes (ADI) were separated from tissue matrix
by filtration through a 200-pwm mesh fabric (Spectrum Laboratories).
The filtrated solution was centrifuged for 5 min at 1,500 g. The mature
adipocytes were removed from the top layer and the stromal vascular
fraction (SVF) cells remained in the pellet. Cells were washed four
times in PBS and processed for RNA and protein extraction.

Analytic methods. Glucose, cholesterol, and TG plasma levels were
determined in an autoanalyzer (Hitachi 737, Boehringer Mannheim)
using the standard enzyme methods. High-density lipoprotein (HDL)
cholesterol was quantified after precipitation with polyethylene glycol
at room temperature (PEG-6000). Plasma insulin was determined by
radioimmunoassay (Coat-A-Count insulin; Diagnostic Products).
Nonesterified free fatty acid (NEFA) serum levels were determined in
an autoanalyzer (Advia 1200, Siemens) using an enzymatic method
developed by Wako Chemicals. Plasma glycerol levels were analyzed
by using a free glycerol determination kit, a quantitative enzymatic
determination assay (Sigma-Aldrich). Intra- and interassay CVs were
less than 6% and less than 9.1%, respectively. The degree of insulin
resistance was determined by homeostasis model assessment
(HOMA), as [glucose (mmol/l) X insulin (mIU/1)]/22.5. (24).

Immunohistochemistry. Five-micrometer sections of formalin-fixed
paraffin-embedded adipose tissue were deparaffinized and rehydrated
prior to antigen unmasking by boiling in 1 mM EDTA, pH 8. Sections
were blocked in normal serum and incubated overnight with rabbit
anti-CPT1A (Sigma-Aldrich) at 1:50 dilution. Secondary antibody
staining was performed using a VECTASTAIN ABC kit (Vector
Laboratories) and detected with diaminobenzidine (Vector Laborato-
ries). Sections were counterstained with hematoxylin prior to dehy-
dration and coverslip placement and examined under a Nikon Eclipse
90i microscope. As a negative control, the procedure was performed
in the absence of primary antibody.

Immunofluorescence. Five-micrometer sections of formalin-fixed
paraffin-embedded adipose tissue were blocked in normal serum and

FATTY ACID OXIDATION IN ADIPOCYTES AND MACROPHAGES

incubated overnight with rabbit anti-CPT1A antibody (Sigma-Al-
drich) at 1:50 dilution and with mouse anti-CD68 (Santa Cruz Bio-
technology) at 1:50 dilution, washed, and visualized using Alexa fluor
546 goat anti-rabbit, and Alexa fluor 488 goat anti-mouse antibodies,
respectively (1:500, Molecular Probes). The slides were counter-
stained with DAPI (4,6-diamidino-2-phenylindole) to reveal nuclei
and were examined under a Nikon Eclipse 90i fluorescent microscope.
As a negative control, the assay was performed in the absence of
primary antibody.

Materials. Sodium palmitate, sodium oleate, BSA, and L-carnitine
hydrochloride were purchased from Sigma Aldrich. DMEM, FBS, and
penicillin-streptomycin mixture were purchased from Life Technolo-
gies.

Cell culture. Murine 3T3-L1 CARALI preadipocytes, kindly given
by Dr. Orlicky (Department of Pathology, UCHSC at Fitzsimons,
Aurora, CO), were cultured and differentiated into mature adipocytes
following the published protocol (31). Mature adipocytes were used
for experiments at day 8 postdifferentiation. Murine RAW 264.7
macrophages were obtained from ATCC and were maintained in
DMEM supplemented with 10% heat-inactivated FBS and 1% peni-
cillin-streptomycin mixture. Simpson-Golabi-Behmel Syndrome
(SGBS) human cells were cultured and differentiated to adipocytes as
previously described (55).

Adenovirus infection. At day 8 of differentiation, 3T3-L1 CARALI
cells were infected with adenoviruses AdGFP [100 moi (multiplicity
of infection)] and AACPT1AM (13) (100 moi) for 24 h in serum-free
DMEM, and then the medium was replaced with complete DMEM for
additional 24 h. RAW 264.7 macrophages were infected with AAGFP
(100 moi) and AACPT1AM (100 moi) for 2 h in serum-free DMEM
and then replaced with complete medium for an additional 72 h.
Adenovirus infection efficiency was assessed in AAGFP-infected cells
(see Fig. 3, A and B). The same batch of adenoviruses stored in 50-p.l
aliquots was used throughout the experiments.

FA treatment. Sodium palmitate was conjugated with FA-free BSA
in a 5:1 ratio to yield a stock solution of 2.5 mM (40). Cells were
incubated with 0.3 or 1 mM of this solution for 24 h (3T3-L1 CARA1
adipocytes) or 0.3, 0.5, or 0.75 mM for 24, 18, or 8§ h (RAW 264.7
macrophages), respectively.

Adipocyte and macrophage viability. 3T3-L1 CARAI adipocytes
and RAW 264.7 macrophages were infected as previously described
and incubated for 24 h with 1 or 0.3 mM palmitate, respectively. Cells
were washed twice with PBS and lifted from the surface with trypsin
followed by 2 min of incubation at 37°C. Trypsinization was stopped
with 10% FBS-containing medium, and equal volumes of cell sus-
pension were mixed with 0.4% Trypan blue staining. Trypan blue-
positive and -negative cells were counted using a Neubauer chamber
for adipocytes and a Countess Automated Cell Counter (Invitrogen)
for macrophages. Percentage of viability was determined normalizing
viable cells of each group to viable cells of BSA GFP group.
Statistical significance was assessed using two-way ANOVA of three
individual experiments (*P < 0.05).

CPTI activity. Mitochondria-enriched fractions were obtained from
cell culture grown in 10-cm? dishes, and CPT1 activity was measured
by a radiometric method as described (13).

FA oxidation. Total oleate oxidation was measured in 3T3-L1
CARALI adipocytes and RAW 264.7 macrophages grown in 25-ml
flasks, differentiated, and infected as described above. The day of the
assay, cells were washed in KRBH-0.1% BSA, preincubated at 37°C
for 30 min in KRBH-1% BSA, and washed again in KRBH-0.1%
BSA. Cells were then incubated for 3 h (3T3-L1 CARA1 adipocytes)
or 2 h (RAW 264.7 macrophages) at 37°C with fresh KRBH contain-
ing 11 mM glucose, 0.8 mM carnitine, and 0.2 mM [1-'“CJoleate
(PerkinElmer). Oxidation was measured as described (29). The scin-
tillation values were normalized to the protein content of each flask.

TG content. Cells were grown in 12-well plates, differentiated, and
infected as described above. After 24 h (3T3-L1 CARA1 adipocytes)
or 18 h (RAW 264.7 macrophages) of FA treatment, cells were
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collected for lipid extraction following a protocol of Gesta et al. (10)
with minor modifications: after cell lysis with 0.1% SDS, 1/2/0.12
(vol/vol/vol) methanol-chloroform-0.5 M KClI solution was added, the
two phases were separated by centrifugation, and the upper phase was
dried with N». Finally, lipids were resuspended in 100% isopropanol,
and TGs were quantified using a TG Ttriglyceride kit (Sigma) accord-
ing to the manufacturer’s instructions. Protein concentrations were
used to normalize sample values.

Oil red O staining. RAW 264.7 macrophages grown on coverslips
were infected as described above and incubated with 0.75 mM
palmitate for 18 h. After this time, cells were rinsed twice with PBS,
fixed in 10% paraformaldehyde for 30 min at room temperature, and
washed again with PBS. Then, cells were rinsed with 60% isopropa-
nol for 5 min to facilitate the staining of neutral lipids and were
stained with filtered Oil red O working solution (0.3% Oil red O in
isopropanol) for 15 min. After several washes with distilled water, the
coverslips were removed and mounted on a drop of mount medium.
The intracellular lipid vesicles stained with Oil red O were identified
by their bright red color under the microscope.

Analysis of intracellular protein oxidation. RAW 264.7 macro-
phages were cultured in 12-well plates and infected as described
before. After FA treatment, cell extracts were prepared and analyzed
for protein oxidative modifications (i.e., carbonyl group content) with
a OxyBlot Protein Oxidation Detection kit (Millipore), following the
manufacturer’s instructions.

Western blot analysis. 3T3-L1 CARA1 adipocytes and RAW 264.7
macrophages were cultured in 12-well plates, differentiated, and
infected as described above. Cells were collected in lysis buffer
(RIPA), and protein concentration was determined using a BCA
protein assay kit (Thermoscientific). An equal amount of protein from
whole cell lysates was resolved by 8% SDS-PAGE and transferred to
PVDF membranes (Millipore). Signal detection was carried out with
the ECL immunoblotting detection system (GE Healthcare), and the
results were quantitatively analyzed using Image Quant LAS4000
Mini (GE Healthcare). The following antibodies were used: CPT1A
[1/6,000 (13)], B-actin (I-19; 1/4,000, Santa Cruz), Akt and pAkt
(Ser*”3; 1/1,000, Cell Signaling), C/EBP homologous protein (CHOP;
GADD 153, 1/200; Santa Cruz) and insulin receptor-3 (IR3; 1/1,000;
Santa Cruz). Human fat tissue was homogenized in RIPA buffer as
previously described (34). Protein extracts (10-20 wg) were loaded,
resolved on 10% SDS-PAGE, and transferred to Hybond ECL nitro-
cellulose membranes. Membranes were stained with 0.15% Ponceau
red (Sigma-Aldrich) to ensure equal loading after transfer and then
blocked with 5% (wt/vol) BSA in TBS buffer with 0.1% Tween 20.
Immunoblotting was performed with 1:2,000 goat anti-human CPT1A
(Abcam). Blots were incubated with the appropriate I[gG-HRP-conju-
gated secondary antibody. Immunoreactive bands were visualized
with an ECL-plus reagent kit (GE Healthcare). Optical densities of the
immunoreactive bands were measured using Image J analysis soft-
ware.

Analysis of mRNA expression by quantitative real-time PCR. Total
RNA was extracted from cultured cells grown in 12-well plates using

Table 3. Forward and reverse primers
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Illustra Mini RNA Spin kit (GE Healthcare), and cDNA was obtained
using a Transcriptor First Strand cDNA Synthesis kit (Roche). Quan-
titative real-time PCR was performed using a SYBR Green PCR
Master Mix Reagent Kit (Life Technologies). Levels of mRNA were
normalized to those of (3-actin and expressed as fold change. Forward/
reverse primers for several genes were used (Table 3; other sequences
are available upon request):

Frozen human adipose tissue (400—500 mg) was homogenized with
an Ultra-Turrax 8 (Ika). Total RNA from adipose biopsies, SVF, and
isolated adipocytes were extracted by using an RNeasy Lipid Tissue
Midi Kit (QIAGEN) following the manufacturer’s instructions, and
total RNA was treated with 55 U of RNase-free DNase (QIAGEN) to
avoid contamination with genomic DNA. Between 0.2 and 1 pg of
total RNA was reverse-transcribed to cDNA using TagMan reverse
transcription reagents (Applied Biosystems) and subsequently diluted
with nuclease-free water (Sigma) to 20 ng/pl ¢cDNA. For adipose
tissue gene expression analysis, real-time quantitative PCR was per-
formed, with duplicates, on a 7900HT Fast Real-Time PCR System
using commercial Tagman Assays (Applied Biosystems). SDS soft-
ware 2.3 and RQ Manager 1.2 (Applied Biosystems) were used to
analyze the results with the comparative threshold cycle (Ct) method
(244€r), Cr values for each sample were normalized with an optimal
reference gene (cyclophilin) after testing of three additional house-
keeping genes: [3-actin and RNA 18S. A panel of genes involved in
the adipocyte differentiation and metabolism was selected in the study
of CPT1A gene expression (Table 4).

Cytokine measurement in culture media. Cytokine protein levels in
culture medium of 3T3-L1 CARAI1 adipocytes and RAW 264.7
macrophages were measured by Luminex technology with a MILLIP-
LEX Analyzer Luminex 200x Ponenet System (MCYTOMAG-
70K-08 Mouse Cytokine MAGNETIC Kit; Merck Millipore).

Analysis of cellular redox status. To detect ROS (superoxide)
formation, MitoSOX Red (M36008, Life Techonologies) fluorescence
was measured by flow cytometry. RAW 264 cells were infected with
100 moi AdCPT1AM (or AAGFP as control) for 48 h; then, 16 h prior
to ROS measurement, macrophages were treated with 0.75 mM
palmitate BSA-conjugated (or with BSA as control). Medium was
removed, and cells were incubated for 30 min with PBS containing 5
rM MitoSOX Red. The labeled macrophages were washed three
times with HBSS-Ca-Mg, pelleted, resuspended in 300 pul of HBSS-
Ca-Mg, and fixed by adding 1.2 ml of absolute ethanol and keeping
them at —20°C for 5 min. Cells were pelleted again and resuspended
in HBSS-Ca-Mg containing 3 uM DAPI to mark their nuclei. Then
macrophages were analyzed by flow cytometry (Gallios Cytometer,
Beckman-Coulter). The fluorescence intensity of MitoSOX Red was
measured using excitation at 510 nm and emission at 580 nm.

Statistical analysis. Data are expressed as means * SE and ana-
lyzed statistically using Student’s 7-test (column analysis) or two-way
ANOVA (grouped analysis). All figures and statistical analyses were
generated using GraphPad Prism 6. P < 0.05 was considered statis-
tically significant. For human data, statistical analyses were performed
with SPSS 12.0. Results are expressed as means = SD. The nonnor-

Reverse

Forward

B-Actin 5'-AGGTGACAGCATTGCTTCTG-3'
CHOP 5'-CCCTGCCTTTCACCTTGG-3’

CPT1A* 5'-GCAGCAGATGCAGCAGATCC-3'
EDEM 5'-AAGCCCTCTGGAACTTGCG-3’

GRP78 5'-ACTTGGGGACCACCTATTCCT-3’
1IL-1B 5'-GCCCATCCTCTGTGACTCAT-3'
MCP-1 5'-TCCCAATGAGTAGGCTGGAG-3'
PDI 5'-ACCTGCTGGTGGAGTTCTATG-3’
TLR-4 5'-GGACTCTGATCATGGCACTG-3'
TNF-a 5'-ACGGCATGGATCTCAAAAGAC-3’

5'-GCTGCCTCAACACCTCAAC-3’
5'-CCGCTCGTTCTCCTGCTC-3'
5'-TCAGGATCCTCCTCTCTGTATCCC-3’
5'-AACCCAATGGCCTGTCTGG-3'
5'-ATCGCCAATCAGACGCTCC-3'
5'-AGGCCACAGGTATTTTGTCG-3'
5'-AAGTGCTTGAGGTGGTTGTG-3’
5'-CGGCAGCTTTGGCATACT-3’
5'-CTGATCCATGCATTGGTAGGT-3’
5'-AGATAGCAAATCGGCTGAACG-3'

*Recognizes both carnitine palmitoyltransferase 1A (CPT1A) and the active mutant CPTIAM. See text for other derfinitions.
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Table 4. Gene symbols, denominations, and assay ID numbers

Assay ID

Gene Symbol Gene Denomination

ACCl1 (acetyl-coenzyme carboxylase 1) ACACA

PCK2 (phosphoenolpyruvate carboxykinase 2)

PPAR« (peroxisome proliferator-activated receptor-o)

PPARYy (peroxisome proliferator-activated receptor-vy)

AGPAT3 (1-acyl-sn-glycerol-3-phosphate acyltransferase-y/LPAAT-g1)
AGPAT4 (1-acyl-sn-glycerol-3-phosphate acyltransferase/LPAAT-d)
AGPATS (1-acyl-sn-glycerol-3-phosphate acyltransferase/LPAAT-e)
AGPAT9 (1-acylglycerol-3-phosphate O-acyltransferase 9/LPAAT-6)
CDSl1 (phosphatidate cytidylyltransferase)

PCYTIA (choline-phosphate cytidylyltransferase)

PCYT2 (ethanolamine-phosphate cytidylyltransferase

PDE3B (phosphodiesterase type 3)

FDFT1 (farnesyl-diphosphate farnesyltransferase 1)

SREBF1 (sterol regulatory element binding transcription factor 1)
BCL2 (B cell CLL/lymphoma 2)

CD163 Macrophage and monocyte marker

CPTIA (carnitine palmitoyltransferase 1A)

Hs00167385_m1
Hs00388934_m1
Hs00231882_m1
Hs00234592_m1
Hs00987571_m1
Hs00220031_m1
Hs00218010_m1
Hs00262010_m1
Hs00181633_m1
Hs00192339_m1
Hs00161098_m1
Hs01057215_m1
Hs00926054_m1
Hs01088691_m1
Hs99999018_m1
Hs01016661_m1
Hs00912676_m1

mally distributed variables are represented as the median (interquartile
range). Categorical variables are reported by number (percentages).
Student’s r-test analysis was used to compare the mean value of
normally distributed continuous variables. Variables with a non-
Gaussian distribution were analyzed using a nonparametric test
(Kruskal-Wallis or Mann-Whitney test for independent samples or
Wilcoxon test for related samples when necessary). Associations
between continuous variables were sought by correlation analyses.
Finally a stepwise multiple linear regression analysis was performed
to determine independent variables associated with CPT1A gene
expression levels in SAT and VAT depots. Results are expressed as
unstandardized coefficient (B), and 95% confidence interval for B
[95% CI(B)]. Differences are considered significant if a computed
two-tailed probability value (P) is < 0.05.

RESULTS

CPTI1A expression pattern in human adipose tissue from
obese and diabetic patients. Visceral and subcutaneous adi-
pose tissue (VAT and SAT, respectively) were analyzed
from both an obesity cohort (lean, overweight and obese
patients) and a T2D cohort (control and T2D patients).
Tables 1 and 2 show the phenotypic and metabolic charac-
teristics and CPT1A expression levels of the subjects. No
differences in CPT1A gene expression levels either in SAT
or in VAT depots were observed when comparing with the
nonobese or the nondiabetic counterparts (Fig. 1, A and B;
Tables 1 and 2). However, in the obesity cohort, CPT1A
mRNA expression was significantly higher in lean and
overweight VAT than in SAT (Fig. 1A); this difference was
lost in the obese patients. These results were corroborated
by Western blot with human adipose tissue of several lean
and obese individuals (Fig. 1, C and D, P = 0.015). Similar
results were obtained in the T2D cohort, where control
subjects showed significantly higher CPTIA mRNA levels
in VAT vs. SAT (Fig. 1B); however, this difference disap-
peared in T2D patients. Despite T2D patients showing a
trend to express higher CPT1A levels in SAT and VAT
compared with controls (the opposite of that in the obese
subjects), this difference was nonsignificant. Since the
CPTI1B isoform is also expressed in human adipose tissue,
we analyzed CPT1B mRNA (Fig. 1, E and F) and protein
(data not shown) levels in human VAT and SAT of the

obesity and the T2D cohort. No differences were seen
among the groups.

