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La present Tesi doctoral s’estructura segons la normativa vigent pel que fa al
format de tesi “per compendi de publicacions” establert per la Facultat de
Biologia de la Universitat de Barcelona., i per tant consta de la segiient
estructura:
1. Introduccié general
2. Objectius
3. Resum global i discussi6 general
4. Conclusions
5. Bibliografia
6. Publicacions
1. Role of SIRT3 in the metabolic adaptations to physiological

conditions of altered thermogenic activity: a transcriptomic approach

2. Peroxisome Proliferator-activated Receptor-{gamma} Coactivator-
1{alpha} Controls Transcription of the Sirt3 Gene, an Essential
Component of the Thermogenic Brown Adipocyte Phenotype.

7. Informe del director de Tesi sobre els articles publicats.
8. Index
9. Apéendix

3. Thermogenic activation induces FGF21 expression and release in
brown adipose tissue.
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1. LES SIRTUINES

La proteina SIR2 (silence information regulator 2) de Saccharomyces cerevisiae és
el membre fundador d’'una familia de proteines amb activitat desacetilasa NAD+
depenent i ADP ribosil transferasa anomenades sirtuines.

El gen SIR2 va ser identificat a mitjans dels anys noranta arrel de la seva
implicaci6 en el silenciament de la transcripci6 a llevats. Posteriorment se’l va
relacionar amb el silenciament telomeric i amb el DNA recombinant (rDNA)
(1;2) aixi com amb el repartiment de proteines carbolinades entre la céel-lula
mare i filla a llevat (3). La seva relaci6 amb I’envelliment pero, es va posar de
manifest al estudiar el replicative life span, és a dir , la mesura del nombre de
cops que una cel-lula mare produeix una cel-lula filla abans d’entrar en
senescencia. Es va veure que SIR2 participava en un dels esdeveniments
implicats en I'’envelliment a llevats, la formacié d’un cercle de RNA ribosomic
extracromosomal (ERC) per recombinacié homologa. Sorprenentment, la simple
addici6 d’'una copia extra de SIR2, reduia la formacié de 'ERC al suprimir la
recombinaci6 homologa i produia l'allargament del life span fins un 30 % en
aquests organismes. De manera inversa, la deleci6 de SIRZ produia un
escurcament del life span (4) .

Posteriorment es va veure que, lluny de ser una proteina exclusiva de llevat,
SIR2 era membre d’una familia de proteines present en multitud d’organismes
que comprenien des dels bacteris fins als mamifers. A més, SIR2 conservava el
seu paper en l'envelliment a organismes més complexos com el cuc
Caenorhabditis elegans o la mosca Drosophila. Al augmentar-ne la dosi genica
s’aconseguia allargar el life span també en aquests organismes més complexos

(5).

El descobriment fa una década de l'existéncia de set homolegs de SIR2 a
mamifers anomenats de SIRT1 a SIRT7 va plantejar una série de qiiestions.
Estaven implicades les sirtuines en I'envelliment també a mamifers? Degut a la
dependencia del NAD+, jugaven un paper com a sensors de I'estat metabolic de
I'organisme? Estaven implicades en la mediacié dels efectes de la restriccié
calorica sobre I'augment del life span en mamifers? Eren redundants les seves
funcions? Quins eren els seus substrats?

Aviat es va veure que cada sirtuina podia jugar un paper especific donat que,
malgrat presentar una elevada homologia en el seu domini central diferien
substancialment entre elles en els seus dominis carboxi i amino terminal,
presentaven diferents activitats enzimatiques (no totes tenen activitat
desacetilasa) i mostraven diferent localitzacid cel-lular i distribucio6 tissular.
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En la darrera decada s’ha avancat molt en el coneixement de la biologia de les
sirtuines aixi com s’ha aprofundit en l'aclariment de la seva rellevancia
fisiologica.

Restriccio calorica

Diversos estudis han demostrat que una dieta reduida en calories, 'anomenada
restricci6 calorica, és capag¢ d’allargar la vida fins a un 50% a una gran varietat
d’organismes que van des dels llevats als ratolins passant per cucs i algunes
mosques. Entre altres afectes més o menys ben descrits , la restriccio calorica
millora en aquests organismes I’homeostasi de la glucosa. En aquestes
condicions s’ha demostrat una menor secrecié d’insulina i una major sensibilitat
a aquesta en mamifers superiors com ratolins i humans. A més, es creu que la
disminucié de la senyalitzaci6 per insulina té una implicacié en l'envelliment
segons els estudis realitzats en diversos organismes model (6).

SIR2 és capag de vehicular I'efecte de la restriccié calorica sobre I'augment del
life span a llevats. Un restriccié moderada (0,5 % glucosa) augmenta l'activitat
de SIR2 i suprimeix la recombinaci6 del rDNA. Aquest efecte depenent de SIR2
pero, depén de la severitat de la restriccié i del rerefons geneétic. Per exemple,
s’ha vist que una restricci6 calorica més severa (0,05% de glucosa) és capag
d’allargar el life span a llevats de manera independent de SIR2 (7).

Degut a que 'expressié de SIR2 no augmenta durant la restriccié calorica, s’han
proposat diverses explicacions possibles a I'augment de la seva activitat en
aquests condicions. La més acceptada, proposa que en condicions de restriccié
calorica es produeixen canvis en las concentracions dels principals reguladors de
'activitat de SIR2. Per una banda es produeix una disminucié de NADH, que és
un inhibidor de SIR2. L’altra, és 'augment de I'expressié de 'enzim PCN1, que
es tradueix en una disminuci6 de NAM i un augment del NAD+, inhibidors i
activadors de SIR2 respectivament (8).

Les evidéncies de la implicacié de SIR2 en la regulaci6 del life span a organismes
inferiors, van fer augmentar d’interes en les sirtuines i en si aquestes jugaven un
paper en els mecanismes que es desenvolupen durant la restriccié calorica en
mamifers.

Els primers estudis, indicaven que SIRT1, la sirtuina més homologa a SIR2
augmentava la seva expressio en condicions de restriccié calorica en diversos
teixits com el cervell, el ronyd, el fetge, el teixit adip6s blanc i el muscul
esquelétic (9). Posteriorment s’han realitzat multitud d’estudis amb models de
ratolins transgenics o knockout per SIRT1 (SIRT1 -/-), que semblen confirmar
que aquesta sirtuina media multitud dels efectes beneficiosos de la restriccio
calorica sobre l'organisme (10). S’ha vist que SIRT1 és necessaria per induir
almenys una de les respostes que es donen en condicions de restriccio calorica;
I'augment de l'activitat fisica, la qual es creu que es una resposta adaptativa
davant la manca moderada d’aliment (11). En general, els models de ratolins
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transgenics per SIRT1 demostren una millor tolerancia a la glucosa, i nivells
reduits de colesterol, adipoquines diabetogeéniques i d’insulina que els animals
wild-type i sén més resistents a l'esteatosi hepatica. Aquests efectes son
similars als obtinguts al tractar ratolins amb activadors de SIRT1 com el
resveratrol o SRT1720. Per contra els ratolins SIRT1 -/- , presenten una
longevitat reduida i la restricci6 calorica no n’augmenta el life span (12)

Malgrat aixo, cal remarcar que els nombrosos estudis realitzats en animals
modificats geneticament, semblen indicar que tot i que SIRT1 esta relacionada
amb diverses malalties associades amb I’envelliment i amb els efectes positius de

la restricci6 calorica, no és capag¢ d’augmentar per si sola el lifespan a mamifers
(12).

Com veurem més endavant, la restriccié calorica té un efecte sobre I'expressié de
SIRT3, la qual es veu augmentada en aquestes condicions en teixits com el
muscul, el fetge o el teixit adipds marro.

Mecanisme d’accio i regulacio de I'activitat de les sirtuines

La majoria de sirtuines presenten activitat histona desacetilasa NAD+ depenent.
No s’ha pogut demostrar pero activitat desacetilasa ni per a SIRT4 ni per a
SIRT7, tot i que pot ser degut a una elevada especificitat de substrat i que
aquests encara no hagin estat identificats. Aixi mateix, SIRT4, SIRT1 i SIRT6
presenten activitat mono ADP-ribosil transferasa NAD+ dependent, una activitat
enzimatica que ja s’havia descrit en cobB, '’homoleg de SIR2 a bacteris (5).

El mecanisme de reacci6 de desacetilacié de lisines dut a terme per les sirtuines,
és nou i exclusiu fins al moment d’aquesta familia de proteines, motiu per el qual
van ser definides com a Histona desacetilases de tipus III (amb activitat
dependent de NAD+). Les sirtuines realitzen la desacetilacié en residus de lisina
modificats en una reacci6 enzimatica unica que requereix NAD+ en cada reaccio,
a diferéncia de la hidrolisi portada a cap per la resta d’histona desacetilases
conegudes. El mecanisme de reacci6 comporta la transferéncia del grup acil
d’'una amida a un ester, que és desfavorable energéeticament, pero 'hidrolisi del
NAD+ afavoreix globalment la reaccié. Es forma Nicotinamida (NAM) i un peptid
intermediari ADP-Ribosilat que és transformat rapidament a O-acetyl-ADP
ribosa (OAADPR) i el substrat desacetilat, que és alliberat.