To establish the main relationship between CPT1A gene
expression and key adipocyte genes involved in differentiation
and metabolic pathways, we explored a panel of genes (see
MATERIALS AND METHODS) both in SAT and in VAT depots of the
obesity cohort. Results are shown from those genes that
changed the most (up or down; Tables 5 and 6). Simple
association analysis showed an inverse correlation between
CPT1A and peroxisome proliferator-activated receptor-y
(PPARY) in SAT (r = —0.38, P = 0.002; Table 5). Positive
CPTI1A correlation in both VAT and SAT was found with
1-acylglycerol-3-phosphate O-acyltransferase 5 (AGPATS;
phospholipid biosynthesis), sterol regulatory element binding
transcription factor 1 (SREBF1; glucose and lipid metabolism),
B cell CLL/lymphoma 2 (BCL2; antiapoptosis), and CD163
(macrophage marker) (Table 5).

To study the main determinants of CPT1A gene expression
levels, a stepwise multiple regression analysis was performed,
including the aforementioned bivariate associations and con-
founding factors such as BMI, age and sex. This model showed
that SAT CPT1A was positively associated with AGPATS,
SREBF1, and CD163 and that VAT CPT1A was positively
correlated with SREBF1 and CD163 and negatively with age
and PPARy (Table 6). The inverse relationship between
CPT1A and PPARYy was corroborated with the human adi-
pocyte cell line SGBS. CPT1A mRNA expression dropped to
a new steady state in adipocytes that was 11% of its expression
in fibroblasts (data not shown).

CPTIA is highly expressed in human adipose tissue
macrophages. To determine the cellular distribution of
CPT1A gene and protein in human adipose tissue biopsies,
we performed qRT-PCR and immunostaining analysis on
both adipose and SVF. CPT1A mRNA levels were 42.6- and
43.4-fold increased in the SVF compared with mature adi-
pocytes in both human SAT (P < 0.05) and VAT (P <
0.05), respectively (Fig. 2A). Immunohistological examina-
tion of SAT from obese subjects revealed CPTIA+ cells
mostly in the SVF (Fig. 2B). Immunofluorescence detection
showed a bright staining pattern in cells resembling adipose
tissue macrophages. Costaining analysis using CPT1A and
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Fig. 1. Carnitine palmitoyltransferase 1A
(CPT1A) gene and protein expression in hu-
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CD68 (a macrophage marker) antibodies confirmed the
expression of CPTIA in macrophages (Fig. 2C). Macro-
phages seemed to localize forming the so-called “crown-like
structures” surrounding the adipocytes.
CPTIAM-expressing adipocytes show enhanced FA oxida-
tion and reduced TG content. To further study the role of
CPTIA in adipocytes and macrophages, we decided to con-

Table 5. Bivariate correlation analysis of CPTIA gene
expression levels with several genes in human VAT and SAT
of the obesity cohort

CPTIA
SAT R VAT R
PPARy —0.382
AGPATS 0.639 0.714
SREBFI 0.525 0.757
BCL2 0.639 0.580
CDI63 0.731 0.716

Control

T2DM

tinue with in vitro studies. Since 3T3-L1 adipocytes are inef-
ficiently infected with adenovirus, we decided to use the
high-infection efficiency white adipocyte cell culture line,
3T3-L1 CARAT1 adipocytes (31) (Fig. 3A). Cells were trans-
duced for the first time with adenoviruses carrying the
CPT1AM gene or GFP as a control. Interestingly, CPT1AM-

Table 6. Multiple regression analysis for CPTIA in VAT
and SAT as dependent variable in the obesity cohort

Independent Variables B (95% CI) B st P

SAT (12 of the model: 0.71)

CD163 0.34 (0.20-0.49) 0.446  <0.0001

AGPATS 0.64 (0.33-0.95) 0.345 <0.0001

SREBFI1 0.19 (0.06-0.33) 0.245 0.006
VAT (#? of the model: 0.70)

CD163 0.34 (0.21-0.48) 0.569 <0.0001

Age —0.15(—0.025-0.004) —0.22 0.006

SREBFI1 0.413 (0.13-0.69) 0.323 0.005

PPARY —0.29 (—0.53-0.05) —=0.19 0.017

PPARY, peroxisome proliferator-activated receptor-y; AGPATS, 1-acylg-
lycerol-3-phosphate O-acyltransferase-5; SREBF1, sterol regulatory element-
binding transcription factor 1; BCL2, B cell CLL/lymphoma 2; CD163,
macrophage and monocyte marker. P < 0.005 for all correlations.

Independent variables included in the model: age, sex, BMI, PPARa,
PPARy, AGPATS, SREBF1, BCL2, and macrophage and monocyte marker
(CD163) gene expression levels. B st, standardized B-coefficient. CI, confi-
dence interval.
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Fig. 2. CPT1A is highly expressed in human adipose tissue macrophages. A:
CPT1A mRNA levels in both adipose (Ad) and stromal-vascular fraction
(SVF) of human VAT and SAT; n = 4, *P < 0.05. B: immunohistochemical
detection of CPT1A (brown) in SAT of obese subjects. C: immunofluorescence
staining of CPT1A (red) and CD68 (green) proteins in SAT of obese individ-
uals. Counterstaining of nuclei (DAPI) is shown in blue. Images are represen-
tative of adipose tissue preparations collected from 3 subjects.

expressing adipocytes were partially protected from palmitate-
induced cell death (Fig. 3C).

CPT1A mRNA, protein, and activity levels were increased
in CPT1AM-expressing adipocytes compared with GFP con-
trol cells (Fig. 4, A-C). CPT1AM-expressing adipocytes re-
tained most of the CPT1 activity after incubation with the
CPT1A inhibitor malonyl-CoA (Fig. 4C). The FA oxidation
(FAO) rate was concordantly enhanced (1.37-fold increase,
P < 0.05) in CPT1AM-expressing adipocytes (Fig. 4D). FA
undergoing (-oxidation yield acetyl-CoA moieties that have
two main possible fates: /) complete oxidation to CO, and
ATP production or 2) conversion to ketone bodies (mainly in
the liver). Here, the total FAO rate was calculated as the sum
of acid-soluble products plus CO, oxidation. CPT1AM expres-
sion blocked the palmitate-induced increase in TG content
(Fig. 4E).

FATTY ACID OXIDATION IN ADIPOCYTES AND MACROPHAGES

Enhanced adipocyte FAO improves insulin sensitivity and
reduces inflammation. We examined the effect of increased
FAO on insulin sensitivity and inflammatory responses in
3T3-L1 CARAL adipocytes infected with AACPT1AM. Palmi-
tate-induced decrease in insulin-stimulated Akt phosphoryla-
tion and insulin receptor-3 (IRB) protein levels was partially
restored in CPT1AM-expressing adipocytes (Fig. 4, F-H).
Palmitate-induced increase of proinflammatory markers [IL-
1B, monocyte chemoattractant protein-1 (MCP-1), and IL-1a]
mRNA and protein levels was blunted in CPT1AM-expressing
adipocytes (Fig. 4, I-K). Several palmitate concentrations and
times of incubation were used to better fit the different dose
and time responses of the cytokines and parameters measured.
Consistent with previous studies (9, 11), palmitate incubation
raised cytokines expression two- to threefold.

Increased FAO in CPTIAM-expressing macrophages pro-
tects from palmitate-induced TG accumulation. Since CPT1A
was highly expressed in the SVF, and particularly in macro-
phages, of human adipose tissue, we decided to further analyze
the effect of increased FAO on cultured macrophages. RAW
264.7 macrophages were efficiently infected with AACPTIAM
(Fig. 3B). CPT1AM-expressing macrophages were protected
from palmitate induced cell death (Fig. 3D). CPT1AM-ex-
pressing macrophages showed a 2.4-fold (P < 0.01) increase in
CPT1A mRNA levels, a 6.6-fold (P < 0.01) increase in protein
levels, and a 2.2-fold (P < 0.05) increase in activity levels
(Fig. 5, A-C). In addition, we showed that malonyl-CoA did
not inhibit CPT1 activity in CPT1AM-expressing macrophages
(Fig. 5C). CPT1AM-expressing macrophages showed a 1.5-
fold increase in FAO rate compared with GFP control cells
(Fig. 5D, P < 0.05) and a total restoration in palmitate-induced
enhancement of TG content (Fig. 5, E and F).

Enhanced macrophage FAO reduced inflammation, ER
stress, and ROS damage. Palmitate-induced increase in proin-
flammatory cytokines [TNF-a, MCP-1, IL-13, Toll-like recep-
tor 4 (TLR-4), and IL-12p40], and ER stress markers (CHOP,
GRP78, protein disulfide isomerase (PDI), and ER degradation
enhancing a-mannosidase-like protein (EDEM)] mRNA and
protein levels were blunted in CPT1AM-expressing macro-
phages (Fig. 6, A, B, D, and E). Consistent with previous
studies (18, 47, 48), palmitate incubation raised cytokines
expression two- to threefold. No differences were seen in
anti-inflammatory markers such as IL-10, Mgl-1, and IL-4 in
CPT1AM-expressing cells incubated with or without palmitate
(Fig. 60). Incubation with etomoxir, a permanent inhibitor of
CPT1A, counteracted the reduction of MCP-1 expression seen in
CPT1AM-expressing cells incubated with palmitate (data not
shown). We also studied the effect of enhanced FAO in RAW
264.7 macrophages on palmitate-induced ROS damage by protein
carbonyl content analysis. Palmitate-induced ROS damage was
reduced in CPT1AM-expressing macrophages (Fig. 6F). This
reduction was not detected when ROS (superoxide) was directly
measured using the MitoSOX Red probe (Fig. 6G).

DISCUSSION

The obesity epidemic has put a spotlight on adipose tissue as
a key player in obesity-induced insulin resistance (38). Obese
individuals and those with T2D have lower FAO rates (17, 19,
37). Although these data were reported in skeletal muscle, we
expected to see reduced CPT1A expression levels in the
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Fig. 3. Adenovirus infection efficiency and via-
bility in 3T3-L1 CARAL adipocytes and RAW
264.7 macrophages. Images were taken from
AdGFP-infected 3T3-L1 CARAI1 adipocytes
(50% infection; A) or RAW 264.7 macro-
phages (70% infection; B) 48 or 72 h after
infection, respectively. C and D: cCell viabil-
ity of 3T3-L1 CARA1 adipocytes (C) or RAW
264.7 macrophages (D) infected with AdGFP
or AACPT1AM and incubated for 24 h with 1
or 0.3 mM palmitate (PA), respectively.
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adipose tissue of both obese and T2D patients. However, no
differences were seen in CPT1A mRNA expression between
the obese or T2D patients and their respective controls either in
VAT or in SAT. Other authors have reported a decrease in
VAT CPT1 mRNA and protein levels in obese individuals
(20). However, those authors did not specify which of the
CPT1 isoforms was measured in VAT, CPT1A or CPT1B. We
showed that CPT1A expression is higher in adipose tissue
macrophages than in mature adipocytes. Since the obese adi-
pose tissue has higher infiltration of immune cells such as
macrophages, we postulate that the putative decrement of
CPT1A expression in obese individuals could be compensated
for by increased expression from the infiltrated macrophages
and thus that no differences are seen between the groups. The
CPT1B isoform is also expressed in human adipose tissue, and
it has been shown to raise FAO in metabolic tissues such as
skeletal muscle (3). Thus, we measured mRNA and protein
levels in the obese and T2D cohorts. However, no differences
were seen among the groups, indicating that CPT1B expression
is not changed by obesity and T2D.

We found that, in insulin-sensitive individuals (control and
overweight patients from the obese cohort and control patients

PA

RAW 264.7 Macrophages

from the T2D cohort), CPT1A mRNA expression was higher
in VAT than in SAT. However, no differences between VAT
and SAT were seen in the more insulin-resistant individuals
with a more proinflammatory environment: obese and T2D
patients. A similar phenomenon was described for T regulatory
cells, described to have anti-inflammatory properties and to
improve obesity-induced insulin resistance (7). Those authors
reported that the VAT and SAT of healthy individuals had
similar low numbers of T regulatory cells at birth, with a progres-
sive accumulation over time in the VAT, though not in the SAT.
Our results suggest a CPT1A expression balance between SAT
and VAT depots that may be disturbed in obese and T2D patients.
The difference in CPT1A expression between these two fat depots
is potentially crucial, given the association of VAT, but not SAT,
with insulin resistance (1, 52). It might indicate, in healthy
individuals, a potential protective role of CPTIA in the more
insulin-resistant associated VAT.

Gene expression analysis revealed a negative association
between CPT1A and the adipocyte marker of differentiation
PPARYy. This is consistent with the fact that while white
adipocytes mature they shift their lipid preferences to storage
rather than oxidation. Aging was associated with reduced
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Fig. 4. Enhanced fartyty acid oxidation (FAO) in 3T3-L1 CARAI adipocytes improves lipid-induced triglyceride (TG) accumulation, insulin sensitivity, and inflammation.
Relative CPT1A mRNA expression (A) and protein levels (B) in AdGFP- or AACPT1AM-infected 3T3-L1 CARA1 adipocytes. C: CPT1 activity from mitochondria-enriched
cell fractions incubated (or not) with 100 uM malonyl-CoA. D: total FAO rate represented as the sum of acid-soluble products plus CO- oxidation. E: TG content of adipocytes
treated for 24 h with 1 mM PA. F: insulin signaling in GFP- and CPT1AM-expressing adipocytes incubated with 0.3 mM PA for 24 h, indicated by Western blotting of
insulin-induced Akt phosphorylation (pAkt) and insulin receptor-3 (IRB). G: quantification of pAkt normalized by total Akt (fold change of arbitrary units, AU). H: quantification
of IRPB normalized by (-actin. / and J: relative mRNA expression from GFP- or CPT1A-expressing adipocytes incubated with 1 mM PA for 24 h. K: protein levels of IL-1a
in culture media of GFP- or CPT1A-expressing adipocytes incubated with 1 mM PA for 6 h. Shown are representative experiments out of 3; n = 3-6, *P < 0.05.
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Fig. 5. Enhanced FAO and reduced TG content
in CPTIAM-expressing RAW 264.7 macro-
phages. Relative CPTIA mRNA expression
* (A) and protein levels (B) in AdGFP- or
AdCPT1AM-infected macrophages. C: CPT1
activity from mitochondria-enriched cell frac-
tions incubated (or not) with 100 wM malonyl-
CoA. D: total FAO rate measured as the sum

of acid-soluble products plus CO> oxidation.
TG content (E) and Oil red O staining (F) of
macrophages treated for 18 h with 0.75 mM
PA. Shown are representative experiments out
of 3; n = 3-6, *P < 0.05.
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CPT1A expression in VAT. This might reflect a potential
protective role of CPT1A expression in VAT that is lost with
age. Considering that VAT accretion is a hallmark of aging and
especially that it is a stronger risk factor for comorbidities and
mortality (23), we speculate a favorable role of enhanced
CPT1A expression in age metabolic decline and related path-
ological conditions. Positive correlation in both VAT and SAT
CPT1A was found with AGPATS, SREBF1, Bcl2, and CD163.
These results may indicate a potential role of CPT1A in lipid
biosynthesis processes (AGPATS), glucose and lipid metabo-
lism (SREBF1), and protecting adipose tissue from apoptosis
(Bcl2). The positive association between CPT1A and CD163
(macrophage marker) was not surprising given the higher
CPT1A expression in macrophages than in adipocytes (Fig. 2).

We are aware that many of the aforementioned associations
may be secondary to obesity or T2D and that no causal

relationship may be inferred with this study design. To prove
the causality of some of these observations, we performed in
vitro studies directly targeting adipocytes and macrophages to
burn off the excess lipids through an increase in FAO. We used
the high-infection efficiency adipocyte cell line 3T3-L1
CARAL1 (31) to express for the first time CPT1AM through
adenoviral infection. Noteworthy, white adipocytes are de-
signed to store lipids rather than to oxidize them. Thus, CPT1
activity in WAT is lower than in other tissues (6). However,
CPT1AM-expressing adipocytes showed a 4.3-fold increase in
CPT1 activity that was not inhibited despite incubation with
high concentrations of malonyl-CoA. Since increased lipid
accumulation, inflammation, ER stress, and ROS-induced pro-
tein damage trigger metabolic diseases, we decided to measure
TG content, inflammation, ER stress, and ROS damage as
important mechanisms that could explain the potential protec-
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Fig. 6. CPT1AM expression reduced inflammation, ER stress, and ROS damage in RAW 264.7 macrophages. A, C, D: relative mRNA gene expression from
macrophages incubated with 0.5 mM PA for 8 h (TNF-a and MCP-1) or 0.3 mM PA for 24 h (IL-10, Mgl-1, IL-4, IL-1B, TLR-4, CHOP, GRP78, PDI, and
EDEM). B: protein levels of IL-12p40 in culture media of macrophages incubated with 0.3 mM PA for 24 h. E: CHOP protein levels and quantification in
macrophages incubated with 0.5 mM PA for 8 h. F: protein carbonyl content analysis and quantification in macrophages incubated with 0.75 mM PA for 18 h.
G: measurement of ROS (superoxide) using the MitoSOX Red probe. Shown are representative experiments out of 3; n = 3-4, *P < 0.05.
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tive effect of CPTIAM expression. Enhanced FAO led to
complete restoration of TG content, improved insulin signaling
(measured as pAkt), increased IR expression and cell viabil-
ity, and reduced inflammation in palmitate-incubated
CPT1AM-expressing adipocytes. CPT1AM-expressing adi-
pocytes showed a general improvement in lipid-induced de-
rangements as a consequence of increased FA flux through
mitochondria. However, enhanced FA flux in the absence of a
concomitant dissipation of FAO metabolites has been associ-
ated with increased ROS damage (35) and inflammation (8, 21,
43). Interestingly, although no differences were seen in ER or
oxidative stress (data not shown), CPT1AM-expressing adi-
pocytes showed a significant decrease in proinflammatory
mediators such as IL-13 and MCP-1. The favorable role of
CPT1A in adipocytes to attenuate FA-evoked insulin resistance
and inflammation has been also described to act via suppres-
sion of JNK (9). These results suggest that factors other than a
FAO increase per se are responsible for ROS production and
inflammation. Accumulation of toxic substances (diacylglyc-
erol or ceramides) (49), hypoxia (15), as well as cytokines (42)
might participate in the induction of ROS damage and the
inflammatory state. Several researchers have demonstrated that
enhanced FAO through CPT1A or CPT1AM expression results
in a decrease in relevant lipid mediators involved in inflam-
mation and insulin resistance such as diacylglycerol, intracel-
lular NEFAs, free FA, ceramides, and TG (3, 9, 13, 26, 29, 40,
45). Although some authors (3) did not see changes in skeletal
muscle acylcarnitines’ profile, our group has shown an increase
in several acylcarnitines in CPT1AM-expressing neurons (25).