La nicotinamida (NAM) alliberada és un potent inhibidor de les sirtuines.
Aquesta inhibici6é es déna de manera no competitiva amb el NAD+ ja que aquesta
entra en una butxaca-C (c-pocket) altament conservada, adjacent al lloc d’'unié al
NAD+ i reacciona amb el peptid intermediari de la reacci6 generant aixi NAD+.
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Figura 1. Mecanisme de reaccié de la desacetilaci6 mediada per les
sirtuines. Les sirtuines catalitzen una reaccié de desacetilacié Unica que
consisteix en dos passos i que consumeix nicotinamida adenina dinucleotid
(NAD+) i allibera nicotinamida (NAM), O-acetil-ADP-ribosa (OAADPR) i el
substrat desacetilat. L’activacié de les sirtuines pot venir facilitada per
I'eliminacié de la NAM i la seva conversiéo a NAD+ pels enzims PCN1 (a llevats i
metazous simples) o NAMPT (mamifers), dos gens regulats per l'estres i la
limitacié de nutrients

D’altra banda, 'OAADPR produit per les sirtuines és un metabolit descrit
recentment i per tant, poc estudiat. Es creu que podria realitzar diverses
funcions actuant com a molécula de senyalitzacié. Microinjeccions d” OAADPR
produeixen un retard en la maduraci6 dels oocits. S’ha vist que a llevats promou
la uni6 de SIR2 a la cromatina promovent el silenciament génic. A mamifers s’ha
vist que s’uneix i activa el canal de membrana de cations transient receptor
potential melastin-related 2 (Trpm2). A més, s’han descrit diversos enzims
capacgos de degradar 'OAADPR com per exemple '’enzim ARH3 a mamifers, que
hidrolitza I' OAADPR a ADPr i acetat (13). Curiosament com veurem més
endavant SIRT3 juga un paper important en el metabolisme de I'acetat.
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Aixi doncs, els subproductes generats en la reaccié catalitzada per les sirtuines
poden tenir un efecte sobre el metabolisme cel-lular actuant tant sobre les
propies sirtuines com a altres nivells.

Tot i haver estat descrites com a histona desacetilases, com veurem més
endavant, s’han descrit multitud de substrats no histona per a les diverses
sirtuines (5).

Metabolisme del NAD+

Degut a I'alta dependencia del NAD+ per a l'activitat de les sirtuines, aquestes
probablement es comporten com a sensors de les fluctuacions de les
concentracions d’aquest metabolit, i per tant, de I'estat metabolic de la cel-lula.
Estudis recents demostren que el pool de NAD+ a la cel-lula augmenta en
condicions de dejuni perllongat i de restricci6 calorica . Aquesta acumulaci6 de
NAD+ podria donar lloc a I’'activacié de les sirtuines en aquestes condicions (14).

Degut a la importancia del NAD+ en el metabolisme de les sirtuines i altres
reaccions enzimatiques, les rutes biosintetiques que el produeixen han estat
objecte d’estudi en els darrers anys. A llevats, cucs i mosques, la NAM és
reconvertida a NAD+ a través de quatre reaccions, la primera de les quals és
catalitzada per I'’enzim PCN1, el qual es sobrexpressa en condicions de restriccid
calorica i en altres situacions d’estres com la calor o la restriccié de nitrogen.
Aixi, través de la disminuci6 de NAM i 'augment del NAD+ i el conseqiient
augment en l'activitat de SIR2, PCN1 promou la superviveéncia cel-lular en
resposta a l'estres.

Els mamifers per la seva banda, reciclen el NAD+ a partir del NAM en dos passos,
el primers dels quals és catalitzat per una NAM ribosil transferasa anomenada
Nampt (també Visfatina o PBEF) formant un mononucleotid de nicotinamida
(NMN) que és finalment convertit a NAD+ per les diverses isoformes de 'enzim
Nmmnat (Nmmnat 1-3). De manera analoga al paper de PCN1 a llevat, s’ha vist
que tant el Nampt com el Nmmnat, regulen 'activitat de SIRT1, I'enzim més
homoleg a SIR2 a mamifers. Igualment de forma analoga a PCN1, el Nampt es
sobrexpressa en resposta a l'estres cel-lular aixi com en condicions de restriccié
de nutrients.

Gairebé el 70% del total del NAD+ cel-lular es pot trobar dins el mitocondri, on
pot ser utilitzat com a cofactor en multitud de reaccions redox aixi com
probablement en les reaccions catalitzades per les sirtuines mitocondrials
(SIRT3-5) que presenten activitat NAD-dependent. Tot i que s’han descrit dos
transportadors mitocondrials de NAD+ ( I'Ndtlp i I'Ndt2p) que poden
transportar-lo des del citosol fins al mitocondri (15), s’ha vist que existeix també
una ruta biosintetica de NAD+ en aquest organul. Tant I’enzim Nampt, com una
isoforma del Nmmnat (Nmmnat 3) es troben presents al mitocondri. S’ha descrit
que el manteniment dels pools intramitocondrials de NAD+ per part del Nampt i
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el Nmnat, és critic per la supervivencia cel-lular en condicions d’estres
genotoxic. Tot i que no s’ha esclarit el mecanisme concret, s’ha vist que les
sirtuines mitocondrials SIRT3 i SIRT4, sén imprescindibles per la supervivencia
cel-lular en aquestes condicions (8) .

Localitzacio subcel-lular de les sirtuines

A mamifers, les diferents sirtuines es troben distribuides per diversos
compartiments cel-lulars.

SIRT1, SIRT6 i SIRT7 es troben predominantment al nucli. Com veurem més
endavant, SIRT1 actua com a repressor de la transcripcié a través de la
desacetilacio d’histones, a més de regular la transcripcié al modificar els nivells
d’acetilacié de diversos factors de transcripcié6 com MyoD, FOXO, p53 i NF-kB.
SIRT6 actua principalment com a desacetilasa de la histona H3K9 (16) i regula la
cromatina telomerica (17) mentre que SIRT7 es localitza al nucleol i actua com a
regulador positiu de la RNA polimerasa [ (18). SIRT2, es troba al citoplasma, on
s’associa als microtubuls i desacetila 'a-tubulina (19). Mentre que les sirtuines
3,4 i 5 resideixen al mitocondri (20).

En alguns casos, la localitzacié de les sirtuines dins la cel-lula pot variar en funcié
del tipus cel-lular, la interacci6 amb altres proteines o l'estat metabolic. La
localitzacié subcel-lular diferencial de les sirtuines, de la mateixa manera que la
d’altres proteines descrites previament depén de senyals de localitzaci6, ja
siguin d'import (SIRT1, SIRT6, SIRT7) o d’export del nucli (SIRT1) o d’'import a
mitocondri (SIRT3-5).

Regulacio de I'expressio i I'activitat de les sirtuines

Ja fa més de deu anys que es va descriure SIRT1 a mamifers a partir de la seva
elevada homologia de seqliencia amb SIR2. Un deécada després, és de llarg la
sirtuina més ben estudiada. Se n’han descrit multitud de funcions i interaccions
amb altres proteines, algunes de les quals s’esmentaran més endavant i que
posen de manifest la seva funci6 en el metabolisme energeétic, la supervivencia
cel-lular i els processos inflamatoris (7).

L’expressio de SIRT1 es veu alterada en diverses situacions fisiologiques com els
ritmes circadians, I'estres cel-lular o la restriccid calorica. L’expressio de SIRT1
esta sotmesa al control de nombrosos factors de transcripcié i microRNAs, entre
els quals es troben p53, FOX03, HIC1:CtBP, E2F1, c-MYC, miR-34 i miR-199.

Es desconeixen en gran mesura els factors que regulen I'expressio de les altres

sirtuines a mamifer, la qual cosa, en el cas de SIRT3, es motiu d’estudi en la
present tesi doctoral.
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Igualment s’ha avang¢at molt en el coneixement de molécules activadores i de
proteines moduladores de l'activitat de SIRT1, i poc es coneix sobre la resta de
les sirtuines de mamifer.

L’activador més estudiat de SIRT1 és el resveratrol, pero en els darrers anys
diversos estudis posen de manifest que no es tracta necessariament d'un
activador directe de SIRT1. L’activaci6 de SIRT1 observada per part del
resveratrol in vivo pot venir donada també perque aquest activa 'AMPK, que al
seu torn augmenta els nivells de NAD+ estimulant d’aquesta manera
indirectament SIRT1. D’altra banda en la darrera decada s’han sintetitzat
centenars de compostos activadors de SIRT1, alguns dels quals s’ha postulat que
son capagos d’augmentar el life span en multitud d’organismes, resultats pero
que han estat discutits per altres laboratoris (12) . Entre els compostos
inhibidors de SIRT1 trobem la splitomicina, el sirtinol o algun dels seus analegs,
capacos d’inhibir també SIR2.

Entre les proteines moduladores de I'activitat de SIRT1 trobem l'activador AROS,
la necdina i DBC1, que s’uneixen a 'extrem N-terminal de la proteina. A més,
SIRT1 por ser regulada post-transcripcionalment per mecanismes de fosforilaci6
i desfosforilacio (7).

Sirtuines i metabolisme

Des del seu descobriment, s’han dedicat molts esforcos en I'estudi del paper de
les sirtuines com a possibles reguladores de diverses vies metaboliques. El
nombre d’evidencies sobre la implicacié d’aquesta familia de proteines en la
regulacié de 'homeostasi energetica no ha fet més que créixer en els darrers
anys. De nou pero, la majoria dels estudis s’han centrat en el paper central de
SIRT1.

Un gran nombre de dades indiquen que SIRT1 actua com a sensor de la
disponibilitat de nutrients i actua sobre proteines implicades en la utilitzacié i
I'emmagatzematge de I’energia en diversos organs i teixits. Per realitzar aquesta
funci6, SIRT1 s’uneix i desacetila multitud de factors de transcripcié per tal
d’activar respostes metaboliques diverses com la secrecié d’insulina, la
gluconeogenesi o I'oxidacié d’acids grassos. De forma general, diversos models
animals, demostren un paper protector de SIRT1 davant patologies associades
amb una ingesta cronica d'una dieta rica en greixos, com la intolerancia a la
glucosa o 'esteatosi hepatica (7) .