FA undergoing (3-oxidation yield acetyl-CoA moieties that
have two main possible fates: /) entry to the TCA cycle for
complete oxidation and ATP production or 2) conversion to
ketone bodies (mainly in the liver). We observed increased
FAO to CO; and acid-soluble products in CPT1AM-expressing
adipocytes and macrophages. CPT1AM expression in liver has
been shown to enhance ATP and ketone body production with
no changes in glucose oxidation (13, 29). All together, this
indicates a metabolic rate switch toward FA.

Monocytes were the first immune cells reported to infiltrate
obese adipose tissue, differentiate to macrophages, produce
inflammatory cytokines, and trigger insulin resistance (56, 57).
Thus, we examined whether CPT1AM expression could play a
protective role in obesity-induced macrophage derangements.
We found that, in human WAT, CPT1A is highly expressed in
SVF compared with adipocytes. This happened in both human
VAT and SAT. A closer histological and immunofluorescence
examination showed that macrophages present in the adipose
tissue expressed CPT1A. This does not rule out CPTIA ex-
pression in other immune cells also present in the adipose
tissue such as T and B cells, T regulatory cells, and mast cells.

Given the high CPT1A expression in human adipose tissue
macrophages, we decided to study the effect of CPTIAM in
RAW 264.7 macrophages. A permanently enhanced FAO rate
in CPT1AM-expressing macrophages led to a complete resto-
ration of palmitate-induced increase in TG content and a
decrease in inflammation and ER and oxidative stress without
affecting cell viability. Recent data show that FAO is capable
of regulating the degree of acyl chain saturation in ER phos-
pholipids (28). Since increasing the degree of saturation in ER
phospholipids has been described to directly activate ER stress
and inflammation (28), this might provide a mechanistic link to
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how FAO alleviates ER stress under palmitate loading. Thus,
enhancing CPT1A expression in macrophages may be a po-
tential approach to fight against obesity-induced disorders.

In conclusion, we have shown that CPT1A expression was
higher in human adipose tissue macrophages than in mature
adipocytes and that it was differentially expressed in VAT vs.
SAT. Further in vitro studies demonstrated that an increase in
FAO in lipid-treated adipocytes and macrophages reduced TG
content and inflammatory levels, improved insulin sensitivity
in adipocytes, and reduced ER stress and ROS damage in
macrophages. Adipocyte-specific knockout or transgenic ani-
mal models for CPT1A would be especially relevant to eluci-
date its potential protection against obesity-induced insulin
resistance in vivo. Our data support the hypothesis that phar-
macological or genetic strategies to enhance FAO may be
beneficial for the treatment of chronic inflammatory patholo-
gies such as obesity and T2D.
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Resum: L'estil de vida actual, amb dietes d'alt contingut caloric i falta d'exercici fisic, fa que la incidéncia d'obesitat s'incre-
menti notablement. Augmentar la degradaci6 de greixos o bé reduir la ingesta calorica poden ser potencials estratégies tera-
péutiques. L'enzim carnitina palmitoiltransferasa | (CPT1) és el pas limitant de I'oxidaci6 dels acids grassos. En aquest article,
es mostra com la modulacio de la seva activitat en diferents teixits, com el fetge, el teixit adipds o I'hipotalem, pot ser clau

a I'hora d'augmentar la despesa energeética i controlar la ingesta d'aliments.

Paraules clau: Obesitat, ingesta, oxidacio d'acids grassos, CPT1.

Abstract: Current lifestyles, with high-energy diets and little exercise, are triggering an alarming growth in obesity. Strategies
that enhance fat degradation or reduce caloric food intake could be considered therapeutic interventions to reduce not only
obesity, but also its associated disorders. The enzyme carnitine palmitoyltransferase | (CPT1) is the critical rate-determining
regulator of fatty acid oxidation. In this paper, we show that this enzyme might play a key role in different tissues, such as

liver, adipose tissue and hypothalamus, increasing energy expenditure and controlling food intake.

Keywords: Obesity, food intake, fatty acid oxidation, CPT1.

Introduccio

‘obesitat i els trastorns metabolics associats, com
ara la resisténcia a la insulina, la diabetis de tipus 2,
les malalties cardiovasculars, el cancer i altres
patologies, son un dels greus problemes de salut
publica del segle xxi. Segons I'Organitzacié Mun-
dial de la Salut, hi ha més de sis-cents milions de
persones obeses a tot el mon i, més important
encara, el sobrepés i I'obesitat son la cinquena causa de mort
en I'ambit mundial. En els dltims anys, s'esta fent un gran es-
forg per entendre la fisiopatologia de I'obesitat i, en particu-
lar, la seva associacio amb la resisténcia a la insulina [1].
S'han proposat diversos mecanismes que podrien explicar
aquesta relacio causal:

a) Deposicio de greix ectopica: durant I'obesitat falla la capa-
citat d'expandir del teixit adip6s i d'emmagatzemar I'excés de
greix, i aixd comporta un augment del deposit de lipids en al-
tres organs periférics com el fetge, el muscul esqueletic i el

Correspondéncia: Dolors Serra

Universitat de Barcelona. Facultat de Farmacia. Departament de Bioquimica i Biologia
Molecular

Av. de Joan XXIIl, 27-31. 08028 Barcelona

Tel.: +34 934 024 522. Fax: +34 934 024 520

Ale: dserra@ub.edu

pancrees. Aquesta acumulacio excessiva de lipids crea un am-
bient lipotoxic que bloqueja el transport de glucosa i la cor-
recta senyalitzacio de la insulina.

b) Inflamacio: I'excés de lipids acumulats en el teixit adipos
durant 'obesitat causa hipoxia en els adipocits i, a la vegada,
el reclutament i I'activacid de les celules immunes en aquest
teixit. Els adipocits engrandits per I'acumulacié de lipids i les
celMules immunes infiltrades secreten moltes citocines infla-
matories que promouen un estat proinflamatori que contri-
bueix a la resisténcia a la insulina local i també sistémica.

@) La ingesta d'aliments: el sistema nervios central, especifi-
cament I'hipotalem, és extremament important en les patolo-
gies induides per I'obesitat, ja que desenvolupa un paper cru-
cial en el control de la ingesta i la requlacié del pes corporal.
De fet, la leptina, una hormona secretada pels adipocits, actua
sobre |'hipotalem inhibint la ingesta d'aliments i controlant el
pes corporal. En els trastorns relacionats amb I'obesitat,
aquesta hormona és essencial en les interrelacions entre el
cervell i els altres organs.

Les estratégies terapéutiques actuals per combatre I'obesitat
se centren en I'augment de la despesa energética mitjancant
I'exercici regular ifo en la reduccio del consum d'energia. Pero
modificar i mantenir aquest estil de vida més saludable du-



rant llargs periodes de temps és dificil, ja que requereix una
gran forca de voluntat i el pacient acaba abandonant moltes
de les mesures adoptades. Tots els medicaments que es troben
en el mercat contra |'obesitat van dirigits a limitar el consum
d'energia. Tot i els grans esforcos fets fins al moment per
combatre |'obesitat, la llista de medicaments retirats del mer-
cat per raons de sequretat sembla ser cada vegada més gran:
fenfluramina, dexfenfluramina, sibutramina i rimonabant. Ac-
tualment, només l'orlistat i la lorcaserina tenen una indicacio
clinica aprovada per al tractament de |'obesitat. Les agencies
del medicament europea, EMA (European Medicines Agency),
i americana, FDA (Food and Drug Administration), han aprovat
I'ts de I'orlistat, i només la FDA, I's de la lorcaserina [2, 3]. La
liraglutida, un farmac anteriorment aprovat com a antidiabe-
tic, ha estat aprovada per les dues institucions com a farmac
contra l'obesitat [4, 5]. Altres farmacs existents en el mercat,
com la combinacio de bupropid/naltrexona, que actuen en el
sistema nervios central augmentant I'activitat de les neurones
POMC, han estat aprovats per la FDA, pero no per |'agéncia
europea EMA, ja que aquesta ultima és molt més restrictiva a
I'hora d'aprovar medicaments per al control del pes que esti-
guin dirigits al sistema nervids central. A causa, doncs, de la
pandémia de malalties relacionades amb |'obesitat (diabetis,
resisténcia a la insulina, malalties cardiovasculars, asma, al-
guns tipus de cancer, Alzheimer, etc.), hi ha una gran necessi-
tat de trobar nous farmacs que presentin un perfil més sequr
per optimitzar i individualitzar terapies contra I'obesitat. Per
tant, €s imperatiu desenvolupar noves estratégies per abordar
el problema i, entre elles, les destinades a augmentar la mobi-
litzacio de lipids i I'oxidacio de greixos son algunes de les més
atractives.

Mobilitzacio i oxidacio dels acids grassos

L'oxidacié d'acids grassos de cadena llarga es produeix en els
mitocondris i duu a terme un paper clau en el desenvolupa-
ment de I'obesitat. El transport de lipids en el mitocondri es
realitza a través del sistema carnitina palmitoiltransferasa
(CPT). Aquest sistema esta integrat per tres proteines: CPT1,
acilcarnitina translocasa i CPT2. CPT1 catalitza I'etapa limi-
tant de I'oxidacio mitocondrial d'acids grassos i esta regulada
pels canvis en els nivells de malonil-CoA. Aquests nivells es-
tan controlats per I'acetil-CoA carboxilasa (ACC), que catalit-
za la sintesi de malonil-CoA i per malonil-CoA descarboxilasa
(MCD), que en catalitza la degradacio. Junts, aquests compo-

nents actuen com una xarxa metabolica que detecta I'estat
energetic de la céHula. Un cop els acids grassos de cadena
llarga s'han degradat a acetil-CoA dins del mitocondri, es
transformen en ATP a través del cicle de Krebs i la fosforilacio
oxidativa. Els teixits de mamifers expressen tres isoformes de
CPT1: CPT1A, descoberta originalment al fetge, pero que esta
present gairebé de forma ubiqua [6]; CPT1B, que es troba en
muscul, cor i teixit adipos marrd [7], i CPT1C, I'dltima isofor-
ma descoberta, que s'expressa principalment en el cervell [8].

La nostra investigacio indica que la modulacio de la bioener-
gética mitocondrial (i, en particular, I'oxidacié d'acids grassos)
€s un bon objectiu com a terapia contra |'obesitat. La nostra
estratégia es basa en dues intervencions: I'accid sobre teixits
periférics, com ara el fetge i el teixit adipds, i I'accid central a
I'hipotalem. Per dur a terme la primera intervencio, el nostre
grup ha obtingut una forma mutada de CPT1A, M593S-CPT1A
(CPT1AM), que és una proteina completament activa pero to-
talment insensible a la inhibicio per malonil-CoA [9]. La so-
breexpressio de CPT1AM permet desconnectar el metabolisme
de la glucosa, que augmenta els nivells de malonil-CoA, del
dels acids grassos, amb la qual cosa s'accelera la degradacio
d'aquests ultims. Per tant, la reduccioé dels lipids celulars es
produeix d'una forma molt més eficient. En I'ambit central, la
nostra estrategia es basa en la inhibicio de I'activitat CPT1, ja
que sembla que esta implicada en la via de senyalitzacio
d'hormones que controlen la ingesta d'aliments.

L'augment d'oxidacio d'acids
grassos al mitocondri de fetge
millora la resisténcia a la insulina
I I'obesitat induida per una dieta
rica en greix en ratolins

Al fetge, en condicions associades a un excés d'energia croni-
ca 0 a alteracions del metabolisme lipidic, hi ha una conside-
rable acumulacid de lipids. Aixo desencadena el desenvolupa-
ment de la malaltia del fetge gras no alcohodlica. Aquesta
malaltia produeix una acumulacié anormal de lipids i infla-
macio. També comporta un augment de la gluconeogénesi
hepatica, que deixa de ser sensible a la insulina. Aquest sol ser
el comencament de la diabetis, que pot conduir, en etapes
posteriors, al desenvolupament d'alteracions més greus, com
I'esteatohepatitis, |a cirrosi i el carcinoma hepatoceHular. Te-



nint en compte que el fetge gras és, en ultima instancia, el re-
sultat d'un desequilibri entre I'entrada i la sortida de lipids
dels hepatocits, qualsevol intervencio que estimuli I'oxidacio
hepatica d'acids grassos ha de donar lloc a una reduccio de
I'esteatosi hepatica. S'han descrit diverses aproximacions far-
macologiques que activen l'oxidacié d'acids grassos al fetge.
Per exemple, I'Gs d'agonistes de PPAR [10] i AMPK [11, 12] i
d'antagonistes de I'ACC [13]. Més interessants son els estudis
en rosegadors en els quals s'intenta reduir I'esteatosi aug-
mentant I'oxidacio d'acids grassos especificament al fetge. En
aquests estudis, la modulacio a curt termini de I'expressio dels
gens ACC [14] i MCD [15] produeix una reduccio en els nivells
de malonil-CoA i un augment de I'oxidacio d'acids grassos.

A més a més, en aquests estudis, es va observar una disminucio
hepatica del contingut de triglicerids i una millora de la sensi-
bilitat a la insulina dels animals obesos. Tot i els bons resul-
tats, cal tenir en compte que aquests gens estan implicats en
altres rutes metaboliques, i aix0 planteja la qliestié sobre la
seva eficacia en tractaments a llarg termini.

Tenint en compte que I'enzim clau i limitant de I'oxidacio dels
acids grassos és CPT1A, |a seva sobreexpressio sembla una es-
tratégia més adient a I'hora de reduir el contingut de lipids i
aconsequir una millora general del metabolisme hepatic. La
sobreexpressio hepatica de CPT1A mitjancant adenovirus s'ha
dut a terme en rates obeses per Stefanovic-Racic et al. [16].
Aquests autors van observar que un lleuger augment de I'oxi-
dacio d'acids grassos produia una reduccio dels nivells de tri-
glicérids hepatics, perd aixd no va suposar cap millora en la
sensibilitat a la insulina. Aquest efecte moderat podria ser de-
gut a I'augment dels nivells de malonil-CoA induits per una
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Ficura 1. Efecte de la sobreexpressio de CPT1AM en fetge de ratoli amb obesitat
induida per dieta grassa.

dieta alta en greixos, que podria limitar I'activitat de CPT1A in
vivo, tot i haver-la sobreexpressat.

Per evitar la inhibicié pel malonil-CoA, el nostre grup va ge-
nerar fa temps una isoforma mutant de CPT1A, CPT1AM [9],
que és insensible al malonil-CoA. Els resultats publicats pel
nostre grup confirmen en la linia cellular pancreatica INS-1
[17] i en la linia de céMules de muscul L6E9 [18] que la so-
breexpressio de CPT1AM mitjancant adenovirus €s més efi-
cient a I'hora d'augmentar I'oxidacio d'acids grassos que la
forma de CPT1A salvatge. A més a més, la sobreexpressio de
CPT1AM en les celules L6E9 produeix un augment de dues
vegades |'oxidacio de palmitat, i disminueix la seva esterifica-
Ci6 cap a altres lipids cellulars. Resultats similars han estat
obtinguts en cultius primaris d'hepatocits pel grup de la doc-
tora Prip-Buus [19] i també pel nostre grup.

A més dels estudis in vitro, s'han realitzat experiments in vivo
en ratolins alimentats amb una dieta grassa [20]. Mitjangant
la injeccid per la vena de la cua de ratolins de virus adenoasso-
ciats (AAV) que contenien la CPT1AM dirigida per un promotor
especific de fetge, es va obtenir una sobreexpressio hepatica
perllongada de CPT1AM. Aix0 va permetre avaluar I'impacte
metabolic i mecanismes subjacents de I'augment de I'oxidacio
d'acids grassos en ratolins amb obesitat induida per una dieta
alta en greixos, aixi com en ratolins genéticament obesos db/db.
En aquests estudis, es va observar que els ratolins que expres-
saven CPT1AM en fetge mostraven una millora general del
metabolisme hepatic de la glucosa i dels lipids a causa de
I'augment del flux d'acids grassos cap al mitocondri. Aixo evi-
tava l'acumulacio intracellular de lipids al fetge i la produccio
de ROS i rescatava la malmesa senyalitzacio de la insulina (fi-
gura 1). Aquesta capacitat del fetge per fer front a un augment
del flux dels acids grassos cap al mitocondri, de manera que
s'escapava d'una possible lesié hepatica, podria ser explicada
en part per la capacitat del fetge de formar cossos cetonics. Els
cossos cetonics produits per una major B-oxidacio son facil-
ment consumits per altres teixits, de manera que augmenta el
flux de carbonis des del fetge cap a altres organs. A més a més,
en aquests ratolins s'observa una reduccio dels lipids acumu-
lats en el teixit adipds blanc i un menor pes corporal, comparat
amb el dels ratolins control, alimentats també amb una dieta
rica en greixos. La senyalitzacio de la insulina, deteriorada en
teixits com ara el muscul o el teixit adipds blanc, també va mi-
llorar (figura 1). Aquests resultats han estat confirmats per un
estudi posterior que van dur a terme Monsenego et al. [21].