Dins dels factors reguladors de la transcripcid, s’ha descrit que PGCla (del qual
en parlarem extensament més endavant) és una diana important de SIRT1 en
multitud de tipus cel-lulars. SIRT1 interacciona amb PGCla i la desacetila,
augmentant-ne la seva activitat. Aquesta activacid té diverses conseqiiéncies en
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funcié del teixit. Al fetge per exemple, la desacetilacié6 de PGCla per part de
SIRT1 activa la inducci6 de gens gluconeogenics i la repressié de gens glucolitics
(21). Al muscul en canvi, a través de PGCla, SIRT1 orquestra i coordina el canvi
de substrat metabolic que consisteix en promoure la utilitzacié6 mitocondrial
d’acids grassos per tal de preservar la glucosa en condicions de dejuni. Aquest
canvi es déna a través de 'augment de la transcripcié tant de gens implicats en
I'oxidacié dels acids grassos a través de PPARa com de gens implicats en la
fosforilacié oxidativa (22;23). Aixi, SIRT1 actua acoblant l'oxidaci6 d’acids
grassos amb la produccié d’energia (24). La accié de SIRT1 sobre PGCla en el
cas del muscul esqueletic és a més doble; a més d’actuar a través de la seva
desacetilacid, també n’activa la transcripcio (25).
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Figura 2. Regulacié del metabolisme per part de SIRT1. L’activitat de SIRT1 es
regula tant a nivell de quantitat de proteina com del seu grau de fosforilacié aixi com
per les concentracions relatives de NAD+ (nicotinamida adenina dinucleotid) i NAM
(nicotinamida) . SIRT1 pot ser activada per AROS (active regulator of SIRT1) e inhibida
per DBC1 (deleted in breast cancer 1). L’activaci6 de SIRT1 promou I'activacio e
inhibicié de diverses vies metaboliques a diferents teixits a través de la seva interaccid
amb multitud de factors de transcripci6 i correguladors
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La implicaciéo de SIRT1 en la biogénesi mitocondrial es déna també a altres
organs com el fetge. Els ratolins SIRT1 -/- presenten una taxa respiratoria i una
producci6 d’especies reactives d’oxigen inferior als ratolins wild-type, aixi com
una major activacié de 'AMP cinasa (AMPK) com a conseqiiéncia d’uns nivells
més baixos d’ATP (10). De fet, SIRT1 i 'AMPK presenten cert solapament de
funcions. Aquesta s’explica en part degut a que '’AMPK, en condicions d’exercici i
manca de nutrients, activa SIRT1 al incrementar la concentracié de NAD+. Al
mateix temps SIRT1 activa els programes de transcripcié dirigits per PGCla al
desacetilar-la (biogenesi mitocondrial, oxidaci6 d’acids grassos), mentre que
I’AMPK també activa PGC1la fosforilant-la (26).

Alhora que modula I'homeostasi de la glucosa al fetge i al muscul esqueletic,
SIRT1 també actua directament sobre la cel-lula beta pancreatica. SIRT1 és un
regulador positiu de la secreci6 d’insulina (27). Aquest efecte es deu a la
supressio de 'expressio d'UCP2 per part de SIRT1, que condueix a un increment
en la relaciéo d’ATP/ADP citosolica (28).

SIRT1 també actua regulant 'homeostasi energetica a nivell del teixit adipds
blanc, un organ clau en el balang energetic degut a la seva capacitat tant per
emmagatzemar greix com per secretar adipoquines com la leptina o
I'adiponectina. SIRT1 s’uneix a PPARY i reprimeix I'expressi6 de gens involucrats
en 'emmagatzematge de greixos. L’augment de I'expressié de SIRT1 en adipdcits
provoca un increment de la lipolisi i una disminuci6 de la lipogénesi (29).
L’'increment de l'activitat de SIRT1, forma part del programa metabolic que
mobilitza els acids grassos durant el dejuni i redueix l'adipositat durant la
restriccié calorica. Aquest efecte evidencia la complexitat, encara poc entesa,
dels efectes de SIRT1, ja que l'adiponectina és un gen fortament regulat per
PPARy i SIRT1 n’activa la transcripci6 genica tot i tenir efectes inhibidors sobre
'activitat de PPARy. A més, dins del teixit adip6s blanc, SIRT1 contribueix a la
produccié d’adiponectina al estimular la interaccié entre FOX01 i C/EBP (30).
Amb la secreci6 d’adiponectina, SIRT1 estaria afavorint la sensibilitat a insulina
a nivell periferic.

A nivell hepatic SIRT1 desacetila i activa el receptor nuclear LXR promovent la
transcripcié de gens implicats en el metabolisme lipidic, com el transportador
ABCA1, implicat en la sintesi de les HDLs, aixi com gens implicats en el flux de
colesterol des dels teixits periferics. També controla la sintesi hepatica de
triglicerids activant gens com SREBP1 (31). Els ratolins SIRT1-/- mostren una
disminucié de la sintesi d’'HDLs, dels triglicerids plasmatics i de la secreci6
d’insulina i sorprenentment una major tolerancia a la glucosa.

Aixi doncs, de manera general es pot concloure que SIRT1 juga un paper molt

rellevant en la regulacié de I'homedstasi energetica actuant a diversos organs
clau en el metabolisme glucidic i lipidic. A més, SIRT1 juga un paper molt
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important en altres processos bioldgics com la inflamacié o el cancer a través de
la regulaci6 de factors com NFxB o p53 (32).

2. SIRT3

Les sirtuines 3, 4 i 5 resideixen al mitocondri, un organul clau en el metabolisme
cel-lular degut al seu paper central en la produccié d’energia en forma d’ATP, la
generacié d’especies reactives d’oxigen i la senyalitzacié durant I'apoptosi. Cada
cop existeixen més evidéncies de la importancia de la disfuncié mitocondrial en
I'envelliment, malalties metaboliques com la diabetis de tipus II, diversos
desordres neourodegeneratius o el cancer (20).

En els darrers anys s’ha posat de manifest que almenys el 20% de proteines
mitocondrials es troben acetilades, i que, dins d’aquestes, s’inclouen proteines
que pertanyen a una gran varietat de rutes metaboliques, com el cicle de Krebs,
la fosforilacié oxidativa, la 3-oxidacio6 dels acids grassos, el cicle de la urea, canals
mitocondrials, aixi com proteines implicades en el metabolisme de carbohidrats
i aminoacids. S’ha vist també que l'estat d’acetilaci6 de moltes d’aquestes
proteines es troba alterat durant la restriccio calorica i el dejuni (33).

Es desconeix el responsable i el lloc on és produeix l'acetilacié de les proteines
mitocondrials. No s’ha descrit fins al moment cap acetiltransferasa mitocondrial,
pero diverses evidencies indiquen que l'acetilacié d’aquestes proteines podria
tenir lloc almenys en part dins el mitocondri. Per exemple, s’ha vist que algunes
proteines codificades pel DNA mitocondrial com la subunitat 8 de I’ATP sintasa
es troben acetilades (33). A més, els motius d’acetilacié6 de les proteines
mitocondrials sén diferents dels de proteines nuclears i citosoliques. Mentre que
a les darreres, 'aminoacid asparagina es troba afavorit a la posicié -1 i la
histidina a la posicié +1 (essent la lisina acetilada la posicié 0), a les proteines
mitocondrials tant la histidina com la tirosina es troben afavorides a la posicié
+1. Aquest fet suggereix un mecanisme d’acetilaci6 diferencial, propi de les
proteines mitocondrials (33). De totes maneres, no es pot descartar que
'acetilacié d’algunes proteines es doni de manera no enzimatica (34;35).

Al contrari que a altres compartiments cel-lulars, no s’ha descrit activitat histona
desacetilasa independent de NAD+ al mitocondri (36) per tant és molt probable
que les sirtuines mitocondrials siguin les desacetilases principals d’aquest
organul. En aquest sentit, s’ha vist que els mitocondris dels ratolins SIRT3 -/-
presenten una hiperacetilacié de proteines generalitzada. A més, la incubacié
d’extractes mitocondrials de ratolins SIRT3 -/- amb una forma recombinant de
SIRT3 és capag de revertir aquest estat d’hiperacetilacid. Per contra, els ratolins
SIRT4 -/- i SIRT5 -/- no mostren un patr6é general d’acetilacié de proteines
mitocondrials alterat, fet que suggereix que SIRT3 podria ser la desacetilasa
principal al mitocondri, i que actuaria sobre un ampli ventall de substrats,
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mentre que SIRT4 i SIRTS5, en cas de tenir activitat desacetilasa in vivo, actuarien
de manera més especifica i restringida (37). De fet, no s’ha descrit activitat
desacetilasa in vitro per a SIRT4 (38) pero si activitat ADP-ribosiltransferasa
NAD+ depenent, una activitat inhibida també per NAM i que també la presenten
SIR2 a llevats i SIRT6 a mamifers (39).

SIRT3 és la sirtuina mitocondrial que presenta més homologia amb SIRT1.
S’expressa de forma ubiqua pero presenta nivells més elevats a teixits
metabolicament més actius com el teixit adipés marré (TAM), muscul, fetge,
ronyd, cor i cervell (36);(40).

Localitzacio de sirt3

SIRT3 es una proteina soluble localitzada a la matriu mitocondrial. La forma
humana de SIRT3 conté una senyal de localitzaci6 al mitocondri al extrem N-
terminal que és proteolitzada per la peptidasa de processament mitocondrial
(MPP) després del seu import al mitocondri. Dos residus d’arginina, ’Arg 99 i
I’Arg 100, son essencials perque aquest tall proteolitic tingui lloc. Aquest
processament de la proteina a més, és necessari perque SIRT3 esdevingui activa
(36).

El cDNA de ratoli de SIRT3 descrit originariament no contenia una seqiiéncia de
direccionalitzaci6 al mitocondri (la denominarem forma curta). Aquesta forma
curta, va ser descrita per Yang i col-laboradors (41) i és la forma utilitzada per
Shi i col-laboradors en els seus estudis de sobrexpressié a teixit adipés marr6
(40) que comentarem extensament més endavant. Aquest cDNA codificava per
una proteina de 257 aminoacids, molt homologa a la forma humana pero molt
meés curta, ja que el seu inici de traduccié corresponia a la metionina 143
d’aquesta. Degut a la manca d’una seqiiencia d’'import al mitocondri i a al fet que
alguns articles qiiestionaven que la sobrexpressié d’aquesta forma curta
presentés una distribucié mitocondrial (42) (43) es va qiiestionar que el cDNA
clonat inicialment correspongués realment a la forma SIRT3 endogena,
majoritaria in vivo.

Recentment, diversos estudis independents han descrit la clonacié d’'un nou
cDNA de ratoli que codifica per una forma més llarga de SIRT3 (42;44;45) . De
fet aquest cDNA, ja va ser descrit també inicialment per Yang i col-laboradors
(41), pero va el van descartar degut a que no la van poder amplificar a partir de
RT-PCR i al considerar que presentava en la seva regié N-terminal una pobre
homologia de seqiiéncia amb la forma humana (41). Aquesta variant d’splicing,
que no conté una sequiéncia de 8 pb al inici de I'ex6 2 present al cDNA de la
forma curta, déna lloc a un canvi de pauta de lectura. Fruit de la seva traduccié
es produeix una proteina més llarga i de mida similar a la forma humana , que
conté dues possibles metionines inicials, la Met 1 i la Met 15. La metionina inicial
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del cDNA clonat inicialment correspon al residu 78 d’aquesta nova forma més
llarga.

En aquest fragment addicional, s’ha caracteritzat una seqiiencia funcional de
localitzacié a mitocondri (45) . De la mateixa manera que la forma humana, la
forma llarga de la proteina de ratoli pateix un tall proteolitic al voltant de
I'aminoacid 38 que és necessari per a la seva activitat desacetilasa. Aixi, la forma
curta de la proteina presenta el mateix pes molecular de la forma endogena, i
presenta una clara distribucié mitocondrial (45).

La mida de la forma curta descrita previament és lleugerament més petita que la
forma endogena present a hepatocits primaris (42), no presenta activitat
desacetilasa i la seva sobrexpressi6 sembla tenir un efecte deleteri en
I'estructura mitocondrial (44). Tot i aixi, sembla que ambdues formes de cDNA,
son presents in vivo de manera que caldra aprofundir en el significat de
'existéncia d’aquesta forma curta de mSIRTS3.

També ha existit certa controversia amb la possibilitat que SIRT3 pogués tenir
una funcié important fora del mitocondri. Alguns estudis suggerien que almenys
una fraccié de la forma humana de SIRT3 podia estar present també al nucli
(46;47);(48). L’estudi més polémic va ser el realitzat per Scher i col-laboradors,
en el qual s’afirmava que la forma humana de SIRT3 era una proteina nuclear
que es translocava al mitocondri en condicions d’estres (47). L’article proposava
que en condicions normals SIRT3 residiria principalment al nucli on podria
actuar a través de la seva activitat histona desacetilasa silenciant alguns gens, i
que en aquestes condicions només una petita fracci6 de la proteina total es
trobaria al mitocondri. També assegurava, en contra del descrit préviament que
la forma llarga (no proteolitzada) de la proteina presentava activitat
desacetilasa. En condicions d’estres cel-lular, aquesta seria processada al propi
nucli i translocada al mitocondri on es produiria un augment dramatic de SIRT3
(47). Diversos autors van rebatre aquestes dades argumentant una possible
contaminaci6 creuada de les diferents fraccions cel-lulars. Realitzant nous
fraccionaments més restringents dos estudis publicats posteriorment afirmaven
que tant la forma endogena humana de SIRT3 com la sobrexpressada de manera
exogena, tal i com s’havia assegurat inicialment, presenten una distribucio
exclusivament mitocondrial (49); (43) .

Funcio de sirt3

En el moment d’inici de la present tesi doctoral practicament només existia un
article sobre el possible rol fisiologic de SIRT3, i era el publicat per Shi i
col-laboradors I'any 2005 sobre el paper de SIRT3 al teixit adipds marr6 (TAM)
(40). Els autors afirmaven que SIRT3 s’expressa abundantment en aquest teixit
de manera diferencial respecte al teixit adipés blanc i que la seva expressio al
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TAM augmenta en condicions de restriccié calorica i en resposta al fred. Per
contra, es troba disminuia en aquest teixit als ratolins obesos. Es descrivia
SIRT3 com una desacetilasa mitocondrial que participa en la regulacié de la
termogenesi al TAM. Al sobrexpressar SIRT3 en adipocits marrons, es produia
un augment de 'expressié de PGC1la (dependent de la fosforilacié de CREB) que
produia al seu torn un augment de I'expressié de gens mitocondrials com UCP1,
les subunitats II i IV de la citocrom c oxidasa o I'ATP sintetasa. Com a
conseqiiencia de l'augment de l'expressi6o d’aquests enzims, es produia un
augment del consum d’oxigen, el desacoblament de la cadena respiratoria, i la
disminucié del potencial de membrana i de la produccié d’espécies reactives
d’oxigen (40).

Aquests resultats obtinguts a través de la sobrexpressié de SIRT3 pero, han estat
posteriorment qliestionats, degut a que el cDNA utilitzat per Shi i col-laboradors
en els estudis de sobreexpressié correspon a la forma curta identificada
inicialment que ja hem esmentat anteriorment, la qual no conté la seqiiéncia de
direccionalitzaci6 al mitocondri ni activitat desacetilasa (44). Aixi, el paper que
juga SIRT3 en la biologia del teixit adip6s marré i la seva rellevancia en la
termogenesi es troba actualment en discussié. Per una banda, I'expressié de
SIRT3 al TAM augmenta en resposta al fred, pero els ratolins SIRT3 -/-
presenten una morfologia mitocondrial normal, nivells d'UCP1 també normals i
presenten una adaptacié normal a una exposicié aguda al fred durant sis hores
(37). La Unica evidencia de la implicaci6 de SIRT3 en la termogenesi del teixit
adip6s marré son els resultats obtinguts per Hirschey i col-laboradors que
mostren que els ratolins SIRT3 -/- presenten una termogenesi deficient en
condicions de dejuni (50). Tot i que aquest efecte pot ser degut en part al paper
de SIRT3 al fetge (al qual es fara referencia més endavant), 'expressi6 de SIRT3
al teixit adip6s marré augmenta durant el dejuni (50), i podria ser important en
'oxidacid de determinats substrats com també veurem més endavant.

Una eina molt eficient per tal de determinar la funci6 d’'un gen concret, son els
ratolins knockout. Els ratolins SIRT3-/-, s6n viables, fertils i no presenten
diferencies metaboliques remarcables respecte als animals wild-type en
condicions bassals (37). Els estudis histologics de fetge, TAM, cor, i muscul
esquelétic realitzats en aquests animals en I’edat adulta, mostren un morfologia
normal tant en condicions normals com en dejuni. Sotmesos a una dieta normal
no presenten tampoc diferéncies en la composicié corporal obtinguda per
analisis de densitometria Ossia. Aixi mateix, quan s6n sotmesos a un dejuni de 24
hores no mostren alteracions en el consum d’oxigen o l'activitat, ni en la
quantitat d'ingesta durant les 6 primeres hores de realimentaci6 (37).

Aquesta aparent normalitat dels parametres fisiologics dels ratolins SIRT3 -/- és
sorprenent, donat que presenten una hiperacetilacié generalitzada de proteines
mitocondrials en condicions bassals a diversos teixits com el fetge, el TAM,
cervell i cor. En els darrers cinc anys, s’han emprat els ratolins SIRT3 -/- per tal
d’identificar aquestes proteines hiperacetilades, candidats potencials de ser
substrat de SIRT3 al mitocondri. Com veurem a continuaci6, aquests estudis han
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donat com a fruit la identificaci6 de multitud d’enzims, I'activitat dels quals esta
regulada per SIRT3.

SIRT3 i la producci6é d’ATP.

Diversos treballs posen de manifest la implicaci6 de SIRT3 en la produccio
d’ATP.

Un estudi realitzat amb ratolins SIRT3 -/- (51) que corroborava la
hiperacetilacié generalitzada de proteines mitocondrials observada
anteriorment (37) mostrava a més que en els animals SIRT3 -/-, els teixits que
normalment presenten uns nivells bassals d’ATP més elevats com sén el cor, el
fetge, el rony6 o el muscul esqueletic (teixits on precisament I'expressié de
SIRT3 és més elevada) existeix una reduccio dels nivells bassals d’ATP de fins un
50% . Aix0 no s’observa en teixits on SIRT3 no s’expressa gaire com al pancrees
(51).

D’aquesta manera, estudis amb fibroblasts embrionaris de ratoli (Mouse
embrionic fibroblasts, MEFS) obtinguts de ratolins SIRT3 -/-, els quals presenten
uns nivells bassals d’ATP reduits, mostren que la reconstituci6 amb la forma
humana de SIRT3, és suficient per restituir aquests nivells d’ATP fins la
normalitat. Aquest efecte de la manca de SIRT3 en els nivells d’ATP, va fer
pensar en la possibilitat que SIRT3 regulés algun component de la cadena
respiratoria. A través d’estudis comparatius d’inmunoprecipitaci6 amb
anticossos contra residus de lisines acetilades, es va veure que diverses
proteines del complex I de la cadena respiratoria es troben hiperacetilades als
mitocondris dels ratolins SIRT3 -/- respecte als wild-type. Aixi mateix, els
mitocondris aillats dels ratolins SIRT3 -/- presenten una reduccié del 20% en
'activitat del complex I, mentre que 1’addicié de proteina recombinant SIRT3 és
capa¢ d’augmentar-ne l'activitat in vitro. S’ha vist que SIRT3 interactua
fisicament i desacetila almenys una subunitat del complex I, la NDUFA9 (51;52).