En els ratolins genéticament obesos db/db que expressaven
CPT1AM, també es va observar una millora de la hipergluce-
mia i la hiperinsulinémia que pateixen aquests animals. En
conjunt, tots aquests resultats fan palés que un augment de
la CPT1AM hepatica pot ser una nova estratégia per al tracta-
ment de patologies del fetge gras i de I'obesitat.

L'augment de 'oxidacio d'acids
grassos en adipocits i en
macrofags redueix el contingut
en triglicérids i la inflamacio

Durant les dues ultimes décades, el teixit adipos ha guanyat
importancia com a responsable dels mecanismes implicats
en els trastorns relacionats amb |'obesitat. El teixit adipos
blanc és el responsable de I'emmagatzematge d'energia i
conté adipocits, teixit connectiu i nombroses ceHules immu-
nes, com els macrofags, ceHules Ti B, els mastocits

i els neutrofils, que s'infiltren i augmenten la seva preséncia
durant I'obesitat. Els macrofags van ser les primeres céHules
immunes descrites implicades en la resisténcia a la insulina
derivada de |'obesitat. Aixd mostra que, a més del seu paper
convencional en la reparacid de teixits i en la resposta a adi-
pocits moribunds, aquests poden desenvolupar un paper pa-
tologic en el teixit adipds [22]. El teixit adipos és també un
teixit endocri que secreta hormones com la leptina, I'adipo-
nectina i la resistina i citocines inflamatories com ara
TNF-0, IL-6, IL-1B, etc., en resposta a diversos estimuls.

Per tant, és un 6rgan complex que controla la despesa
d'energia, la gana, la sensibilitat a la insulina, la inflamacid i
la immunitat.

La fisiopatologia de la resisténcia a la insulina induida per
I'obesitat s'ha atribuit a diversos factors, com ara la deposicio
de greix ectopica, I'augment de la inflamacié i I'estrés del re-
ticle endoplasmatic (RE), la hipoxia del teixit adipos i la dis-
funcié mitocondrial, I'expansid dels adipocits deteriorats i
I'angiogenesi. En I'obesitat, els acids grassos, juntament amb
altres estimuls, com ara les ceramides, diverses isoformes de
PKC, citocines proinflamatories, ROS i estrés de RE, activen les
vies de senyalitzacio de JNK, NF-KB, RAGE i TLR, tant en adi-
pocits com en macrofags, la qual cosa desencadena la infla-
macio i la resisténcia a la insulina [23].
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Ficura 2. Efecte de I'augment de I'oxidacio d'acids grassos en adipocits i macrofags
incubats amb palmitat per sobreexpressio de CPT1AM.

S'ha descrit que les persones obeses i les persones amb diabe-
tis de tipus 2 presenten nivells d'oxidaci6 d'acids grassos infe-
riors en diversos teixits. Aixi, s'ha observat que les persones
obeses tenen reduits els nivells d'expressio de CPT1 en el teixit
adipos visceral [24]. Un estudi recent mostra que la sobreex-
pressio de CPT1A en adipocits blancs disminueix el contingut
de triglicérids i millora la sensibilitat a la insulina [25]. En un
estudi realitzat pel nostre grup, vam observar que |'expressio
de CPT1A és major en els macrofags del teixit adipos huma
que en adipocits i que s'expressa diferencialment en teixit
adipos visceral vs subcutani tant en una cohort d'obesos com
en una de diabetis de tipus 2 [26]. Aquestes observacions ens
van portar a investigar més a fons el paper potencial de CP-
T1A en adipocits i macrofags. Quan vam expressar la CPT1AM
en una linia celular d'adipocits 3T3-L1 CARD1 i en macrofags
RAW 264,7 mitjancant adenovirus, vam observar un augment
de I'oxidacié d'acids grassos en ambdos tipus cellulars. Quan
les ceHules es van incubar amb palmitat per simular una si-
tuacié d'obesitat, vam observar una disminucio del contingut
de triglicerids, de la inflamaci6 i de la sensibilitat a la insulina
en adipocits i una reduccié d'estrés de RE i ROS en macrofags
(figura 2). Tots aquests resultats indiquen que un augment de
la mobilitzacié i I'oxidacio d'acids grassos en celules metabo-
licament rellevants, com ara adipocits i macrofags, pot ser
una estratégia prometedora per al tractament de patologies
inflamatories croniques com I'obesitat i la diabetis de tipus 2.

La modulacio de 'activitat CPT1
a I'hipotalem reqgula la ingesta

I el pes

El sistema nervios central desenvolupa un paper important en

I'avaluacio i el control de I'homeostasi energética. L'hipotalem
€s un organ complex organitzat en diferents nuclis formats per



agrupacions de neurones especialitzades que son sensibles a
canvis en |'estatus energétic. Aquestes neurones responen

als canvis energetics alterant I'expressio de neuromoduladors
i neurotransmissors especifics que, a la vegada, modifiquen

la ingesta d'aliments i la despesa energeética. El metabolisme
hipotalamic dels acids grassos participa en aquest procés i ac-
tua com a intermediari dels mecanismes moleculars de I'accio
central d'hormones com la leptina, la grelina i els nutrients en
el control de la ingesta i el balang energétic [27].

Alguns estudis suggereixen que el malonil-CoA actua en
aquests processos com a missatger molecular de I'estat nutrici-
onal [28]. Aixi, la leptina, hormona de la sacietat, realitza la
seva accio anorexigénica augmentant els nivells de malo-
nil-CoA a I'hipotalem. També hi ha evidéncies clares del procés
invers, és a dir, una disminuci6 hipotalamica dels nivells de ma-
lonil-CoA senyalitza un deficit energétic que causa un augment
de la ingesta i del pes [29]. Un clar candidat de I'acci6 del malo-
nil-CoA és la CPT1. Al cervell hi ha dues isoformes de CPT1: CP-
T1A (en el mitocondri) i CPT1C (en el RE). Les dues isoformes te-
nen un lloc d'unié a malonil-CoA. No obstant aix, les seves
notables diferéncies en la localitzacio subcelular i en I'activitat
suggereixen una funcio neuronal diferent per a cada isoforma.

S'ha proposat que, en situacions d'augment de malonil-CoA,
aquest actuaria inhibint la CPT1A, la qual cosa limitaria I'oxi-
dacid dels acil-CoA de cadena llarga. L'acumulacié d'acil-CoA
o altres derivats lipidics permetria la seva interaccié amb pro-
teines que regularien |'expressio dels neuropéptids orexigeénics
(NPY i AgRP) i anorexigénics (POMC i CART). Donen suport a
aquest mecanisme les observacions fetes amb la injeccio in-
tracerebroventricular (icv) d'una ribosonda que causa inhibi-
ci6 genetica de la CPT1A hipotalamica i redueix la ingesta
[30]. D'altra banda, s'ha observat que I'accio orexigénica de la
grelina es dona a través d'una activacio de la cinasa activada
per AMP (AMPK), que, a la vegada, inactiva ACC, la qual cosa
impedeix la sintesi de malonil-CoA i, en conseqiiéncia, aug-
menta l'activitat CPT1A [29]. Aquest augment d'activitat CP-
T1A produeix un augment de ROS que podria ser responsable,
en part, de I'activacio de la senyalitzacio de la resposta orexi-
génica.

Estudis recents realitzats pel nostre grup mostren que una
sobreexpressio de CPT1AM en el nucli ventromedial (VMN)
(nucli de sacietat) de I'nipotalem produeix hiperfagia (figura 3).
Aixo va associat a canvis notables del perfil lipidic de la

regio mediobasal (MBH), que comprén els nuclis arquat (ARC)
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Ficura 3. Modulacid de I'activitat CPT1A a hipotalem. L'augment de I'activitat CPT1A produeix un augment de la ingesta. La

inhibicid de I'activitat CPT1A per acci6 del C75 redueix la ingesta.



i VMN de I'hipotalem, i a canvis en els nivells d'expressio
dels transportadors de glutamat i GABA [31]. En canvi, al
nucli ARC, aquesta mateixa sobreexpressio de CPT1A no
altera la ingesta en resposta a la leptina [32]. Tot aix0
apunta a un paper clau de CPT1A en el control de la ingesta.
Malgrat totes aquestes evidéncies, encara no es coneixen
exactament quins sén els esdeveniments per sota de CPT1A
en els diferents nuclis hipotalamics que porten a la resposta
orexigenica.

D'altra banda, s'ha realitzat un esfor¢ important per dissenyar
nous farmacs contra |'obesitat dirigits a augmentar els nivells
de malonil-CoA en I'ambit hipotalamic. L'enzim acid gras sin-
tasa (AGS) catalitza la sintesi de palmitat a partir d'acetil-CoA
i malonil-CoA. S'ha descrit que la inhibicié d'AGS a I'hipota-
lem suprimeix la ingesta d'aliments a través de I'acumulacio
de malonil-CoA [33]. El C75 és un inhibidor sintétic de I'AGS i
s'ha proposat com un agent antiobesitat. La seva administra-
cio disminueix la gana i el pes corporal en rosegadors [34]. El
nostre grup ha demostrat que el coenzim-A adducte de C75
(C75-CoA) és un potent inhibidor de la CPT1 [35] i que una
part de la resposta anorexigenica del C75 pot ser deguda a la
potent inhibicio d'aquest producte sobre CPT1A. Totes aques-
tes dades indiquen que la CPT1A podria ser considerada una
bona diana per al control de la gana amb vista a possibles ac-
cions terapeutiques contra I'obesitat.

Conclusions

La comunitat investigadora és conscient del fet que s'han de
buscar nous tractaments per lluitar contra I'epidémia actual
de l'obesitat i de les malalties relacionades. Un canvi en la
dieta i I'exercici fisic regular son dues estratégies classiques i
efectives per disminuir la sobrecarrega de nutrients. Tot i aixi,
el seu manteniment a llarg termini depén de la voluntat del
pacient. Es per aixo que calen noves aproximacions que per-
metin reduir la carrega de lipids i augmentar la despesa
d'energia. D'altra banda, per modular la conducta ali-
mentaria, cal també desenvolupar nous medicaments que
permetin reduir la ingesta. Els resultats del nostre grup i
d'altres demostren que un augment sistémic o una disminu-
cio en I'ambit central de I'oxidacio de lipids €s una estratégia
prometedora per lluitar contra I'obesitat i les malalties rela-
cionades.
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ABSTRACT

Obesity has reached epidemic proportions, leading to severe associated pathologies such as insulin
resistance, cardiovascular disease, cancer and type 2 diabetes. Adipose tissue has become crucial
due to its involvement in the pathogenesis of obesity-induced insulin resistance, and traditionally
white adipose tissue has captured the most attention. However in the last decade the presence and
activity of heat-generating brown adipose tissue (BAT) in adult humans has been rediscovered. BAT
decreases with age and in obese and diabetic patients. It has thus attracted strong scientific
interest, and any strategy to increase its mass or activity might lead to new therapeutic approaches
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to obesity and associated metabolic diseases. In this review we highlight the mechanisms of fatty
acid uptake, trafficking and oxidation in brown fat thermogenesis. We focus on BAT's morphological
and functional characteristics and fatty acid synthesis, storage, oxidation and use as a source of

energy.

Introduction
Importance of adipose tissue in obesity

Current life styles and continuous nutrient excess are
increasing the incidence of obesity at an alarming rate,
especially at younger ages. Worldwide there are more
than 600 million obese subjects and, importantly, most
of the world’s population live in countries where over-
weight and obesity kills more people than underweight."
Very worrisome are the concurrent and parallel
increases in the prevalence of pathologic conditions
associated with obesity such as insulin resistance, car-
diovascular and Alzheimer disease, cancer, and type 2
diabetes.

Over the last 2 decades the obesity epidemic has put a
spotlight on the adipose tissue as a key player in the mech-
anisms involved in obesity-related disorders. Human fat
consists of energy-storing white adipose tissue (WAT) and
brown adipose tissue (BAT), which controls thermogenesis
by dissipating energy to produce heat. In addition to adi-
pocytes, adipose tissue is well vascularized and contains
connective tissue and numerous immune cells such as
macrophages, T and B cells, mast cells and neutrophils.” It
has been demonstrated that obesity-induced insulin resis-
tance is due to several factors: ectopic fat deposition,’

increased inflammation and endoplasmic reticulum
(ER) stress, adipose tissue hypoxia and mitochondrial
dysfunction,”” and impaired adipocyte expansion and
angiogenesis.* ' Fat is also an active endocrine tissue that
secretes hormones such as leptin, adiponectin or resistin
and inflammatory cytokines such as tumor necrosis factor
a (TNFw), interleukin (IL)-6, IL-18, etc. in response to
several stimuli. Adipose tissue is therefore a complex and
active organ controlling very important metabolic path-
ways such as energy expenditure, appetite, insulin sensitiv-
ity, endocrine and reproductive functions, inflammation
and immunity.

Rediscovery of human active BAT

The fusion of positron-emission tomography (PET) and
computed tomography (CT) images has allowed radiol-
ogists to retrieve both functional and structural infor-
mation from a single image. In the course of using
PET-CT to detect and stage tumors in humans, active
BAT that increased after cold exposure was rediscov-
ered.""'* Until that moment BAT was considered exclu-
sive to rodents and human neonates. However, the
breakthrough came in 2009, when 5 independent
research groups used PET-CT to identify the presence
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and relevance of BAT in adult humans.">"” All showed
major depots of metabolically active fat in the cervical-
supravicular region. Furthermore, these depots
expressed type 2 iodothyronine deiodinase (DIO2), the
p3-adrenergic receptor, and the brown adipocyte-
specific protein, uncoupling protein 1 (UCP1), which
physiologically uncouples ATP production from mito-
chondrial respiration, thereby dissipating energy as
heat.'”® The expression of these proteins indicated the
potential responsiveness of human BAT to both hor-
monal and pharmacological stimuli. Here, we review
the possibility that BAT could be induced to enhance
its lipid-burning function even further and thus be an
effective target to fight against obesity and associated
metabolic disorders.

Brown adipose tissue characteristics
BAT localization and morphology

Our knowledge of BAT has been significantly influenced
by studies in rodent models. There, BAT is situated at the
interscapular, cervical, mediastinal and retroperitoneal
regions.'” While in infants BAT is mainly found in the
interscapular area, in adult humans BAT is localized in a
region extending from the anterior neck to the thorax.”’
In contrast to white adipocytes, which are unilocular,
with polygonal morphology that optimizes their fat stor-
ing capacity, brown adipocytes are multiloculate and
their color is due to their high mitochondrion content
and vascular suply.”’ BAT thermogenesis takes place in
its numerous, densely-packed mitochondria containing
the BAT-specific inner membrane protein UCP1. Multi-
locular lipid stores provide a rapid source of fatty acids
(FAs) for activated mitochondria. FAs released into the
circulation by the WAT are also an important source of
FAs for brown adipocytes. Thermogenesis is classified
into: 1) Obligatory thermogenesis, which takes into
account the standard metabolic rate (energy used for
basic function of cells and organs) and the heat gener-
ated during food metabolism (digestion, absorption,
processing and storing of energy); and 2) Adaptive ther-
mogenesis or heat production in response to environ-
mental temperature and diet. Adaptive thermogenesis
can be further divided into: cold-induced shivering ther-
mogenesis, which takes place in skeletal muscle; cold-
induced non-shivering thermogenesis, which takes place
mainly in brown fat; and diet-induced thermogenesis
triggered by overfeeding, which also takes place in
BAT.* Thus, BAT generates heat, with 2 main conse-
quences: protection against cold exposure via non-shiver-
ing thermogenesis; and dissipation of the excess of
energy from food. Therefore, BAT can be considered as
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an organ that burns off excess lipids, and further exami-
nation of this property may lead to the development of
novel strategies against diet-induced obesity.

Molecular BAT signature: beige and brown
adipocytes

Comprehensive research is being done to define the still
under debate cellular heterogeneity of human fat.>> At
least 2 types of thermogenic adipocyte exist in rodents
and humans: classical brown adipocytes and beige (also
called brite) adipocytes. They have both anatomical and
developmental differences. While brown adipocytes are
mainly located in the above-mentioned BAT depots,
beige adipocytes co-locate with white adipocytes in
WAT near vascular and neural innervation and appear
in response to certain stimuli, such as chronic cold expo-
sure or B3-adrenergic signaling. In adult humans the
ratio of brown to beige increases as one moves deeper
within the neck and back.*****”

BAT releases endocrine factors such as insulin-like
growth factor I (IGF-1), IL-6 or fibroblast growth factor
21 (FGF21).*® Brown adipocytes differ from white adipo-
cytes due to their high expression of DIO2, the lipolytic
regulator cell death-inducing DNA fragmentation factor-
a-like effector A (CIDEA), and the transcription co-regu-
lators PR domain-containing 16 (PRDM16) and peroxi-
some proliferator activated receptor gamma coactivator 1
o (PGCla).””” Beige and brown adipocytes have over-
lapping but distinct gene expression patterns.’’ Both
express the main thermogenic and mitochondrial genes,
including Ucpl. However, some surface markers such as
CD137, TBX1 and TMEM26 seem to be specific to
murine beige adipocytes®**” while other genes, like Zicl
and Lhx8, appear to specifically mark classic brown adi-
pocytes.”*** Basal UCP1 expression and uncoupled respi-
ration before hormonal stimulation are highest in brown
fat cells and lower in beige cells, the lowest being found
in white fat cells.”’ However, stimulation with a B3-
adrenergic agonist elevates UCP1 expression in beige cells
to levels seen in brown fat cells (fold-change compared to
white cells).””*> This suggests that beige cells have a
unique molecular signature with a dual role. They store
energy in the absence of thermogenic stimuli but initiate
heat production when appropriate signals are received.””
White-to-beige conversion of adipocytes is a potential
therapeutic approach to targeting obesity; however, the
signals involved in this process still remain unclear.

Brown adipocytes arise from mesenchymal precursor
cells common to the myogenic cell lineage and express
myogenic factor 5 (Myf5).>* Beige adipocytes derive
from precursor cells that differ from those in classical
BAT and are closer to the white adipocyte cell lineage.
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Thus, while brown adipocytes come from a Pax7"/
Myf5" lineage shared with skeletal muscle, white and
beige adipocytes derive from Pax7™ /Myf5~ cells via dis-
tinct precursor cells. Beige adipocytes differentiate fol-
lowing activation by cold or other stimuli, and when the
cold challenge is ceased, they become inactive, taking on
the morphology of a white adipocyte.”> However, the cell
lineage and developmental origin of the adipose tissue is
not so simple. Individual brown and white fats contain a
mixture of adipocyte progenitor cells derived from
Myf5" and Myf5~ lineages, with numbers varying
depending on the depot location. In fact, beige adipo-
cytes in the retroperitoneal WAT are Myf5".*® For fur-
ther information about the developmental origin of
white, beige and brown adipocytes see other excellent
reviews.>*7®

At least 2 mechanisms have been postulated to occur
during the browning process: transdifferentiation of
white into beige adipocytes vs. de novo brown adipogen-
esis. The transdifferentiation process is the conversion of
a differentiated somatic cell type into another one.”” The
transdifferentiation of white into beige adipocytes has
been reported in several studies.**** On the other hand,
Lee et al. have shown that f3-adrenergic stimulation
induces the proliferation and further differentiation of
precursors in WAT.** Furthermore, Myf5+ precursors
have also been reported to differentiate into white adipo-
cytes.”®*> Thus, whether the browning process arises
from transdifferentiation or de novo brown adipogenesis
is far from being fully understood. One could hypothe-
size that the 2 processes might take place simultaneously
and to a different extend depending on the adipose depot
or browning stimuli.

BAT activity in pathological conditions

Human studies showed that BAT was reduced in aging
and in obese and diabetic patients, indicating that BAT
participates in both cold-induced and diet-induced ther-
mogenesis.'” This significant discovery highlights that any
strategy able to increase the mass or activity of BAT could
potentially be a promising therapy for obese and diabetic
patients. In contrast, enhanced BAT activation has been
described as a negative effect on cancer cachexia.*® In this
study, mice with cachexia-inducing colorectal tumor
showed increased BAT activity despite thermoneutrality,
indicating that BAT activation may contribute to impaired
energy balance in cancer cachexia. Hibernoma is another
BAT pathological condition. A hibernoma is a benign
tumor of BAT that up to date has no clear explanation of
its cause. It is very rare in humans and it is successfully
treated by complete surgical excision.*”*® It has shown to

express UCP1 and thus potentially contribute to whole-
body energy balance.

Activators of thermogenesis

Despite some controversy, a large body of evidence indi-
cates that browning entails the enhancement of thermo-
genesis within WAT, i.e. increased expression and activity
of UCPI in what are normally considered WAT depots.*’
Several factors have been described to activate the brown-
ing of the adipose tissue such as irisin,” natriuretic pepti-
des,”’ bone morphogenetic protein 7 (BMP7)>* and
BMPS8b,>? norepinephrine,54 meteorin-like,”> bile acids,*®
adenosine,”” or FGF21.”® Interestingly, recent studies have
shown activation of human BAT by the p3-adrenergic
receptor agonist mirabegron.”” B3-adrenergic receptor is
expressed in humans on the surfaces of brown and white
adipocytes and urinary bladder. Cypess et al. administered
200 mg of oral mirabegron, currently approved to treat
overactive bladder, to healthy and young humans. Mirabe-
gron acutely stimulated human BAT thermogenesis and
increased resting metabolic rate. Further studies would be
needed to explore the specificity of mirabegron’s mecha-
nism of action, possible adverse effects such as tachycar-
dia, and the dose used, which was 4-fold higher than that
prescribed for overactive bladder.

Although a large number of browning agents have
been described (extensively reviewed elsewhere)®%®!
some studies showed that browning was a secondary
consequence of enhanced heat loss, e.g. because of fur
disruption in rodents.*” The search for potential thera-
peutic browning agents to increase metabolism at ther-
moneutrality, to function through mechanisms other
than those affecting heat loss and to finally decrease obe-
sity should thus continue.

Fatty acid storage

FA synthesis, storage and metabolism are essential dur-
ing thermogenesis because they are required for UCP1
proton transport activity in BAT.>**® Fundamentally,
brown adipocytes have 2 mechanisms to obtain lipids:
FA uptake via lipoproteins carriers and de novo FA syn-
thesis, also known as lipogenesis.

Fatty acid uptake

While brown adipocytes synthesize FAs, the enzyme
lipoprotein lipase (LPL), bound at the endothelial cell
surface, is the major source of FAs in BAT.** After a
meal, dietary lipids are transported by chylomicrons and
very low density proteins (VLDL) via lymphatic vessels
into the bloodstream. Once triglyceride (TG) rich-
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lipoproteins reach the bloodstream, LPL hydrolyzes
them into free FAs (FFAs) and monoacylglycerol (MG)
for BAT uptake. Indeed, BAT is an efficient modulator
of triglyceridemia and it is contemplated as a major
plasma lipid-clearing organ in rodents.*” In fact, FA
uptake under cold exposure is higher in BAT than in
skeletal muscle.®® Under cold exposure, the 83-adrener-
gic pathway enhances BAT FA flux and clearance via
increased expression and activity of LPL.%®> However, the
increase in LPL activity has also been shown to trigger
adiposity and insulin resistance.® Adipocyte-specific
LPL KO animals show an increase in FAs derived from
lipogenesis and a decrease in polyunsaturated FAs,
accompanied by an increase in the expression of lipo-
genic genes.”” Glycosylphosphatidylinositol-anchored
high density lipoprotein binding protein 1 (GPIHBP1)
transports LPL across capillary endothelial cells, and
GPIHBP1 KO mice show mislocated LPL in many tis-
sues, including BAT,” decreased TG content and defi-
cient lipolysis,' Administration of PPARy agonists,
such as rosiglitazone, in rodents increases BAT TG clear-
ance and LPL activity, while lipogenesis is not increased.
This suggests that under rosiglitazone treatment brown
adipocytes metabolize FAs derived from TG hydrolyzed
from lipoproteins or recycled from lipolysis.”*

Fatty acid transport

Once FAs are released by LPL, they are taken up into
cells by plasmatic membrane receptors and transported
for further utilization or storage.*>”*”’*> The most impor-
tant FA transporters in BAT are the following (Fig. 1):

Cluster of differentiation 36 (CD36)

This integral membrane protein is expressed in BAT
among other tissues.”” CD36 belongs to the class B scav-
enger receptor family of cell surface proteins, whose main
function is to translocate FAs, released by LPL activity,
across the plasmatic membrane and thus provide a sub-
strate for BAT thermogenesis.”> Under cold exposure,
CD36 expression and activity increase (Fig. 1).°> However,
CD36 is not a simple translocase; it is considered a lipid
sensor and a regulator of FA uptake and transport in adi-
pocytes.””® CD36 KO mice die after 24 hours of cold
exposure, which implicates CD36 in thermogenesis.”> In
addition, CD36 genetic variability has been associated
with body weight differences in humans.”

FA transport proteins (FATPs)

There are 6 isoforms of FATPs. FATPI and 4 can
be found specifically in BAT (extensively reviewed
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elsewhere).®® These proteins translocate FAs into
cells.®" They display very long-chain acyl-CoA synthe-
tase activity,64’82 and their overexpression increases FA
uptake.®’

G-protein-coupled receptors (GPCRs)

GPCRs comprise a family of proteins that respond to
several ligands, and trigger a cascade of intracellular sig-
naling (extensively reviewed elsewhere).®** GPR41 (also
known as FFA3) and GPR120 are activated by medium
and long-chain FFA in BAT, and they are considered as
sensors that maintain cell lipid homeostasis.*> Interest-
ingly, GRP120 mRNA expression increases under cold
exposure (3).%

Fatty acid binding proteins (FABPs)

Once in the cytoplasm, FFAs are minimally soluble. To
prevent disruption of membrane or lipotoxicity, cells
have soluble proteins that bind FFAs and transport
them.”” Brown adipocytes harbour 3 different isoforms:
FABP3, FABP4 and FABP5.2® FABP4, commonly known
as adipocyte protein 2 (aP2), has been extensively used
as a marker of adipocyte differentiation.*® Although
FABP4 is the most abundantly expressed isoform in
BAT, only FABP3 and FABP5 are increased by cold
exposure in rats.**° Interestingly, FABP3 is overex-
pressed in mice with diet-induced obesity and in UCP1
KO mice, and it is associated with increased thermogene-
sis.”" Thus, FFAs bind to FABPs present in brown adipo-
cytes and are either stored or utilized to maintain
thermogenesis (Fig. 1).

Lipogenesis

De novo FA synthesis or lipogenesis is the metabolic
pathway that synthesizes FAs and ultimately induces TG
synthesis.”>** Excellent studies on WAT report that glu-
cose uptake, a preliminary step in de novo FA synthesis,
is also involved in the regulation of lipogenesis.”*">
Whether BAT contributes to this process is still unclear.
A recent study examined the dynamics of de novo lipo-
genesis and lipolysis in classic brown, subcutaneous beige
and classic white adipose tissues during chronic B3-
adrenergic receptor stimulation.”® Sustained 83-adrener-
gic stimulation increased de novo lipogenesis, TG turn-
over, and the expression of genes involved in FA
synthesis and oxidation similarly in all adipose depots
indicating that FA synthesis and FAO are tightly coupled
during chronic $3-adrenergic stimulation.

Lipogenesis takes place in the cytosol and it can be
summarized in 3 steps: synthesis of FAs from acetyl-CoA,
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Figure 1. FA uptake and lipogenesis in brown adipocytes. Schematic representation of FA uptake, transport, synthesis and storage in
brown adipocytes, which provide substrate to mitochondria for thermogenesis. While brown adipocytes synthesize FAs, the enzyme
lipoprotein lipase (LPL) is the major source of FAs in BAT. Once triglyceride (TG) rich-lipoproteins reach the bloodstream, LPL hydrolyzes
them into FFAs for BAT uptake. FAs are sensed and taken up by FFAs 3 (FFA3) proteins, cluster of differentiation 36 (CD36) and/or FA
transport proteins (FATPs). Inside the cytoplasm, FAs are transported by FA binding proteins (FABP). On the other hand, FAs can be syn-
thesized by lipogenesis. This process takes place in the cytosol, and the first phase begins with the formation of malonyl-CoA from ace-
tyl-CoA by the action acetyl-CoA caboxylase (ACC). Then, FA synthetase (FAS) catalyzes various reactions to finally generate palmitate, a
16-carbon saturated FA. In BAT, the last phases of lipogenesis are carried out by very long chain FA 3 (ELOVL3) and stearoyl-CoA desatur-
ase 1 (SCD1). Once FAs are synthesized they can be esterified, becoming available for FAO or stored as TG in lipid droplets (LD). Blue
arrows indicate enhanced processes or expression of proteins after cold stimulation and 83-adrenergic receptor activation.

elongation and desaturation. Lipogenesis begins with the
carboxylation of acetyl-CoA to malonyl-CoA, the commit-
ted step catalyzed by acetyl-CoA carboxylase (ACC),
which requires biotin cofactor.””*® Finally, FA synthetase
(FAS), a multifunctional cytosolic protein, catalyzes differ-
ent reactions to form palmitate, a 16-carbon saturated
FA.” Tt has been shown that adipose-specific FAS KO
mice have increased energy expenditure, which comes
from the browning of subcutaneous WAT.”

In the second phase of lipogenesis, FAs derived from
the FAS enzymatic reaction, are elongated by mem-
brane-bound enzymes mostly localized in the ER.*> This
process is induced by the elongation of very long chain
FA (ELOVL) proteins, which have 7 members in mice
and humans.'” Among them, Elovl3 is expressed in
BAT,'" and its expression and activity are upregulated
under cold conditions to re-establish the intracellular
pool of TG and preserve lipid homeostasis.'**"'**

ELOVL3 KO mice are resistant to diet-induced obesity,
showing an increase in energy expenditure.'**

The final phase of lipogenesis is the desaturation of
FAs. This process is catalyzed by desaturases, such as
stearoyl-CoA desaturases (SCDs), which introduce dou-
ble bonds at a specific position in a FA chain.”*” SCD1
is the predominant isoform in adipose tissue and liver,
and its downregulation in liver prevents diet-induced
obesity.'*>'*® SCD1 KO mice show an increase in glu-
cose uptake and glycogen metabolism, higher energy
expenditure and basal thermogenesis in BAT.""

Once FAs have been synthesized they can be esterified
to be used for fatty acid oxidation (FAO) or stored as TG
in lipid droplets. In BAT, the proper levels of TG are
associated with thermogenic activity.'”® Since TG are
composed of molecules of glycerol and 3 esterified FAs,
TG synthesis depends on intracellular levels of glycerol-
3-phosphate (G3P), the activated form of glycerol and
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first intermediary in TG synthesis. Thus, G3P levels are
preserved under rigorous control in brown adipocytes.*®
It has been shown that rosiglitazone, a PPARy agonist,
increases BAT glycerolkinase activity, which phosphory-
lates glycerol generating G3P.*” Since G3P comes from
glucose, glucose metabolism plays a key role in BAT, as
an important glucose-clearing organ, specifically under
sympathetic activation.”” In fact, G3P is a major sub-
strate for BAT respiration.'?”

In conclusion, coordinated FA uptake, transport and
synthesis contribute to thermogenesis in BAT (Fig. 1).
For this reason, the maintenance of the intracellular pool
of TG to preserve lipid homeostasis in brown adipocytes
is so important.'"'>'"" Indeed, any of these processes
might be a potential target in the treatment of obesity-
related disorders, such as insulin resistance and diabetes.

Fatty acid storage

Cells package the excess of intracellular lipids in a phylo-
genetically conserved organelle called lipid droplet, pre-
venting the lipotoxicity of lipids and cholesterol in the
cytoplasm.''>!'"* Lipid droplets are composed of a neu-
tral lipid core (cholesteryl ester and TGs) covered by a
phospholipid monolayer, which contains proteins that
regulate lipolysis. Among the lipid droplet membrane
proteins found in brown adipocytes we will highlight fat
storage-inducing transmembrane protein 2 (FITM2/
FIT2), CIDEA and fat-specific protein 27 (FSP27 or
CIDEC).

FITM2/FIT2 is strongly expressed in brown adipo-
cytes and it determines the number of new lipid droplets
formed in these cells.''* FIT2 KO mice show few but
larger lipid droplets in interscapular BAT without
changes in cellular TG levels.!*® Thus, FIT2 is not essen-
tial for lipid droplet formation but it is required for nor-
mal storage of TG in vivo.

CIDEA is one of the 3 members of cell death-induc-
ing DFF45-like effector (CIDE) family of proteins, which
has emerged as an important regulator for various
aspects of metabolism."'® CIDEA is highly expressed in
lipid droplet membranes and mitochondria of brown
adipocytes. It is involved in the browning phenomenon
and it is considered as a BAT differentiation
marker.''”'"® CIDEA plays an inhibitory role during
thermogenesis because it negatively modulates the activ-
ity of UCPI, being the first protein known to interact
directly with an uncoupler protein.''”'*' Moreover,
CIDEA mRNA and protein are down-regulated after
cold exposure'”' and CIDEA-null mice are resistant to
diet-induced obesity.''®

FSP27 also belongs to the CIDE family, and it is over-
expressed during adipogenesis in BAT. It has been
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proposed as a novel lipid droplet protein that promotes
TG storage and inhibits lipolysis, playing a key role in
body energy homeostasis.'*>'** FSP27 interacts directly
with another lipid droplet protein, perilipin 1, which is
involved in lipolysis by indirect activation of the adipose
triglyceride lipase (ATGL) at the lipid droplet surface.'*
Furthermore, FSP27 KO mice have larger lipid droplets
and higher TG serum levels."**

Thus, the above-mentioned proteins involved in FA
storage contribute to the multilocular phenotype of
brown adipocytes. Lipid droplets prevent lipotoxicity
and provide FAs as substrates for mitochondrial thermo-
genesis. Therefore, the regulation and function of these
proteins might be a target for enhancing BAT activity.

Fatty acids as a source of energy
Lipolysis

Intracellular lipolysis is the catabolic process that allows
cells to obtain FAs and glycerol from the breakdown of
TG stored in lipid droplets. Cells use these FAs and glyc-
erol endogenously in times of metabolic need with the
exception of WAT, which can also export them to circu-
lation so they can reach other tissues in fasting or exer-
cise periods.'* In BAT, lipolysis is vital to its main
physiological function, the cold response. To raise body
temperature BAT dissipates energy as heat and mobilizes
FAs from the breakdown of TGs stored in lipid droplets
to mitochondria for thermogenesis.'"®® Lipolysis can be
classified in 2 types depending on the pH-optimum of
action of the enzymes involved. Accordingly, there is
neutral lipolysis, which relies on 3 key enzymes that
work at a pH-optimum of 7, and acid lipolysis that
depends on lysosomal degradation of TG by acidic
lipases. Next we will focus on neutral lipolysis.

Neutral lipolysis

Neutral lipolysis takes place in the cytosol and it is the
result of the action of 3 consecutive lipases that hydro-
lyze each ester bond of TG to obtain 3 FAs and glycerol.
The 3 major lipases are ATGL, hormone sensitive lipase
(HSL) and monoacylglycerol lipase (MGL).
ATGL/Desnutrin/calcium-independent ~ phospholi-
pase A2 ¢ (iPLA2¢) was discovered in 2004 by 3 inde-
pendent laboratories.'”*'*® Tt is strongly expressed in
both WAT and BAT and performs the first step of TG
lipolysis, the hydrolysis of TG into diacylglycerides (DG)
and FAs (Fig. 2)."*” It exhibits high substrate specificity
for TG and it is associated with lipid droplets.'*® ATGL
regulation is complex and mRNA or protein levels of the
enzyme do not always correlate with enzyme activity.
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This happens because ATGL has strong post transla-
tional regulation that often requires accessory pro-
teins.'”® CGI-58 (Comparative gene identification-58) is
a coactivator of ATGL that is necessary for full hydrolase
activity.”’! On the other hand, G0S2 (G0/G1 switch gene
2) inactivates ATGL."** ATGL deficient mice accumulate
TGs in all organs and have enlarged fat depots, especially
BAT, which also displays defective thermogenesis.'*
Moreover, aP2-ATGL overexpressing mice display
increased lipolysis and FAO in WAT and increased ther-
mogenesis, resulting in higher energy expenditure and
resistance to obesity."** Microarrays from ATGL KO
BAT indicate a decrease in mRNA expression of genes
involved in FAO and down-regulation of PPARw target
genes."”*>"*® In addition, a study using ATGL knock
down brown adipocytes demonstrated that ATGL is
required for the maximal induction of genes involved in

FAO and mitochondrial electron transport.’”” All
together, these results point to the crucial role of lipolysis
and its first step, TG hydrolysis by ATGL, in
thermogenesis.