De manera similar, a més de regular l'activitat del complex I, SIRT3 també
desacetila i activa el complex II de la cadena respiratoria (52). Novament, estudis
amb ratolins SIRT3 -/- demostren una hiperacetilaci6é del complex Il i una menor
activitat d’aquest. SIRT3 concretament és capa¢ de desacetilar i activar la
flavoproteina de la subunitat succinat deshidrogenasa del complex II.

A més de la regulacié directa de l'activitat de la cadena respiratoria, SIRT3
participa també en el flux de substrats, com demostren els exemples seglients i
com veurem també més endavant.

S’ha vist que SIRT3 és capa¢ de desacetilar i activar in vitro la Glutamat

deshidrogenasa (GDH). A més, la GHD es troba hiperacetilada als ratolins SIRT3-
/- 1se sap que 'acetilaci6 quimica de I'enzim en redueix la seva activitat (53) , la
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qual cosa suggereix que SIRT3 podria estar activant-la també in vivo. La GDH és
un enzim situat a la matriu mitocondrial que catalitza la conversi6 de glutamat a
a-cetoglutarat i amoni a fetge, ronyo, cervell i cel-lula beta pancreatica. Aquesta
reaccié genera ATP a la cel-lula pancreatica i hi regula la secrecié d’insulina en
resposta a glucosa i aminoacids. L'enzim GDH esta fortament regulat
alostéricament per tal de mantenir un estricte control sobre la secrecié
d’insulina. Curiosament, la GDH és inhibida per la sirtuina mitocondrial SIRT4,
en aquest cas a través de ’ADP ribosilacié de I'enzim. Els ratolins SIRT4 -/-
presenten hiperinsulinema i una lleugera hipoglucémia. Els illots pancreatics
aillats de ratolins SIRT4 -/- mostren una secrecié d’insulina augmentada en
resposta a glucosa i aminoacids respecte als animals wild-type. Aixi mateix, la
sobrexpressido de SIRT4 reprimeix la secrecié d’insulina (38;54). Aquesta
regulaci6 oposada de la GDH per part de SIRT3 i SIRT4 no és contradictoria, sind
que fa pensar en una regulacié coordinada de I'activitat de I’enzim per part de les
dues sirtuines mitocondrials en funcié de la situacié metabolica. Per exemple,
mentre que l'expressié de SIRT3 augmenta en resposta a la restriccio calorica
(40), I'activitat de SIRT4 disminueix en aquestes condicions (38;54).

Un altre mecanisme pel qual SIRT3 pot regular la sintesi d’ATP és a través de la
regulacio de la cinasa activada per AMPc (AMPK). L’AMPK actua com a sensor de
'estat energetic cel-lular. Un cop activada, activa al seu torn vies cataboliques
com la captacié de glucosa o I'oxidaci6é d’acids grassos per tal de produir ATP,
alhora que inhibeix vies que impliquen despesa d’ATP. L’AMPK s’activa
tipicament per la cinasa reguladora LKB1. S’ha vist que SIRT3 interacciona i
desacetila la LKB1 a cor, la qual cosa activa al seu torn I’AMPK i manté els nivells
d’ATP (55).

A més, SIRT3 estimula la fosforilacié oxidativa de manera indirecta al modular
'activitat de la ciclofilina D (56). La desacetilacio de la ciclofina D per part de
SIRT3 inhibeix la seva activitat i indueix la seva dissociaci6 d’ANT1 (adenine
nucleotide translocator 1), la qual cosa promou la separacié de I'hexoquinasa II
del canal d’anions depenent de voltatge. Tot plegat causa la redistribuci6 de
I’hexoquinasa I del mitocondri al citosol, que al seu torn resulta en un increment
de la fosforilacio6 oxidativa.

SIRT3 i el metabolisme de I'acetat.

El primer substrat mitocondrial desacetilat per SIRT3 en ser identificat va ser
I'enzim mitocondrial Acetil Coa Sintetasa II (AceCS2) en dos estudis paral-lels
publicats I'any 2006 (57;58).

Les Acetil Coa Sintetases (AceCS) lliguen l'acetat al coenzim A per formar Acetil
CoA. A mamifers existeixen dues formes d’aquest enzim; una citosolica (Acetil
Coa Sintetasa 1, AceCS1) i una situada a la matriu mitocondrial (Acetil Coa
Sintetasa 2, AceCS2) (59). L’ AceCS1 proporciona acetil CoA per a la sintesi
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d’acids grassos i colesterol. S’expressa abundantment al fetge i rony6. En canvi
I'isoforma mitocondrial, 'AceCS2, produeix acetil CoA per a l'oxidacié al cicle
dels acids tricarboxilics per produir ATP i CO: (59) i s’expressa majoritariament
a TAM, cor i muscul esqueleétic, teixits on SIRT3 també s’expressa abundantment.
Els nivells d’AceCS2 augmenten en aquests teixits condicions cetogeniques.

L’homoleg de SIR2 a Salmonella enterica regula l'activitat de 1’Acetil Coa
Sintetasa a través de la seva desacetilaci6 permetent-ne el creixement a partir
d’acetat i propionat. De manera similar en mamifers, ’AceCS1 i '’AceCS2 es
troben regulades post-transcripcionalment per SIRT1 i SIRT3 respectivament.
(57;58) . SIRT3 desacetila i activa I'’AceCS2 en la lisina-635 tant in vitro com in
vivo (58).

Tot i que les fonts d’acetat a mamifers son diverses (60), la rellevancia d’aquest
metabolit com a font d’energia tot just comenga a posar-se de manifest. Dins les
diverses fonts d’acetat, trobem 'acetat generat pels bacteris enterics, que pot ser
absorbit al intesti, el produit en processos metabolics endogenes com a producte
de les acetilcolin esterases o les histona desacetilases de tipus 1 i II, aixi com el
produit durant la metabolitzaci6 de I'etanol. Després de la ingesta d’etanol, els
nivells d’acetat en sang augmenten de 20 a 30 cops (61). En condicions de dejuni
perllongat i diabetis, les rutes endogenes en son la font principal de produccié.

L’acetat és sintetitzat al fetge en condicions cetogeniques a partir de la hidrolisi
de I'Acetil CoA per part de 1 ‘Acetil CoA hidrolasa (62) com a producte final de
'oxidacié d’acids grassos al fetge i és utilitzat com font alternativa d’energia a
teixits periferics (62-64) .

La principal evidencia del paper de I'acetat com a font d’energia en condicions
cetogeniques, son els estudis realitzats amb ratolins AceCS2 -/- (65) . La manca
d’aquest enzim impedeix oxidar l'acetat a teixits periféerics. Com a conseqtiéncia,
els ratolins AceCS2 -/- mostren una disminuci6 de la temperatura corporal i
menys tolerancia al exercici en condicions de dejuni. [gualment, presenten una
major mortalitat en aquestes condicions. Aixi mateix, els ratolins AceCS2 -/-
mostren hipotermia i hipoglucemia als ser sotmesos a una dieta baixa en
carbohidrats i elevada en greixos (65).

Aquests resultats indiquen que l'acetat és una font important d’energia en
condicions cetogeniques. Donat que I'expressi6 de SIRT3 augmenta durant la
restriccio calorica (40) i que és la responsable de I'activacié de I'’AceCS2, SIRT3
podria ser clau en l'oxidacié de I'acetat i possiblement també altres substrats en
condicions de manca de nutrients. De fet, els ratolins SIRT3 -/- presenten un
fenotip similar als AceCS2 -/-, ja que presenten intolerancia al fred en condicions
de dejuni (50) .
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SIRT3 i el metabolisme lipidic al fetge.

Diversos estudis publicats en els darrers dos anys indiquen que SIRT3 juga un
paper fonamental en l'oxidacié d’acids grassos al fetge, que es déna sobretot en
condicions d'una dieta rica en greixos i durant el dejuni, degut a la mobilitzacié
de reserves al teixit adipos.

S’ha descrit que 'expressié de SIRT3 augmenta al fetge en resposta al dejuni. En
aquestes condicions, els ratolins SIRT3 -/- presenten un desequilibri en els
intermediaris de l'oxidaci6 dels acids grassos; existeix una major proporcié
d’acilcarnitines de cadena llarga respecte a les de cadena mitjana i curta tant al
fetge com al plasma (50). En aquestes condicions els ratolins SIRT3 -/- mostren
també una major acumulaci6 de triglicerids hepatics. Malgrat aixo, presenten
una lipogenesi i una captacié d’acids grassos per part del fetge normals, a més
d’uns mitocondris morfologicament indistingibles dels animals wild-type.

Els desordres lipidics observats als ratolins SIRT3-/- s6n conseqiiencia d’'una
oxidacié deficient d’acids grassos al fetge, que també es déna, pero en menor
mesura al muscul cardiac, al muscul esqueletic i al teixit adipds marrd. Aquesta
oxidacié deficient és deguda a que I'enzim Long-chain acyl-CoA dehydrogenase
(LCAD), el qual catalitza l'oxidaci6 dels acids grassos de cadena llarga, és
desacetilat i activat per part de SIRT3 (50). A causa de 'oxidaci6 deficient d’acids
grassos , d’acord amb el descrit previament (51) els nivells d’ATP hepatics es
troben disminuits als ratolins SIRT3 -/-, especialment en condicions de dejuni
(50).

Malgrat que els ratolins SIRT3 -/- presenten unes concentracions de glucosa i
d’acids grassos circulants normals en condicions bassals, s’ha vist que presenten
una produccié de cossos cetonics deficient, que pot ser conseqiiéncia, almenys
en part d’aquesta oxidacié d’acids grassos alterada. A més, en condicions de
dejuni, els ratolins SIRT3 -/- presenten intolerancia al fred; mostren una
disminucié de la temperatura corporal i certa hipoglicemia, la qual podria ser
parcialment explicada per una gluconeogenesi deficient degut a la manca d’ATP
al fetge (50).