HSL performs the second step in TG lipolysis, hydro-
lyzing DG into MG and FAs (Fig. 2)."*® Similarly to
ATGL, HSL mRNA and protein expression are highest
in WAT and BAT.">'*" Although DG are its preferred
substrate, HSL can also hydrolyze TG, cholesterol esters,
MGs and retinyl esters.'*! Before ATGL was known,
HSL was believed to be the rate-limiting enzyme for TG
hydrolysis. However, HSL-/- mice efficiently hydrolyze
TG and accumulate large amounts of DG, indicating
that, in vivo, HSL has a more important role as a DG
than as a TG hydrolase."** Activation of HSL occurs in 2
steps: protein phosphorylation and binding to perili-
pins.'*® HSL has 5 putative phosphorylation sites and

MOUSE = aP2-ATGL
MODEL: ATGL KO To

TGIDG content * v L]
BAT size ’*

HSLKO

Thermogenesis ¥ 7~
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Figure 2. Neutral lipolysis players and regulation in BAT. Neutral lipolysis allows cells to obtain 3 free fatty acids (FFAs) and glycerol from
the hydrolysis of triglycerides (TG). Three enzymes control this process: adipose triglyceride lipase (ATGL), which hydrolyzes TG into diac-
ylglycerol (DG), hormone sensitive lipase (HSL), which has high affinity for DG and converts them into monoacylglycerols (MG) and
monoacylglycerol lipase (MGL), which finalizes the hydrolysis of MG into glycerol and FFA that are used as a fuel for thermogenesis. In
basal state ATGL is inhibited by G0/G1 switch gene 2 (G0S2) and ATGL co-activator comparative gene identification-58 (CGI-58) is kid-
napped by perilipin. In addition, HSL is located in the cytosol and thus unable to reach its substrates. Upon S3-adrenergic stimulation,
adenyl cyclase (AC) increases cAMP levels that activate protein kinase A (PKA), which phosphorylates HSL promoting its translocation to
the membrane of lipid droplets (LD). PKA also phosphorylates perilipin, which releases CGI-58 that can then fully activate ATGL. Phos-
phorylated perilipin also enhances HSL activity. On the other hand, insulin stimulation, through protein kinase B (PKB) activates phos-
phodiesterase 3B (PDE3B) which converts cAMP into AMP decreasing PKA activation and its lipolytic action. Figure insert: mouse
models of the enzymes involved in neutral lipolysis. ATGL KO mice accumulate TGs and have enlarged BAT, which displays defective
thermogenesis.'** aP2-ATGL overexpressing mice show a reduction in TGs and increased thermogenesis.’** HSL KO mice accumulate
TGs and specially large amounts of DG leading to an enlarged BAT.'*
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one of the most widely studied kinases that regulate its
activity is cAMP-dependent Protein Kinase (PKA).
Other kinases include AMPK, extracellular signal-regu-
lated kinase (ERK), glycogen synthase kinase-4 and
Ca®"/calmoduline dependent kinase IT."*°

Glucagon, adrenaline or 83-adrenergic agonist stimu-
lation, through adenyl cyclase (AC) activation increases
cyclic AMP (cAMP) levels within the cell. This activates
PKA that in turn phosphorylates HSL on serines 659
and 660, promoting its translocation from the cytoplasm
to lipid droplets, where it acts on its substrates
(Fig. 2)."** Perilipins have an important role mediating
this translocation, and PKA-mediated phosphorylation
of perilipin is necessary for HSL translocation to lipid
droplets and full induction of HSL activity. On the other
hand, insulin activates cAMP phosphodiesterase, pro-
moting cAMP hydrolysis, lowering PKA activity, HSL
activation and lipolysis.'** Mice lacking HSL display nor-
mal thermogenesis'*® and are not cold sensitive despite a
lipolytic defect that results in brown adipocyte hypertro-
phy due to TG and DG accumulation. Apparently, dur-
ing HSL deficiency sufficient amounts of FAs that are
not HSL-dependent are mobilized for mitochondrial
heat production. Later work on HSL null mice estab-
lished that HSL KO mice are resistant to high-fat diet
(HFD) effects due to an increase in energy expendi-
ture."*® This was linked to increased UCP1 and carnitine
palmitoyltransferase (CPT) 1 expression levels in white
adipocytes as well as an increase in white adipocyte mito-
chondrial size (see section 4.2.1 for more information).
White adipocytes had increased basal O, consumption
and increased uncoupling. In addition, HSL is required
to sustain normal expression levels of retinoblastoma
protein (pRb) and receptor interacting protein 140
(RIP140), which both promote differentiation into the
white, rather than the brown, adipocyte lineage. Thus,
HSL may be involved in the determination of white ver-
sus brown adipocytes during adipocyte differentiation.'*°

MGL specifically hydrolyzes MG derived from intra-
cellular and extracellular TG hydrolysis and phospho-
lipid hydrolysis into FAs and glycerol, culminating the
lipolysis process (Fig. 2). It is ubiquitously expressed in
tissues and localizes in cell membrane, cytoplasm and
lipid droplets.'*” MGL has been implicated in the degra-
dation of the bioactive MG 2-arachidonoyl glycerol,
which is a potent endogenous agonist of cannabinoid
receptors.'*®

Upon lipolysis stimulation the most important mech-
anisms regulating lipolysis are: 1) Activation of ATGL by
CGI-58; and 2) PKA-mediated phosphorylation of HSL
and perilipin 1 (Fig. 2). In basal state, CGI-58 is bound
and kidnaped by perilipin 1, and thus unable to activate
ATGL. In addition, HSL is located in the cytosol far
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from its substrates. Upon hormonal stimulation, PKA
phosphorylates HSL, promoting its translocation to the
lipid droplet surface, where it hydrolyzes its sub-
strates."*>"** In addition, PKA phosphorylates perilipin
1, liberating CGI-58, which is then available to bind and
activate ATGL."'

The final result of lipolysis is the provision of energy
to the cell in the form of FFAs and glycerol. Elevated
levels of FFAs can be toxic for cells.® Brown adipocytes
can prevent this lipotoxicity by matching this incre-
ment in FFAs with an increase in oxidative capacity.
p3-adrenergic stimulation triggers lipase activation,
resulting in a rise of lipolytic products that act as
ligands of PPARx and PPARS. PPAR activation pro-
motes expression of oxidative genes such as UCP1 or
PGCla and as a result expands the oxidative capacity
to match FA supply.””” These findings highlight the
importance of coupling lipolysis with increased oxida-
tive capacity, which ultimately depends on the uptake
of FAs to the mitochondria for FAO by carnitine
acyltransferases.

Fatty acid oxidation

Consistent with its physiological role, BAT presents
one of the highest FAO rates in the body."”*> Most of
the oxidation of longchain fatty acids (LCFAs) to ace-
tyl-CoA takes place in the mitochondrial matrix,
although peroxisomal FAO has also been implicated
in thermogenesis.

Mitochondrial fatty acid oxidation
Traditionally, research on the regulation of BAT thermo-
genesis has focused on the central role of UCP1 in maxi-
mizing rates of proton leak and heat production. In fact,
FAs and HFD activate UCP1 and diet-induced thermo-
genesis."””'>> However, studies by Yu et al.">® support
the hypothesis that additional systems and genes cooper-
ate in the thermogenic system. These authors demon-
strated that cold induces simultaneous FA synthesis and
FAO in murine BAT. Similar conclusions were obtained
by Mottillo et al.”® In addition, it has recently been
reported in primary brown adipocyte culture that intra-
cellular FA levels are critical for thermogenesis'>’ and
that in rodents maximal BAT thermogenesis relies on
the levels of LCFA pool, which activates entry to the
mitochondria.'*® Acyl-CoA synthetase-1 (ACSL) medi-
ates the conversion of FAs to acyl-CoA and specifically
directs them toward mitochondrial FAO via the CPT1
system (Fig. 3). Experiments with ACSL KO mice
showed that ACSL is required for cold thermogenesis.'>
The CPT system permits the entry of LCFAs into the
mitochondrial matrix, where they can undergo FAO.
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The first component of the system, CPT1 is located on
the mitochondrial outer membrane (Fig. 3). This enzyme
catalyzes the trans esterification of a fatty acyl group
from CoA to carnitine, which is considered the rate-lim-
iting step in the regulation of mitochondrial FAO of
FAs.'%%'°! Acylcarnitines are shuttled to the mitochon-
drial matrix by the transporter carnitine/acylcarnitine
translocase (CACT). Once inside the mitochondria, acyl-
carnitines are converted to acyl-CoA by CPT2, located in
the inner mitochondrial membrane, and can thus enter
the FAO cycle. There are 3 isoforms of CPT1, denoted
CPT1A,'*>'®> CPT1B'** and CPTI1C.'*® They differ in
their sequence, tissue distribution, intracellular location,
kinetics and malonyl-CoA sensitivity. CPT1B is strongly
expressed in BAT, skeletal muscle, heart, testis and, in
some species, in WAT (human, rat and hamster)'%1%°
while CPT1A is predominant in other tissues such as
liver, kidney, lung, ovary, spleen, brain, intestine, mouse
WAT and pancreas. CPT1C appears to be expressed
exclusively in the neurons and testis. While CPT1A and
B are located on the mitochondrial outer membrane and
both isoforms are involved in the regulation of the flux

of FAs into the mitochondria, CPT1C has been found on
the ER membrane'®” and its function seems to be related
with ceramide metabolism rather than FAQ."**'*
CPT1A and B isoforms have high sequence similarity
but show important kinetic differences. In particular,
they differ in their affinities for the substrate carnitine
and their physiological inhibitor malonyl-CoA,"”® which
is synthesized from acetyl-CoA by ACC and is degraded
by malonyl-CoA decarboxylase.'”" CPT1B has higher
affinity for the inhibitor malonyl-CoA and lower affinity
for carnitine than CPT1A."7>'”> Doh et al.">* examined
the relation between the long-chain FAO rate and the
CPT1A and CPTIB activity in different tissues. They
found that all the tissues containing CPT1B showed a
strong positive correlation between palmitate oxidation
rate and the CPT1 activity and, among the tissues with
CPTI1B (heart, red and white gastrocnemius and BAT),
BAT showed the highest palmitate oxidation and CPT1
activity. In addition, mice lacking CPT1B die during
cold-exposure as a result of their inability to perform
thermogenesis.'’* These observations indicate that
CPT1B may play an important role in enhancing BAT

Cold stimulation \

LCFA-CoA

B-oxidation

Figure 3. Mitochondrial and peroxisomal fatty acid oxidation. Transport of long-chain fatty acids (LCFAs) from the cytosol to the mito-
chondrial matrix for FAO involves the activation to acyl-CoA by acyl-CoA synthetase-1 (ACSL), conversion of LCFA-CoA to LCFA-carnitines
by carnitine palmitoyltransferase (CPT) 1, translocation across the inner mitochondrial membrane by the carnitine/acylcarnitine translo-
case (CACT) and reconversion to LCFA-CoA by CPT2. These acyl-CoAs are S-oxidized and render acetyl-CoA. The entry of acetyl-CoA to
the tricarboxylic acid cycle generates NADH and FADH. These cofactors transfer the electrons to the electron transport chain, where the
protons are transported to the mitochondrial intermembrane space to generate energy as ATP. UCP1 dissipates the proton gradient,
releasing energy as heat. Very long chain fatty acids (VLFA) enter the peroxisome to be shortened by peroxisomal FAO. Shortened acyl-
CoAs and acetyl-CoA are transported to the mitochondria to be completely oxidized.
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thermogenesis. Indeed, inhibitors of CPT1 also inhibit
mitochondrial respiration driven by LCFA in murine
BAT."™® Interestingly, BAT of diabetic rats showed
decreased CPT1 activity and FAO."”> Further, a recent
study in adipose CPT2 KO mice demonstrated that FAO
is required for both acute cold adaptation and the induc-
tion of thermogenic genes in BAT.'”® Taking into
account the effect that this and other mitochondrial
FAOQ alterations'”” produce in thermogenesis and cold
intolerance, it could be an appealing strategy to enhance
FAO in BAT mitochondria to increase energy expendi-
ture and fight against obesity-induced metabolic disor-
ders. Studies enhancing FAO by CPT1 overexpression in
the context of obesity have shown a decrease in TG con-
tent and an improvement in insulin sensitivity.'”®"'"
These results indicate that activation of FAO may pro-
vide the basis for the development of novel treatment
options for obesity.'®

Peroxisomal fatty acid oxidation

Oxidation of very long chain FAs preferentially occurs in
peroxisomes rather than in mitochondria (Fig. 3)."°
However, FAO in peroxisomes is not carried to comple-
tion. Since peroxisomes, unlike mitochondria, lack a cit-
ric-acid cycle and respiratory chain, shorter FAs can be
shuttled to the mitochondria to be oxidized. During cold
exposure peroxisomal FAO is also activated in BAT.'
Furthermore, catalase protein, a marker of the quantity of
peroxisomes, is dramatically increased in rat BAT under
cold exposure.'” However, the contribution of peroxi-
somal FAO to thermogenesis is not well established. Ace-
tyl-CoAs produced by peroxisomal FAO may enter the
mitochondria to fuel UCP1-mediated thermogenesis.
Alternatively, a recent review by Lodhi et al.'” suggests
that peroxisomal FAO may contribute to adaptive ther-
mogenesis independently of UCP1 by the generation of
heat instead of ATP. Peroxisomes do not have a respira-
tory chain and the electrons from FADH,, obtained in the
first step of peroxisomal FAOQ, are transferred by the flavo-
protein acyl-CoA oxidase directly to O, producing H,0,,
and energy is released as heat.

In summary, mitochondrial and peroxisomal FAO are
necessary for thermogenesis in BAT, and enhancing
these catabolic processes is an unexplored strategy in our
fight against the current obesity epidemic.

Future directions: BAT fat-burning power as a
potential therapy against obesity

Despite the considerable current effort made worldwide,
the prevalence of obesity and associated metabolic dis-
eases is rising exponentially, jointly with their healthcare
costs. The first line therapy is based on behavioral

ADIPOCYTE (&) 107

modifications, including healthy eating and exercise.
However, this meets limited success when it comes to
long-term maintenance of weight loss. Bariatric surgery
achieves a sustained weight loss over the years, but its
cost and associated dangers reduce its clinical indication
to morbidly obese patients.'” Moreover, the endocrine
effects of bariatric surgery seem to be more important
than the mechanically induced food restriction, which
has led many researchers to assess obesity treatments
based on the endocrine modifications derived from it.'*
Interestingly, bariatric surgery also leads to alterations in
the microbiome.'*

Even though the list of potential anti-obesity drugs is
increasing, the approval of new anti-obesity drugs has
met relatively limited success. This is due to the history
of withdrawals of anti-obesity drugs from the market
due to serious adverse effects (i.e., dinitrophenol, fenflur-
amine, dexfenfluramine, phenylpropanolamine, sibutr-
amine and rimonabant)."®”'*® This has led US Food and
Drug Administration (FDA) and European Medicines
Agency (EMA) to make it harder for pharmaceutical cor-
porations to market new anti-obesity drugs, especially in
the case of the European regulator.'®® Today, the lipase
inhibitor orlistat is approved by both FDA and EMA but
it has shown limited long-term effectiveness.”® In the
US, the serotonergic lorcaserin is also approved,*"**
but its European marketing authorization application
has been withdrawn because of the lack of evidence
regarding safety in tumorogenesis in long-term use.**®
Liraglutide, a previously approved antidiabetic drug,
has recently been approved by both regulators for an
anti-obesity indication.?’*?°> Nonetheless, the fixed-dose
combination of bupropion/naltrexone, which is
described to act in the central nervous system (CNS) by
increasing POMC neuron activity, has obtained market-
ing approval as an anti-obesity drug by the FDA,** but
the EMA seems to be much more conservative regarding
the approval of weight-management drug with effect on
the CNS.2%

The mechanisms of action of obesity-management
drugs are classified into 3 groups:**® 1) centrally acting
medications impairing dietary intake (including bupro-
pion/naltrexone and lorcaserin); 2) medications that act
peripherally to impair dietary absorption (e.g., orlistat);
and 3) medications that increase energy expenditure,
whose effect is mediated by CNS. We propose that the
increase in energy expenditure is a promising way to
manage obesity, but only if this could be achieved via a
direct effect on peripheral tissues without involving the
CNS. Thus, some of the collateral effects, which caused
other drugs to be withdrawn, would be overcome. Here
we highlight an increase in FAO as a potential approach
to enhance energy expenditure in peripheral tissues.
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Several studies enhancing FAO by CPT1 overexpression
in the context of obesity have shown an improved meta-
bolic phenotype.'”®'® Thus, an increasing body of evi-
dence highlights FAO activation as a potential target to
develop novel anti-obesity strategies.

The pathogenesis of obesity is multifactorial and com-
plex. However, the rediscovery of active BAT in adult
humans and its relevance in metabolism has put a spot-
light on this tissue as a potential target for therapies
against obesity and metabolic diseases. A large number
of activators of thermogenesis are increasingly being
identified. This year, the B3-adrenergic receptor agonist
mirabegron, the first compound able to stimulate human
BAT thermogenesis and to increase resting metabolic
rate, has been described.” Although further studies are
needed to explore the specificity of its mechanism of
action and potential adverse effects, mirabegron provides
the first evidence of human BAT thermogenesis
stimulation.

As a controller of thermogenesis BAT is a good mod-
ulator of triglyceridemia, an important consumer of glu-
cose and the major plasma lipid-clearing organ in rodents.
Furthermore, diabetes has been shown to decrease CPT1
activity and FAO in rat BAT."”” Thus, strategies designed
to enhance the fat-burning power of BAT and to increase
lipid mobilization and oxidation could be very useful in
the treatment of obesity and associated pathologies. Tradi-
tionally, most research has focused on the activation of
BAT thermogenesis through UCP1. However, recent stud-
ies have shown that cold stimulates both FA synthesis and
FAO in murine BAT.”*"*® Moreover, BAT peroxisomal
FAO may generate heat independently of UCP1.'”> BAT
transplantation is another strategy proving BAT’s lipid-
burning capacity in obesity. BAT transplantation to HFD-
induced obese mice has shown a beneficial effect improv-
ing whole-body energy metabolism by increasing FAO-
related genes such as PPARw, PGClw, CPT1B and UCP1
in endogenous BAT.>” Although the present review is
focused on obesity, it is noteworthy to mention the role of
BAT in atherosclerosis. Data showing both a positive and
negative effect of BAT activation in the development of
atherosclerosis have been reported.”'®*'' On the one
hand, Dong et al.*'* showed that sustained cold exposure
accelerated the atherosclerotic plaque development by
increasing plasma levels of small low-density lipoproteins
(LDL) in apolipoprotein E (ApoE) and LDL receptor
(LDLr) deficient atherosclerosis mouse models. On the
other hand, Berbee et al.>'' reported that APOE*3-Leiden.
CETP mice (a model for human-like lipoprotein metabo-
lism) treated with Western diet, to induce hyperlipidaemia
and atherosclerosis, plus CL316243 (a p3-adrenergic
receptor agonist) had fewer atherosclerotic lesions. In this
case BAT activation lead to enhanced uptake of FAs from

TG-rich lipoproteins into BAT and increased hepatic
clearance of cholesterol-enriched remnants and lower
plasma cholesterol levels. The apparent opposite effects
between the 2 studies could be explained by the different
mouse model used. ApoE and LDL receptor are essential
for hepatic clearance of TG-rich lipoprotein remnants.
Thus, this pathway is blocked in ApoE (-/-) or LDLr (-/-)
mice but not in APOE*3-Leiden.CETP mice. In fact, the
antiatherogenic effect seen by Berbee et al. was blunted in
ApoE (-/-) or LDLr (-/-) mice. Importantly, mice treated
with the $3-receptor agonist lost weight and had increased
FAO. This indicates that the beneficial effect of BAT acti-
vation on atherosclerosis could be the consequence of
decreased obesity and enhanced FAO shedding light into
FAO as a potential target to fight against obesity-induced
metabolic disorders such as atherosclerosis.

At least 3 questions still need to be answered before
increased BAT FAO can become an effective approach
for obesity therapy. First, it is not known whether FAO
enhancement might reach a limit in BAT, in which ther-
mogenesis is tightly adjusted to the environmental tem-
perature. Second, since increasing flux through FAO
would only make sense together with a corresponding
enhancement of energy demand,*'* the physiological rel-
evance of this strategy might be questioned if the individ-
ual is at thermoneutrality. Third, secondary effects of
BAT pharmacological activation may include excessive
body temperature or increased food intake as a compen-
satory effect to re-establish energy balance. Increased
BAT FAO may augment mitochondrial burning capacity
through an increase in the number of mitochondria and/
or the increased expression of UCPs, and thus dissipate
the excess of energy as heat and ATP. These could well
alleviate the mitochondrial pressure found in lipid over-
load states.

In summary, an increase in FAO and BAT mass and/
or activity could indeed be one of the underlying protec-
tive mechanisms against obesity-induced metabolic
abnormalities. Although more research is needed, we
strongly believe that enhancing BAT thermogenic power
through increased FAO may be available in the near
future as a therapy to treat obesity and its associated
severe diseases.
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FAO fatty acid oxidation
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IGF-1 insulin-like growth factor I
IL-1B interleukin-18

IL-6 interleukin-6

KO knockout

LAL lysosomal acid lipase
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Abstract

The discovery of active brown adipose tissue (BAT) in adult humans and the fact that it is
reduced in obese and diabetic patients have put a spotlight on this tissue as a key playerin
obesity-induced metabolic disorders. BAT regulates energy expenditure through thermo-
genesis; therefore, harnessing its thermogenic fat-burning power is an attractive therapeutic
approach. We aimed to enhance BAT thermogenesis by increasing its fatty acid oxidation
(FAO) rate. Thus, we expressed carnitine palmitoyltransferase 1AM (CPT1AM), a perma-
nently active mutant form of CPT1A (the rate-limiting enzyme in FAQ), in a rat brown adipo-
cyte (rBA) cell line through adenoviral infection. We found that CPT1AM-expressing rBA
have increased FAOQ, lipolysis, UCP1 protein levels and mitochondrial activity. Additionally,
enhanced FAO reduced the palmitate-induced increase in triglyceride content and the
expression of obese and inflammatory markers. Thus, CPT1AM-expressing rBA had
enhanced fat-burning capacity and improved lipid-induced derangements. This indicates
that CPT1AM-mediated increase in brown adipocytes FAO may be a new approach to the
treatment of obesity-induced disorders.

Introduction

Obesity is a major public health problem and a worldwide epidemic contributing to the devel-
opment of associated pathological conditions, such as insulin resistance, type 2 diabetes, car-
diovascular disease, nonalcoholic fatty liver disease, and some forms of cancer among others
[1,2]. Adipose tissue has gained a crucial role in the study of the mechanisms involved in
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obesity-related disorders. Adipose tissue is classified into energy-storing white adipose tissue
(WAT) and brown adipose tissue (BAT), which controls thermogenesis by burning fatty acids
(FA) to produce heat and defend the body against cold. Traditionally, WAT has been impli-
cated in the pathogenesis of obesity-induced insulin resistance [2-5]. BAT has received less
attention, because it is less abundant, and it was considered exclusive to rodents and human
neonates. However, in the last decade, active BAT was discovered in adult humans by a combi-
nation of positron-emission tomography (PET) and computed tomography (CT) (PET-CT)
[6-12]. Furthermore, it was shown that BAT is reduced in obese and diabetic patients [8].
Thus, BAT has become a leading research topic, since any strategy that can enhance BAT mass
or activity may be a potential therapeutic approach to obesity-induced diabetes.

The cellular heterogeneity of fat is still under debate [13]. To date, at least two types of ther-
mogenic adipocytes have been described in humans and rodents: the classical brown adipo-
cytes, and beige (also called brite) adipocytes. They differ in both their developmental origin
and their anatomical localization [14]. Beige adipocytes are located within the WAT and
appear in response to certain stimuli such as cold exposure or f3-adrenergic signals. A recent
study has identified ZicI and Tcf21 as specific markers for brown and white adipocytes, respec-
tively, while Cd137, Epstil, Tbx1, and Tmem26 would be specific for beige adipocytes [15].

Any strategy that can reduce lipid accumulation would be beneficial for the treatment of
obesity and related disorders. Studies in rodents have demonstrated that BAT modulates trigly-
ceridemia and controls lipid clearance [16-18]. The aim of our study was to enhance the ther-
mogenic capacity of BAT by increasing its fatty acid oxidation (FAO). Our group and others
have shown that increased FAO in white adipocytes and macrophages [19], liver [20-22], pan-
creas [23,24], neurons [25] and muscle [26-28] results in an improvement in lipid-induced
derangements. Cold stimulates FAO in mice, which indicates that FAO is required for thermo-
genesis [29].

Here we focused on the FAO key enzyme, carnitine palmitoyltransferase 1 (CPT1). CPT1
facilitates the transfer of FAs into the mitochondria for oxidation. There are three CPT1 iso-
forms, with differences in kinetics, sensitivity to their physiological inhibitor malonyl-CoA,
and tissue expression: CPT1A (liver, intestine, kidney, ovary, pancreas, brain and mouse and
human WAT), CPT1B (BAT, heart, skeletal muscle and rat and human WAT) and CPT1C
(brain and testis) [30,31]. Interestingly, BAT CPT1 activity is decreased in diabetic rats [32].
Thus, we attempted to overexpress a permanently active mutant form of CPT1A, CPT1AM,
which is insensitive to malonyl-CoA [33], in a brown adipocyte rat cell line (rBA) through ade-
noviral infection. The choice of CPT1AM was based on the following points: 1) the CPT1A iso-
form has lower sensitivity to malonyl-CoA inhibition and higher affinity for the substrate than
CPT1B [34]; 2) CPT1A could be differentiated from the BAT endogenous main isoform,
CPT1B, and 3) CPT1AM is a permanently active mutant that would ensure constant high lev-
els of FAQO, independently of the levels of malonyl-CoA, which is usually derived from glucose
metabolism and is the first intermediate in lipogenesis. This last point is particularly relevant
in obesity, where in addition to high lipid levels high glucose (and therefore high malonyl-
CoA) levels are present.

Here we demonstrate that CPT1AM-expressing rBA display higher FAO, lipolysis, uncou-
pling protein 1 (UCP1) expression, and mitochondrial respiration. Enhanced FAO in palmi-
tate-incubated rBA reduced triglyceride content and the expression of fatty acid binding
protein 4 (FABP4) and tumor necrosis factor a. (TNFa), obese and inflammatory markers,
respectively. We conclude that CPT1AM-expressing rBA had enhanced lipolysis and UCP1
protein expression, considered as indicators of increased thermogenesis, and showed an
improvement in lipid-induced derangements. This highlights CPT1AM-mediated BAT FAO
as a new approach to treat obesity and related disorders.
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Materials and Methods
Materials

Norepinephrine, sodium palmitate, sodium oleate and FA-free BSA were purchased from
Sigma Aldrich (St. Louis, MO). DMEM, FBS and penicillin/streptomycin mixture were pur-
chased from Life Technologies (Carlsbad, CA). Etomoxir was kindly provided by Dr. H. P. O.
Wolf (GMBH, Allensbach, Germany).

Cell culture and differentiation of brown adipocytes

Immortalized rBA from neonatal rats were generated as previously described [35]. rBA preadi-
pocytes were grown in DMEM supplemented with 10% fetal serum, 1% penicillin/streptomy-
cin and 2 mM HEPES. rBA were differentiated in DMEM supplemented with 10% fetal serum,
1 nM T3 and 20 nM insulin (differentiation media) until confluence (day 0). Then, cells were
incubated with induction medium containing 1 uM rosiglitazone, 0.5 tM dexamethasone,
0.125 uM indomethacin and 0.5 mM isobutylmethylxanthine (IBMX) for two days. Finally,
cells were incubated for a further three days in differentiation media, after which they exhib-
ited a fully differentiated phenotype with numerous multilocular lipid droplets in their
cytoplasm.

Oil Red O staining

rBA were grown and differentiated on coverslips. They were rinsed twice in PBS, fixed in 10%
paraformaldehyde for 30 minutes at room temperature, and washed again in PBS. Then, cells
were rinsed in 60% isopropanol for 5 min to facilitate the staining of neutral lipids, and stained
with filtered Oil Red O working solution (0.3% Oil Red O in isopropanol) for 15 minutes. After
several washes in distilled water, the coverslips were removed and fixed with mount medium.
The intracellular lipid vesicles stained with Oil Red O were identified by their bright red color
under the microscope.

Adenovirus (Ad) infection

At day 6 of differentiation, rBA were infected with AdGFP (100 moi) and AACPT1AM (100
moi) for 48 hours in serum-free DMEM, 1% penicillin/streptomycin and 2 mM HEPES. Ade-
novirus infection efficiency was assessed in AdGFP-infected cells.

Western blot analysis

rBA were cultured in 12-well plates, differentiated and infected as described above. Cells were
harvested in lysis buffer (RIPA), and protein concentration was determined using a BCA pro-
tein assay kit (Thermoscientific). Samples were separated on 8% and 12% SDS-PAGE gels, for
CPT1A and UCPI respectively, and then transferred onto PVDF membranes (Millipore). The
following primary antibodies were used: CPT1A (1/6,000) [24], Tim 44 (1/5,000; BD Biosci-
ence), UCP1 (1/1,000; Abcam) and b-actin (I-19; 1/4,000; Santa Cruz). Blots were incubated
with the appropriate I[gG-HRP-conjugated secondary antibody. Protein bands were visualized
using the ECL immunoblotting detection system (GE Healthcare) and developed on an Image-
Quant LAS4000 mini Fuji luminescence imagining system. For the analysis of protein expres-
sion, bands from at least three independent experiments were quantified by densitometry
using Image J analysis software.
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Analysis of mMRNA expression by quantitative real-time PCR

Total RNA was isolated from rBA using an Illustra MiniRNA Spin kit (GE Healthcare), and
cDNA was obtained using a Transcriptor First Strand cDNA Synthesis kit (Roche), following
the manufacturer’s instructions. Relative quantification of mRNA was performed using a
LightCycler™ 480 instrument (Roche) in 10 uL of reaction medium by using 6.5 ng of cDNA,
forward and reverse primers at 100 nM each, and a SYBR Green PCR Master Mix Reagent kit
(Life Technologies). Primer pairs are shown in Table 1. The mRNA levels were normalized to
those of b-actin and expressed as fold change.

Fatty acid oxidation assay

The FAO rate was measured in rBA grown in 25-cm? flasks, differentiated and infected as
described above. On the day of the assay, cells were washed in KRBH 0.1% BSA (FA free), pre-
incubated at 37°C for 30 min in KRBH 1% BSA, and washed again in KRBH 0.1% BSA. Cells
were then incubated for 3 hours at 37°C with fresh KRBH containing 11 mM glucose, 0.8 mM

carnitine plus 0.2 mM [1-'*C] oleate (Perkin Elmer). Oxidation was measured as previously

described [21].

Glycerol release

rBA were seeded, differentiated in 12-wells plates and infected as described above or incubated
in the presence or absence of 5 tM norepinephrine and 180 uM etomoxir for 6 hours. Then,
the cell medium was removed and glycerol levels were measured using the TG Triglyceride kit
(Sigma-Aldrich), according to the manufacturer's instructions. Samples were normalized by
the protein concentration present in each well.

Table 1. Quantitative real-time PCR oligonucleotides.

Gene Name Forward Reverse
b-actin 5'- AAGTCCCTCACCCTCCCAAAG-3" 5'AAGCAATGCTGTCACCTTCCC-3"
Cidea 5'-TGATATCCGCTGCACAAGC-3" 5'-CACCTGGGCAGCATAGGA-3"
Cd137 5'-AGCTGACAGAGACCCTGTGG-3" 5'-CACATGCACAGGACACCAA-3'
Fabp4 5'-GAGGAGACGAGATGGTGACAA-3" 5'-GCTCATGCCCTTTCGTAAAC-3"'
Mt-Atp6 5'-TAAGCATAGCCATCCCCCTA-3" 5'-TTAGTTTGTGTCGGAAGCCTAGA-3"
Mt-Co1 5'-TCGGAACCCTCTACCTATTATTTG-3"' 5'-CTCGAATTAGAATACTTAAAGCTGTCC-3"'
Mt-Co2 5'-TAAGCATAGCCATCCCCCTA-3" 5'-TTAGTTTGTGTCGGAAGCCTAGA-3"
Mt-Cyb 5'-CCCTAGTACTATTCTTCCCAGACCT-3"' 5" ~AGGGGGTTAGCGGGTGTAT-3"'
Mt-Nd1 5'-CCTCAACCTAGGCATACCATTT-3"' 5’ ~AGGCTCATCCCGATCATAGA-3"'
Pgcla 5'- AAAGGGCCAAGCAGAGAGA-3' 5'- GTAAATCACACGGCGCTCTT-3"
Prdm16 5'-CGGATGTTCCCCAACARAAT-3" 5'-ACGCTCTTCTGTGTGGACAA-3"'
Tnfa 5'-AAATGGGCTCCCTCTCATCAGTTC-3' 5'-TCTGCTTGGTGGTTTGCTACGAC-3"
Zic1 5'-AACCTCAAGATCCACAAAAGGA-3"' 5'-CCTCGAACTCGCACTTGAA-3"
Cptia* 5'- ACAATGGGACATTCCAGGAG-3"' 5'- AAAGACTGGCGCTGCTCA-3"
Cptib 5'- GTGACTGGTGGGAAGAGTACG-3"' 5'- CTGCTTGTTGGCTCGTGTT-3"'
Cptic 5'- GCCTGCCAATTTGTGAGAG-3"' 5'- GGCAAGGCACTGTTGGTC-3"

Mfn2 5’ —~ATTGGCCACACCACCAAT-3’ 5’ -TGGGCTAGCTGGTTCACG-3’

* Recognizes both CPT1A and

CPT1AM

doi:10.1371/journal.pone.0159399.t001
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Lipid extraction from rBA

rBA were seeded, differentiated in 12-wells plates and infected as described above. Then, cells
were collected for lipid extraction following Gesta et al protocol [36] with minor modifications:
after cell lysis with 0.1% SDS, 1/2/0.12 (v/v/v) methanol/chloroform/0.5M KCl solution was
added, the two phases were separated by centrifugation and the upper phase was dried with N..
Finally, lipids were resuspended in 100% isopropanol.

Measurement of nonesterified fatty acids

Nonesterified fatty acids (NEFAs) were measured in rBA lipid extracts by NEFA-HR detection
kit (Wako Diagnostics) according to the manufacturer’s instructions. NEFA levels were nor-
malized against protein content.

Seahorse bioanalyzer

The Seahorse XF24 (Seahorse Bioscience, www.seahorsebio.com) was used to measure oxygen
consumption rate (OCR) in mature brown adipocytes. For a typical bioenergetic profile we
used oligomycin to block ATP synthase; the uncoupler carbonyl cyanide-4-(trifluoromethoxy)
phenylhydrazone (FCCP) to measure maximal respiratory capacity; followed by rotenone, the
complex 1 inhibitor, and antimycin-A to leave only non-mitochondrial activity to be measured
(all from Sigma-Aldrich). Cells were differentiated in customized Seahorse 24-well plates and
infected as described above. Before the measurement, cells were incubated for 1 hour with XF
Assay Medium (Seahorse Bioscience) plus 5 mM glucose. During the assay, we injected the fol-
lowing at the final concentrations shown: 0.2 uM oligomycin, 0.2 pM FCCP, 1 uM rotenone,
and 1 pM antimycin-A. OCR was calculated by plotting the O, tension of media as a function
of time (pmol/min), and data were normalized by the protein concentration measured in each
individual well. The results were quantified as the average of 8-10 wells +/- SEM per time
point in at least three independent experiments.