Un altre estudi independent mostra resultats similars. Al sotmetre ratolins
SIRT3 -/- a un dejuni de 48 hores, s’observa un augment de palmitoilcarnitina al
fetge aixi com de diverses acilcarnitines en sang, fet que indica una -oxidacié
hepatica deficient en aquests animals (66) . A més, mitjancant un array de
peptids mitocondrials acetilats, es descriuen diverses proteines que sén
potencials dianes de desacetilaci6 per part de SIRT3, entre elles alguns enzims
implicats en la 3-oxidacié dels acids grassos com la Short-chain L-3-hydroxyacyl-
coenzyme A dehydrogenase (SCHAD), la short/branched chain acyl-CoA
dehydrogenase (ACADSB) o la very-long-chain acyl-CoA dehydrogenase (VLCAD),
aixi com, precisament, la propia LCAD (50).
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A través d’ experiments de knockdown en cel-lules hepatiques HepG2 amb SIRT3
siRNA, s’ha vist que en absencia de SIRT3 s’observa una disrupcié parcial de la
cadena transportadora d’electrons, que es reflexa en una disminucié del
potencial de membrana i un excés dels nivells bassals d'especies reactives
d’oxigen (67). Al testar la sensibilitat a la lipotoxicitat tant en aquest model com
en el d’hepatocits primaris de ratolins SIRT3 -/-, es veu que en abséncia de
SIRT3 es produeix una major lipotoxicitat, la qual es reflexa en una major
producci6é d’espécies reactives d’oxigen i una major mortalitat cel-lular. La
reconstituci6 amb SIRT3 és capa¢ de disminuir aquests efectes adversos.
Sorprenentment pero, segons aquest estudi els nivells de SIRT3 es troben
reduits al fetge en resposta a una dieta rica en greixos (67).

Un altre estudi mostra que el tractament amb una dieta rica en greixos provoca
un augment de l'acetilacié d’'una gran quantitat de proteines hepatiques. Entre
aquestes 193 proteines hiperacetilades s’han identificat algunes implicades en la
gluconeogenesi, I'oxidacié mitocondrial, el metabolisme de la metionina o el
dany hepatic. En resposta a aquesta dieta rica en greixos, SIRT3 presenta menys
activitat al fetge, fruit poder de la disminuci6 dels nivells de NAD+ que es dona
en aquest teixit en aquestes condicions. Segons aquest estudi i en contrast amb
I'anterior, 'expressié de SIRT3 no es veu alterada en resposta a una dieta rica
en greixos. La diferencia entre els dos articles, pot ser deguda a que en aquest
darrer treball es va sotmetre als ratolins a una dieta més rica en greixos i durant
més temps (16 setmanes enlloc de 12) (68).

En aquest sentit i en consonancia amb el possible paper principal de SIRT3 en la
regulacio6 de 'estat d’acetilacio de diverses proteines mitocondrials en resposta a
la dieta, s’ha vist que els ratolins SIRT3 -/- presenten una hiperacetilacié de
proteines hepatiques més marcada en resposta a la dieta rica en greixos.
Concretament, s’han identificat algunes subunitats dels complexos Il i V de la
cadena respiratoria que mostren un augment de I'estat d’acetilaci6 respecte als
animals control en resposta a la dieta rica en greixos. Aixi mateix els complexos
[I1i IV de la cadena respiratoria presenten una activitat reduida.

Per altra banda, estudis de sobrexpressio i perdua de funci6 de SIRT3 en
hepatocits, demostren que aquesta participa en la regulaci6 del metabolisme
lipidic hepatic a través de '’AMPK (69). De manera consistent amb el estudis
anteriors, s’ha descrit que en absencia de SIRT3 es produeix una acumulacié de
lipids als hepatocits, mentre que la seva sobrexpresid inhibeix la sintesi lipidica.
Aquest efecte de SIRT3 depen de la seva activitat desacetilasa i depén de la
fosforilacié6 de ’AMPK. Com ja hem vist, 'TAMPK actua com a sensor de 'estat
energetic cel-lular i en resposta a la manca d’ATP activa vies cataboliques mentre
que inhibeix vies anaboliques. En aquest context, SIRT3 activa la fosforilacié de
I’AMPK, que al seu torn fosforila i inhibeix I’acetil CoA carboxilasa (ACC), enzim
limitant en la sintesi d’acids grassos. En aquest treball no es descriu el
mecanisme a través del qual SIRT3 promou la fosforilacié de '’ AMPK, pero com
ja hem vist, SIRT3 és capag de desacetilar i activar I' LKB1, cinasa reguladora de
la propia AMPK (55).
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Tots aquests resultats indiquen que SIRT3 juga un paper important en la
metabolitzacio hepatica dels acids grassos mitjancant el control sobre l'activitat
de diverses proteines hepatiques a través de la regulaci6 del seu estat
d’acetilacié. Aquesta regulacié per part de SIRT3 es produeix tant a nivell de
I'oxidacié de l'acid gras propiament dita (50), com de la posterior utilitzaci6 del
poder reductor obtingut per produir ATP a la cadena respiratoria (51;52) idela
inhibici6 de vies cataboliques de sintesi d’acids grassos (69).

SIRT3 i la cetogenesi.

SIRT3 també esta implicada en la regulacié de 'homeostasi energetica durant el
dejuni a nivell de la produccié hepatica de cossos cetonics. Mitjancant novament,
estudis comparatius d’acetilacié entre ratolins SIRT3 -/- i wild-type, s’ha descrit
que la 3-Hidroxi-3 metilglutaril CoA sintasa (HMGCS2), enzim limitant en la
produccié del B-hidroxi butirat, es desacetila en condicions de dejuni, mentre
que en abséncia de SIRT3 es troba hiperacetilat tant en condicions basals com
especialment durant el dejuni. A més, SIRT3 és capac¢ de desacetilar la HMGCS2
in vitro, fet que provoca un canvi conformacional de I'enzim que comporta una
major activitat (70).

Aixi, SIRT3, que augmenta al fetge durant el dejuni i la restriccié calorica (50)
desacetilaria i activaria la HMGCS2 per tal de regular directament la producci6
de cossos cetonics. Com a conseqiiencia, els ratolins SIRT3 -/- presenten una
reduccio significativa dels nivells plasmatics de B-hidroxibutirat en condicions
de dejuni ((70) i resultats obtinguts durant la realitzaci6 de la present tesi
doctoral). Curiosament SIRT1 desacetila i activa la isoforma citosolica de I'’enzim,
I'HMGCS1 (71). Aquest fet, similar amb el que ja hem vist que passa amb les
isoformes citoplasmatica i mitocondrial de I’ACCS (58), posa de manifest la
possible regulaci6 coordinada per part de les diferents isoformes de les sirtuines
de determinades vies metaboliques en determinades condicions.

SIRT3 i el cicle de la urea.

S’ha vist que SIRT3 també participa en un altra via hepatica molt important; el
cicle de la urea, clau en la detoxificaci6 de 'amoni generat en el catabolisme
aminoacidic. Un estudi publicat recentment, descriu que SIRT3 desacetila
I’ornitina transcarbamilasa (OTC), enzim limitant del cicle (66). Aquesta
desacetilacio de 'OTC a lalisina 88 per part de SIRT3 es tradueix en una major
activitat de I'enzim in vitro (66). Com a conseqiiencia, els ratolins SIRT3 - /-
sotmesos a un dejuni durant la nit, presenten uns nivells hepatics més elevats de
diversos metabolits com I'ornitina (substrat de I'OCT), l'aspartat (aminoacid
necessari pel correcte flux del cicle) i 'uridina, aixi com una disminucié d’uracil,
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fet que reflexa una tipica disfuncié del cicle de la urea en aquests animals en
condicions de manca de nutrients (66).

Curiosament, s’ha descrit que SIRTS5, l'altra sirtuina mitocondrial amb activitat
desacetilasa, desacetila i activa un altre enzim del cicle de la urea, la carbamoil
fosfat sintetasa 1 (CPS1) en condicions de dejuni, situaci6é en la qual SIRT5 es
troba també sobrexpresada a fetge (72;73). La CPS1 és un enzim que catalitza el
primer pas del cicle de la urea i la seva activitat és clau per I’eliminaci6 de
I'amoni generat pel metabolisme dels aminoacids. Els ratolins SIRT5 -/-
presenten una CPS1 hiperacetilada i nivells elevats d’amoni en condicions de
dejuni perllongat, mentre que la sobrexpressié hepatica de SIRT5 produeix una
major activitat de la CPS1 (72;73).

Aquest fet posa de manifest la importancia del cicle de la urea en les adaptacions
mediades per les sirtuines en situacions de limitaci6 de substrats energetics i
reforca la idea d'una regulaci6 coordinada de diverses vies metaboliques per
part dels diferents membre de la familia de les sirtuines .

SIRT3 al muscul esqueletic.

SIRT3 s’expressa de forma abundant a muscul esqueletic. La seva expressid és
meés elevada en musculs de contraccié lenta (tipus I) que en musculs de
contraccié6 rapida (tipus II) (74). Les fibres de tipus I o vermelles, també
anomenades de contraccio lenta, presenten una elevada capacitat oxidativa (alta
activitat d’enzims del cicle de Krebs, de la 3-oxidaci6 d’acids grassos i del sistema
oxphos), s6n riques en mitocondris i principalment utilitzen I'oxidaci6 dels acids
grassos, alternativament a la glucosa, per a la produccié d’energia. Son fibres
resistents a la fatiga, propies dels musculs posturals que requereixen una
produccié constant d’ATP, ja que pateixen contraccions llargues en el temps i
amb pocs canvis d’intensitat. En canvi les fibres de tipus II o blanques,
anomenades també de contraccié rapida, presenten un baix contingut en
mitocondris i enzims oxidatius, de manera que el seu metabolisme és
essencialment glucolitic i sén susceptibles a la fatiga. L’expressié de SIRT3
augmenta al muscul esquelétic en resposta al exercici fisic tant en ratolins (74)
com en rates (74;75). Aquest augment de SIRT3 es correlaciona amb un augment
de la fosforilacié6 de CREB i de I'expressio de PGCla . Per contra, I'expressio de
SIRT3, disminueix al muscul esqueletic en humans en relacié amb I'edat com a
conseqiiencia del sedentarisme. Aquest fet és paral-lel a la disminucié de PGCla
i de la capacitat oxidativa i de produccié d’ATP d’ aquests individus i de la
mateixa manera, pot ser revertit amb I'exercici perllongat (76).

De manera similar al descrit préviament al TAM, I'expressié de SIRT3 al muscul
esqueléetic també respon a la dieta. SIRT3 augmenta al muscul en condicions de
restriccio calorica (12 mesos) i de dejuni (24 hores) i contrariament disminueix
després de tres mesos de dieta rica en greixos.
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Els ratolins -/- SIRT3 presenten a més una disminucié de la fosforilacié de
I’AMPK en condicions normals (74).

SIRT3 a cor.

Com hem esmentat , SIRT3 s’expressa abundantment a cor, i juga un paper
protector davant I'hipertrofia, actuant a diferents nivells.

La hipertrofia cardiaca és una resposta de creixement complexa que es dona al
cor, en la qual els cardiomiocits diferenciats pateixen una remodelacio6
estructural, genetica i funcional en resposta a varietat d’estimuls fisiologics i
patologics (77). Degut a que els cardiomioctis de mamifers perden la capacitat
de dividir-se poc després del naixement, la Unica manera que tenen de
compensar l'increment de la demanda de treball és créixer. Aixi, davant
d’estimuls patologics com la hipertensié, malalties isquemiques diverses o la
insuficiéncia valvular, es desenvolupa la hipertrofia, donant lloc a cardiomiocits
meés grans, la formacié de nous sarcomers i la induccié de gens fetals. Aquests
canvis proporcionen al cor un mecanisme de proteccié a curt termini que
disminueix 'estres a la paret ventricular i millorar la funci6é cardiaca. Malgrat
aixo, si 'estimul perdura i la hipertrofia es perllonga, déna lloc a la mort dels
cardiomiocits, fibrosi, dilatacié ventricular i finalment la fallida cardiaca i la mort
sobtada deguda a aritmies. Es per aixd que el coneixement dels mecanismes que
regulen la hipertrofia té molt interes, ja que bloquejant-la es podria millorar la
supervivencia dels pacients.

A nivell molecular la hipertrofia als cardiomiocits es conseqiiencia del resultat
del balang¢ entre estimuls pro-hipertofics i anti-hipertrofics, i els respectius
mecanismes corrent avall que controlen el creixement cel-lular. A nivell cel-lular,
son diversos els mecanismes de senyalitzaci6 descrits que donen lloc al
desenvolupament de la hipertrofia. Entre ells es troba I'estrés oxidatiu.

SIRT3 es sobrexpressa a cor de ratoli en condicions d’hipertrofia induida per
fenilefrina o Ang II (78). La sobrexpressié de SIRT3 bloqueja la hipertrofia tant
in vitro, en cultius primaris de cardiomiocits com in vivo, en animals que
sobrexpresen SIRT3 a cor dirigida per un promotor «MHC (Tg SIRT3). Ambdoés
models, juntament amb el de ratolins SIRT3 -/- demostren que I'efecte protector
de SIRT3 és a través de les vies de MAPK/ERK i PI3K/Akt. Aquestes vies estan
tipicament implicades en la resposta hipertrofica i comparteixen elements
reguladors upstream com Ras. Precisament SIRT3 bloqueja I'activacié de Ras
durant el procés d’hipertrofia (78).

La produccié de ROS és necessaria per a l'activacié de les vies hipertrofiques.
Ras pot activar-se degut a la modificaci6 mediada per ROS (es produeix
modificaci6 del grup Tiol de la Cys 118). SIRT3 bloqueja parcialment la
produccié de ROS en resposta a estimuls pro-hipertrofics a través del control de
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I'expressi6 de gens implicats en la maquinaria antioxidant de la cel-lula.
Concretament, la superoxid dismutasa (MnSOD) i la catalasa es troben
sobrexpressades i presenten una major activitat tant als cardiomiocits infectats
amb adenovirus SIRT3 com al cor dels ratolins Tg SIRT3, mentre que als cors
dels ratolins SIRT3 -/- succeeix el contrari. Es desconeix el mecanisme
mitjancant el qual SIRT3 controla 'expressié d’aquests gens antioxidants pero
podria ser depenent de Foxo3a (78).

Un altre estudi demostra que la hipertrofia esta relacionada amb una baixada
dels nivells intracel-lulars de NAD+ i que la simple addici6 de NAD+ és capag de
mantenir-ne els nivells intracel-lulars i de bloquejar la hipertrofia tant in vivo
com in vitro (55). L’addici6 de NAD+ bloqueja l'activacié de la via de
senyalitzacié pro-hipertrofica d’Aktl i activa la via anti-hipertrofica de LKB1-
AMPK al cor. Aquest efecte protector del NAD+, és depenent de SIRT3 i no de
SIRT1. Com ja hem esmentat SIRT3 desacetila LKB1, cinasa reguladora de
AMPK, que al seu torn evita la disminucié d’ATP i bloqueja la hipertrofia (55).

En un altre estudi més recent (79) Hafner i col-laboradors, emprant ratolins
SIRT3-/- mostren noves evidencies que lliguen SIRT3 amb I'envelliment. Els cors
d’aquests ratolins son més propensos a presentar diverses patologies associades
a I'envelliment, com la hipertrofia cardiaca o la fibrosi, i ser menys resistents al
estres.

La fallida cardiaca és una de les principals causes de la mort relacionada amb
I'envelliment i malgrat que les seves causes no es coneixen amb detall, s’ha vist
que esta relacionada amb una disminucio6 de I'activitat mitocondrial al cor que és
conseqiiencia, almenys en part, d'una progressiva obertura del porus de
transicié6 de permeabilitat mitocondrial (mitochondrial permeability transition
pore, mPTP). Es tracta d'un complex multi-proteic que connecta la matriu
mitocondrial amb el citosol, I'obertura del qual provoca I'alliberament de factors
pro-apoptotics i la depleci6 d’ATP. Aquest fet pot derivar en apoptosi i necrosi
dels cardiomiocits en funci6 de la severitat d’aquesta depleci6 dels nivells d’ATP.
D’aquesta manera, la inhibicié del mPTP podria tenir un gran valor terapeutic.
En aquest sentit, els autors demostren que SIRT3 interactua i desacetila la
ciclofilina D, regulant I'obertura del porus. El lloc desacetilaci6 per part de SIRT3
(la lisina 166) és a més adjacent al lloc d’'unié de la ciclosporina A, droga
inhibidora de la ciclofilina D (79). Malauradament la ciclosporina A inhibeix
també les ciclofilines A i B, critiques per la funcié immune i és precisament per
aixo que una regulacio especifica del mPTP, que no afecti el sistema immune
com la desacetilaci6 especifica per part de SIRT3, podria ser una diana
terapeutica d’elevat interes.

Com hem comentat, la hipertrofia cardiaca sovint esta acompanyada de I'estres
oxidatiu, que causa l'oxidaci6 i la pérdua de funcionalitat de multitud de
proteines mitocondrials, fet que resulta en un cercle viciés, que causa més dany
oxidatiu. De fet, la transicié de la hipertrofia a la fallida cardiaca gairebé sempre
esta acompanyada d’'un increment en l'estres oxidatiu i d'una disfuncio
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mitocondrial, i sovint és dificil determinar quin dels dos processos actua de
manera primaria. SIRT3 actua protegint davant I'hipertrofia cardiaca de manera
meés o menys directa a través dels diferents mecanismes que hem esmentat, pero
com veurem en el segiient apartat, segurament ho fa també protegint davant la
producci6 de ROS.

SIRT3 i ROS.

Diversos estudis publicats en els darrers anys posen de manifest el paper de
SIRT3 en la proteccié davant la produccié de ROS, dos articles en concret, a més,
aporten algunes de les evidéncies més significatives que relacionen l'activitat de
les sirtuines amb els efectes beneficiosos de la restriccié calorica a mamifers.

Com ja hem esmentat anteriorment, la restriccié calorica és capag¢ d’estendre el
life span a multitud d’organismes que van des dels llevats, on es va descobrir
aquest fenomen fins a les mosques o als rosegadors, en els quals és la tnica
intervencid realment efectiva per allargar-ne la vida. Un dels beneficis descrits
de la restriccié calorica en animals superiors és el retard de l'aparici6 de
multitud de malalties relacionades amb I'’envelliment com el cancer, la diabetis,
el Parkinson, o la malaltia d’Alzheimer (80). La teoria dels radicals lliures
d’oxigen mitocondrials proposa que 'envelliment, és resultat, almenys en part,
de 'acumulacié dels danys provocats a lipids, proteines i DNA per 'acumulacio
d’espécies reactives d’oxigen originades a la cadena respiratoria mitocondrial
(81). Existeixen multitud d’evidencies que suggereixen que la restriccié calorica
redueix en part aquestes agressions acumulades a diverses macromolecules de
la cel-lula (80) .