Fatty acid (FA) treatment

Sodium palmitate was conjugated with free BSA in a 5:1 ratio to yield a stock solution of 2.5
mM [27]. Cells were incubated with 0.3 mM or 1 mM of this solution or only BSA (basal con-
trol) for 24 hours.

Triglycerides measurement

Triglycerides (TG) were quantified in rBA lipid extracts using TG Triglyceride kit (Sigma),
according to the manufacturer's instructions. Protein concentrations were used to normalize
sample values.

Statistical analysis

Data are expressed as the mean + SEM. Control and experimental groups were compared
using Student's ¢-test (column analysis) or two-way ANOVA (grouped analysis). P<0.05 was
considered statistically significant. All figures and statistical analyses were generated using
GraphPad Prism 6 software.

PLOS ONE | DOI:10.1371/journal.pone.0159399 July 20, 2016 5/17


http://www.seahorsebio.com

@’PLOS ‘ ONE

CPT1 in Brown Adipocytes

Results
Characterization of rBA differentiation stage

A time-course study was performed to assess the differentiation stage of rBA. Differentiation
was evaluated by Oil Red O staining, mRNA expression of BAT differentiation markers, and
protein levels of UCP1. Oil Red O staining showed an increase in neutral lipid accumulation,
starting at day 6 of differentiation (Fig 1A and 1B). The mRNA levels of the brown adipocyte
differentiation markers CIDEA, PGCla, PRDM16 and Zicl increased at day 3, and peaked at
day 6 of differentiation (Fig 1C). The mRNA levels of the beige adipocyte marker CD137 were
unchanged (Fig 1C), which indicates that rBA did not show a beige phenotype. The proteins
levels of the classical BAT marker, UCP1, were maximal at day 6 of differentiation (Fig 1D).
Therefore, day 6, when cells were completely differentiated and had reached maturity, was cho-
sen to perform the expression of CPT1AM.

In addition, we analyzed the mRNA expression pattern of CPT1 isoforms during differenti-
ation (Fig LE). As expected, CPT1B (the isoform most expressed in BAT), showed higher
mRNA changes than the other two isoforms starting at day 3 of differentiation. CPT1A was
also increased at day 3 and 6 of differentiation compared to day 0, but to a lesser extent than
CPT1B. At day six of differentiation, the three isoforms were significantly increased compared
to undifferentiated rBA (day 0).

Enhanced FAO in CPT1AM-expressing rBA

Fully differentiated and mature rBA (day 6) were infected with adenoviruses carrying the
CPT1AM gene or GFP as a control. The efficiency of the infection was evaluated in rBA trans-
duced with AdGFP (Fig 2A upper panel; 52.8% infected cells). CPT1A mRNA and protein lev-
els were 9.82- and 3.52-fold higher, respectively, in CPT1AM-expressing rBA than in GFP
control cells (Fig 2A lower panel and Fig 2B). The mRNA expression levels of the other CPT1
isoforms (CPT1B and CPT1C) were unaltered in CPT1AM-expressing rBA (S1A Fig and S1
Table). In turn, the FAO rate was 3.42-fold higher in CPT1AM-expressing rBA (Fig 2C). To
evaluate whether the increase in FAO was related to an increase in mitochondrial content, we
measured the expression of Tim 44 (translocase of mitochondrial inner membrane 44, a mito-
chondrial content marker), PGClaa. (a mitochondrial biogenesis marker) and Mfn2 (target
gene of PGCla). No changes were seen in any of these markers, which indicate that CPTIAM
expression did not affect mitochondrial content or mitochondrial biogenesis (Fig 2D-2F).
Interestingly, the mRNA expression of the mitochondrial electron transport respiratory chain
(ETC) complexes such as mitochondrial NADH dehydrogenase 1 (Mt-Nd1, complex I), cyto-
chrome b (Mt-Cyb, complex III), cytochrome C oxidase I (Mt-Col, complex IV component),
and ATP synthase 6 (Mt-ATP6, complex V), were increased in CPT1AM-expressing rBA

(Fig 2G).

CPT1AM expression increases lipolysis and UCP1 protein levels

The effects of increased FAO on lipolysis and UCP1 protein levels were measured as markers
of activation of thermogenesis. We measured intracellular nonesterified fatty acids (NEFAs)
and glycerol release, which are two major products of lipolysis, a conventional method to
quantify thermogenesis. NEFAs and glycerol levels were increased in CPT1AM-expressing
rBA, indicating that CPT1AM expression stimulates lipolysis (Fig 3A and 3B). CPT1AM-
expressing cells showed a 1.6-fold increase in UCP1 protein levels compared to GFP-infected
cells (Fig 3C).
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Fig 1. Assessment of rBA differentiation. (A) Oil Red O staining of rBA at different days of differentiation. (B) Quantification
of the Oil Red O staining images. (C) Relative mRNA expression of brown (CIDEA, PGC1a, PRDM16, and Zic1) or beige
adipocyte markers (CD137). (D) UCP1 protein expression. € Relative mRNA expression of the three CPT1 isoforms during
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doi:10.1371/journal.pone.0159399.g001

PLOS ONE | DOI:10.1371/journal.pone.0159399 July 20, 2016 7/17



@. PLOS ‘ ONE CPT1 in Brown Adipocytes

A AdGFP-infected rBA B
GFP CPT1AM  GFP CPT1AM

CPT1A -— W | 88 KDa

B-actin | «— S | 42 KDa

CPT1A mRNA fold change
) » =) o
*
CPT1A protein fold change

GFP CPT1AM GFP CPT1AM
C D GFP CPT1AM
TIM44 | w - — 44 KDa
__ 15 . —
£ .
g B-actin —T T VRO
Q2 10
Eg o 157
55 g
o2 [v]
= 1; 05 5 |
g E 1.04
- c
0.0 g
GFP CPT1AM S 054
<
T
£
N 0.0
GFP
E 2.5 F 2.0
- )
3 2.0 g
3 sl i —
(=] =
5 (=]
< ~ 1.01
g 1.0 l E:
- £
§ 0.54 5 054
s
a
0.0 0.0
GFP GFP CPT1AM
25+ Il CPT1AM
*
20+
*
?
g 15
«Q
B
©
s 1.0
<
=z
% 054
0.0
Mt-Nd1 Mt-CyB Mt-Co1 Mt-Co2 Mt-Atp6
Complex | Complex Il Complex IV Complex V

Fig 2. Enhanced FAO in CPT1AM-expressing rBA. (A) (upper panel) AdGFP-infected rBA 48h after infection.
A (lower panel): Relative CPT1A mRNA expression in AAGFP- or AdCPT1AM-infected rBA. (B) Whole cell
lysates from GFP- and CPT1AM-expressing rBA were subjected to immunoblot analysis with a specific antibody
against CPT1A and b-actin. (C) Total FAO rate represented as the sum of acid soluble products plus CO,
oxidation. (D) Whole cell lysates from GFP- and CPT1AM-expressing rBA were subjected to immunoblot

PLOS ONE | DOI:10.1371/journal.pone.0159399 July 20, 2016 8/17



@. PLOS ‘ ONE CPT1 in Brown Adipocytes

analysis with a specific antibody against Tim 44 and b-actin. (E-F) Relative PGC1a and Mfn2 mRNA expression
in AAGFP- or AdCPT1AM-infected rBA. (G) Relative mRNA expression of the mitochondrial ETC complexes.

Shown representative experiment out of 3, n = 3—4. *P < 0.05.

doi:10.1371/journal.pone.0159399.g002

A B .
*k -
e 10
~ € g
S 2.0 3 8
< o
3 1.5 % 6 l
8 —— s
£ 1.0 = 4
- <
@
S 0.5- Wb 2
0] 4
0.0 0
GFP CPT1AM GFP CPT1AM
2.0~

N
3
1

o
)
1

UCP1 protein fold change
o
L

GFP CPT1AM
Pacin| . cmmm———

o
<)

GFP CPT1AM
31 3 -NE
El +NE
S
<,
(]
2]
@
o
2
o 14
s
=
o
0

Basal Etomoxir

31kDa

42 kDa

Fig 3. Enhanced lipolysis and UCP1 protein levels in CPT1AM-expressing rBA. (A, B) Lipolysis measured as

glycerol release and intracellular NEFAs concentration in GFP- and CPT1AM-expressing rBA. (C) CPT1AM

expression increases UCP1 protein levels. (D) Glycerol release in rBA incubated for 6 hours with or without 5 pM
norepinephrine (NE) and 180 uM etomoxir. Shown representative experiment out of 3, n = 3—4. *P < 0.05, **P < 0.01.

doi:10.1371/journal.pone.0159399.g003

PLOS ONE | DOI:10.1371/journal.pone.0159399 July 20, 2016

9/17



@’PLOS ‘ ONE

CPT1 in Brown Adipocytes

To further examine the role of FAO in rBA thermogenesis, rBA were stimulated with nor-
epinephrine (NE) and incubated with or without etomoxir, an irreversible CPT1-specific inhib-
itor. Glycerol release was measured after 6 hours of treatment. The NE-induced increase in
lipolysis was blunted in etomoxir-treated rBA (Fig 3E).

Increased mitochondrial respiration in CPT1AM-expressing rBA

The CPT1AM-induced increase in FAO, UCP1 protein levels and lipolysis prompted us to
evaluate potential changes in rBA energetics. Bioenergetic studies were performed using a
XF24 Extracellular Flux Analyzer (Seahorse Biosciences) to measure the mitochondrial activity.
First, basal respiration was measured, followed by exposure to oligomycin, an inhibitor of ATP
synthase, which allowed the measurement of ATP synthesis-coupled respiration and H" leak.
Then, the uncoupler carbonyl cyanide 4-(trifluoromethoxy) phenylhydrazone [FCCP] was
added to measure the maximal respiratory capacity, followed by the Complex I inhibitor rote-
none and complex III inhibitor antimycin A, which left only non-mitochondrial respiration to
be measured (Fig 4A). Interestingly, the bioenergetic profile of CPT1AM-expressing rBA
revealed significant increases in overall mitochondrial respiration (Fig 4A-4F). CPT1AM-
expressing rBA showed higher basal respiration (Fig 4B), H" leak (Fig 4C), maximal respiratory
capacity (Fig 4D), ATP synthesis-coupled respiration (Fig 4E), and reserve capacity (Fig 4F)
than GFP control cells.

CPT1AM expression reduces palmitate-induced derangements

The palmitate-induced increase in triglyceride (TG) accumulation was blunted in CPT1AM-
expressing rBA (Fig 5A). The mRNA levels of the obesity (FABP4) and inflammatory (TNFa)
markers were increased after palmitate treatment. However, CPT1AM-expressing rBA were
protected from a palmitate-induced increase in FABP4 and TNFa (Fig 5B and 5C). The mRNA
levels of the ER stress markers CHOP and EDEM were decreased in CPT1AM-expressing rBA
compared to GFP-control cells (S1B Fig and S1 Table).

Discussion

Obesity and associated diseases such as diabetes have become a worldwide health threat. Dysli-
pidemia is a common characteristic shared by these metabolic disorders, and the lipid-central
point of view has become popular in recent years. The finding that humans have active brown
fat has raised high expectations for the treatment of obesity-induced diseases, since brown fat
can dissipate caloric energy and reduce both obesity and diabetes in experimental animals [8-
12,37-40]. In fact, after short-term cold exposure, brown fat is the main lipid clearance organ
[16]. Thus, recent years have seen increasing interest in the regulation of BAT thermogenesis.
Most of the strategies have been focused on the role of UCP1 and attempts to enhance heat
production, although other authors argue that additional genes may cooperate in the thermo-
genic function [41].

The finding that BAT is the tissue with the highest FAO rate [42] and that the activity of the
FAO rate-limiting enzyme, CPT1, is decreased in BAT of diabetic rats [32] led us to hypothe-
size that BAT thermogenic power could be enhanced by increasing its FAO. Thus, we overex-
pressed the constitutively active mutant form, CPT1AM, in rBA.

The assessment of rBA differentiation by Oil Red O staining, UCP1 protein levels and
mRNA expression of several BAT differentiation markers showed that the rBA were fully dif-
ferentiated and mature at day 6. Thus, day 6 was chosen for further experiments. The expres-
sion pattern of the three CPT1 isoforms (CPT1A, CPT1B and CPT1C) indicated that all were
significantly increased during differentiation, especially CPT1B. Although further studies will
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Fig 5. CPT1AM expression is able to reduce lipid-induced derangements. (A) TG content in GFP- or
CPT1AM-expressing rBA treated with BSA (basal) or 1 mM palmitate (PA) for 24 hours. (B-C) Relative mRNA
expression of FABP4 and TNFa in GFP- or CPT1AM-expressing rBA incubated with 1 mM (FABP4) or 0.3
mM (TNFa) PA. Shown representative experiment out of 3, n = 3—4. *P < 0.05, **P < 0.01.

doi:10.1371/journal.pone.0159399.9005
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be necessary to identify the specific function of each isoform in BAT, these results implicate all
three isoforms in the differentiation of brown adipocytes.

Despite BAT being the tissue with the highest FAO rate [42], here we were able to further
increase FAO in rBA by the expression of CPT1AM. This was achieved without changes in
mitochondrial content or biogenesis. CPT1AM-expressing cells had higher lipolysis and UCP1
protein expression, usually considered as increased thermogenesis. This indicates that
CPT1AM-mediated increase in FAO could be an alternative pathway for the regulation of ther-
mogenesis. Initially, BAT thermogenesis requires a plentiful supply of FAs as substrates
[43,44]. Therefore, lipolysis is activated during this process, releasing FAs from TG. FAs could
be transported into the mitochondria, be involved in the regulation of UCP1 or directly activate
UCP1, which uncouples oxidative phosphorylation from ATP production, generating heat
[45,46]. Although further experiments will be needed to determine UCP1 regulation during
CPT1AM expression, here we have shown that FAO enhancement not only increases lipolysis
in rBA, but it is also associated with increased UCP1 protein expression, whose levels are rate-
limiting for thermogenesis [47]. Since FA constitute the primary substrate for BAT [48] we
hypothesize that CPT1AM expression increases the provision of BAT FA by: 1) directly intro-
ducing them into the mitochondria and 2) enhancing lipolysis. The liberated FA then activate
and bind to UCP1 in the inner mitochondrial membrane resulting in proton transport, heat
generation, and oxygen consumption [48,49]. Thus, CPT1AM may directly or indirectly trigger
lipid mobilization to provide BAT mitochondria with fuel (FA).

Several studies have demonstrated the importance of FAO in BAT. Ji et al. showed that
CPT1B"" mice developed fatal hypothermia as a result of their inability to perform thermogen-
esis [50]. More recently, a study in adipocyte-specific CPT2 KO mice indicated that FAO is
required for the induction of thermogenic genes in BAT and cold adaptation [29]. In addition,
Chondronikola et al. have shown that humans with higher amounts of BAT have also higher
FAO during cold exposure and that BAT volume is associated with increased lipid metabolism
(whole-body FA turnover and oxidation) and adipose tissue insulin sensitivity [51,52]. Here
we show that etomoxir (a CPT1-specific inhibitor) blocks TG breakdown in NE-stimulated
rBA. These observations indicate that lipolysis supplies substrates for thermogenesis, but when
CPT1 is inhibited, free FAs are not transported into the mitochondria and lipolysis is blunted.
This would support previous observations that CPT1 inhibitors suppress mitochondrial respi-
ration [53], and that FAO plays an important role during thermogenesis. CPT1AM-expressing
rBA displayed increased basal respiration, H" leak, maximal respiratory capacity, and reserve
capacity. The increase in H' leak is consistent with the increase seen in UCP1 protein expres-
sion. CPT1AM-expressing rBA showed increased lipolysis (FA substrate availability) and mito-
chondrial ETC complexes mRNA expression. This could have contributed to the enhanced
maximal respiratory capacity [54]. Reserve capacity is the difference between maximal respira-
tory capacity and basal respiration, and it is a useful qualitative indicator of mitochondrial
energetic status [54,55]. Thus, our data indicate that enhanced FAO in brown adipocytes
potentiates mitochondrial activity.

Finally, we evaluated whether enhanced FAO by CPT1AM expression in the context of obe-
sity would improve lipid-induced derangements. Thus, we decided to mimic an obese pheno-
type in our cellular rBA model. Traditionally, FA incubation has been used to activate
thermogenesis [56]. We tested several palmitate concentrations and different times of incuba-
tion to achieve a lipid-induced increase in TG accumulation and FABP4 and TNFa mRNA
expression, similar to that previously observed in obese and lipodystrophic mice [16,57,58].
Enhanced FAO in rBA reduced TG content and FABP4 and TNFa mRNA levels, thereby pro-
tecting brown adipocytes from obesity and inflammation. These observations highlight
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CPT1AM-mediated activation of FAO in brown adipocytes as a potential strategy to treat obe-
sity-induced diseases.

In summary, we have shown that CPT1AM expression in rBA increases FAO, lipolysis,
UCP1 protein levels and mitochondrial activity. Incubation of rBA with the CPT1-specific
inhibitor, etomoxir, blocks NE-stimulated lipolysis. Furthermore, enhanced FAO restored the
palmitate-induced increase in TG accumulation and the expression levels of obese and inflam-
matory markers. We conclude that enhancing the fat-burning power of brown adipocytes
through CPT1AM expression may protect them from lipid-induced derangements. Thus,
CPT1AM-mediated increase in lipolysis, UCP1 protein expression and mitochondrial activity
in brown adipocytes may lead to a new treatment of obesity and related disorders.

Supporting Information

S1 Fig. mRNA expression levels of CPT1 isoforms and ER stress markers. (A) Relative
mRNA expression of CPT1A, CPT1B and CPT1C in GFP- or CPT1AM-expressing rBA. (B)
Relative mRNA expression of BiP, CHOP and EDEM in GFP- or CPT1AM-expressing rBA
incubated with 1 mM palmitate (PA). See S1 Table for primer design. Shown representative
experiment out of 3, n = 3-4. “P < 0.05, **P < 0.01.
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