Una de les patologies associades a 'envelliment que presenta un retard en la
seva aparici6 en condicions de restricci6 calorica és la perdua d’audicié
relacionada amb l'edat (age-related hearing loss, AHL). L’AHL es caracteritza per
una perdua progressiva de neurones i cel-lules ciliades de la coclea per apoptosi
a l'oida interna, que provoca al seu torn una progressiva disminuci6 de la
capacitat auditiva. Mitjangant estudis comparatius entre ratolins wild-type i
SIRT3 -/-, un article recentment publicat a Cell, descriu que SIRT3 és necessaria
per mediar l'efecte positiu de la restriccié calorica en la prevenci6 de 'AHL a
ratolins (82). La restricci6 calorica és capag de retardar I'aparicié de I’AHL als
ratolins wild-type, pero és incapag de fer-ho als SIRT3 -/-. L’expressi6 de SIRT3
es troba augmentada a les cel-lules de la coclea en resposta a la restriccid
calorica. De manera significativa, SIRT3 és capa¢ de prevenir de I'acumulacio
d’espeécies reactives d’oxigen en aquestes condicions. Aquest efecte protector és
degut, almenys en part, a que SIRT3 és capac¢ de desacetilar i activar l'isocitrat
deshidrogenasa 2 (IDH2), l'enzim que converteix el NADP+ a NADPH al
mitocondri. Aixi, en condicions de restriccié calorica, SIRT3 estimula I'increment
de NADPH i en conseqiiencia la relacié glutatié reduit / glutatio oxidat (la parella
redox més important) protegint d’aquesta manera la cel-lula davant el dany
oxidatiu (82). Aquest article presenta l'evidéncia més clara publicada fins al
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moment que vincula restriccié calorica i ROS amb sirtuines i envelliment. En
aquest sentit com ja hem vist, SIRT3 desacetila i activa també, la glutamat
deshidrogenasa (GDH), que també produeix NADPH (83;84).

Un estudi similar (85), on també es comparava I'efecte protector de la restriccié
calorica en ratolins wild-type i SIRT3 -/-, demostra que efectivament SIRT3
protegeix la cel-lula de I'estres oxidatiu en aquestes condicions, i que és capag de
fer-ho mitjancant la desacetilacié i activacié de la Superoxid dismutasa 2 (SOD 2)
en dos residus de lisina conservats de la proteina (K53 i K89). En aquest sentit,
un altre estudi més recent descriu un nou lloc de desacetilaci6 i activaci6 de la
SOD2 (K 122) per part de SIRT3 (86). La SOD2 és un dels enzims mitocondrials
meés importants de detoxificacié d’especies reactives d’oxigen i mitjancant la
seva regulacié post-transcripcional, SIRT3 participaria en el control dels nivells
de ROS intracel-lulars en resposta a l'estres.

En aquest sentit Kim i col-laboradors (87) ja havien observat un increment dels
nivells de ROS als MEFS SIRT3 -/- sotmesos a estres genotoxic. Aquests nivells
elevats de ROS, contribuirien parcialment a un fenotip més propens a generar
tumors als MEFS SIRT3 -/-.

Tots aquests estudis lliguen directament i per primera vegada SIRT3 (i les
sirtuines en general) amb la protecci6 en front de I'estres oxidatiu en resposta a
la restriccié calorica a mamifers. A més, el fet que SIRT3 es sobrexpressi en
diversos teixits en condicions de restricci6 calorica (40;66;88) i que multitud de
proteines variin el seu estat d’acetilacié en aquestes condicions de manera SIRT3
depenent (89), suggereix que SIRT3 podria tenir un efecte protector similar
actuant sobre diversos substrats en teixits diferents.
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Figura 3. SIRT3 protegeix davant el dany derivat de la produccié mitocondrial
de ROS. Els ROS es generen majoritariament a partir del complex [ i el complex III.
Els superoxids (02" s6n detoxificats per la manganés superoxid dismutasa (SOD2)
generant peroxid d’hidrogen (H202) que és subseqiientment convertit en aigua per
la glutatié peroxidasa (GPX). La GPX requereix de glutatio reduit (GSH) per a la seva
activitat enzimatica. El glutatié oxidat (GSSH) és reduit per la glutatié reductasa
(GSR) que requereix al seu torn de NADPH, que es genera a partir de NADP+ per la
isocitrat deshidrogenasa (IDH2). Al activar SOD2 i IDH2 i al inhibir la generacié de
ROS per part del complex III i potencialment també el complex I, SIRT3 és un actor
principal en la protecci6é davant el dany oxidatiu a la cel-lula.

SIRT3 i cancer.

Dos articles recents relacionen precisament el rol protector de SIRT3 davant la
producci6 de ROS amb un possible paper antitumoral de la sirtuina mitocondrial.

El primer d’ells demostra que els MEFS obtinguts de ratolins SIRT3 -/-
presenten uns nivells més elevats del radical superoxid induit per l'estres
genotoxic i una major inestabilitat cromosomica. Aixi mateix els extractes de
fetge d’aquests ratolins SIRT3-/- mostren amb I'’envelliment un major dany al
DNA mitocondrial aixi com una menor integritat d’aquest organul respecte als
animals wild-type (87).

Fa prop de 20 anys es va establir que per transformar in vitro cel-lules primaries
immortalitzades calia la cooperaci6é d’ almenys dos oncogens, o de manera més
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extensa, calia I'activacié d’un sol oncogen si s’inactivava o delecionava alhora, un
gen supressor de tumors (90). En aquest sentit, s’ha vist que I'expressié d'un sol
oncogen (Myc o Ras) en MEFS SIRT3 -/- és capag de produir-ne la transformaci6
in vitro. Aquests MEFS SIRT3 -/- transformats presenten una glicolisi
augmentada, caracteristica de les cel-lules tumorals, una disminucié de la
fosforilacié oxidativa i una major producci6 de ROS. Per contra, la sobrexpressié
de l'enzim Superoxid Dismutasa 1 (SOD1) és capa¢ d’evitar aquesta
transformacié amb un sol oncogen i és capag de revertir el fenotip tumoral i la
inestabilitat cromosomica (87). La SOD1 és la isoforma citoplasmatica de la
superoxid dismutasa, enzim clau en la detoxificacié6 de ROS intracel-lulars. Aixi
SIRT3, de manera dependent de la produccié6 de ROS, evitaria aquesta
inestabilitat cromosomica, que és una de les majors causes de la iniciacié
tumoral actuant aixi com a gen supressor de tumors. Com acabem de veure,
SIRT3 activa de la isoforma mitocondrial SOD2, que regula directament la
produccié mitocondrial de ROS (85;86).

En aquest sentit, dos estudis recents relacionen SIRT3 amb cancer, i ambdds
impliquen I’ HIF1-o (Hipoxia inducible factor 1). El primer d’ells demostra que la
sobreexpresié de SIRT3 és suficient per inhibir la tumurogenesi en condicions
d’hipoxia. Aquest efecte es produiria a través de la menor activacié de HIF1-o
(Hipoxia inducible factor 1) en preséncia de SIRT3 degut precisament al seu
paper en la producci6 de ROS (91).

HIF1-o0 és un oncogen que activa directament en la transcripcié6 de gens
implicats en la tumorogenesi i la metastasi i que s’activa en condicions d’hipoxia.
La produccié de ROS en condicions d’hipoxia, inhibeix els enzim encarregats
d’hidroxilar HIF1-a, i per tant aquesta no es degrada, s’estabilitza,
heterodimeritza esdevenint activa i promou la tumorogénesi. Aixi,
I'estabilitzaci6 aberrant de HIF1-o esta associada a diversos tipus de cancers.

En aquest primer treball es demostra mitjancant I'as de short hairpin RNA, que
en abséncia de SIRT3, tant els MEFS com diverses linees tumorals, mostren una
major capacitat proliferativa i una major estabilitat de HIF1-o en condicions
d’hipoxia. Aquest efecte és depenent de la major produccié de ROS en abséncia
de SIRT3. Per contra, la sobrepressio de SIRT3 és capag¢ de disminuir I'estabilitat
de HIF1-o ila tumorogenesi, inclis quan aquesta sobrepressio es produeix
després de la iniciacié tumoral (91).

L’altre estudi, apunta en aquest mateix sentit. Els MEFS dels ratolins SIRT3 - /-
consumeixen més glucosa, tenen nivells més alts d’intermediaris glicolitics,
nivells reduits d’intermediaris del cicle d’acids tricarboxilics i mostren una
hiperactivacié dels gens diana de HIF1-0, de forma consistent amb el
metabolisme cel-lular alterat degut al efecte Warburg en cel-lules cancerigenes
(canvi a metabolisme glicolitic en preséncia d’oxigen). A més, la sobrexpressio6 de
SIRT3 és capag de revertir aquest efecte Warburg en diverses linees cel-lulars de
cancer de mama (92). Finalment, en consonancia amb aquestes dades, s’ha vist
que els ratolins SIRT3 -/- son més propensos a patir cancers de mama ER/PR
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positiusi s’ha observat que alguns tumors a humans com el de pulmoé presenten
nivells reduits de SIRT3 (87).

D’aquesta manera, el paper antitumoral de SIRT3 degut a la protecci6é davant la
producci6 de ROS, podria explicar parcialment els dos tnics estudis que
relacionen les sirtuines amb longevitat a humans. En un d’ells, realitzat en
poblacions del sud d ’Italia, s’ha vist que un polimorfisme al gen huma de SIRT3,
amb activitat d’enhancer, es correlaciona amb una major longevitat (93). De la
mateixa, el locus de SIRT3 presenta diferencies en la freqiiéncia al-1elica que
també es relacionen amb un fenotip més longeu (94).
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3. EL TEIXIT ADIPOS

Gairebé totes les especies d’animals, des de C. elegans fins a Homo sapiens han
trobat al llarg de I’evolucié una manera d’emmagatzemar l'excés d’energia. En la
majoria d’espécies aquest excedent d’energia s’emmagatzema en un teixit que
prové del mesoderm, el teixit adipds, o organ adipds com recentment I'ha
anomenat Cinti (95).

El teixit adipds juga un paper crucial en la regulacié i disfunci6 de I'homedstasi
energetica. L’homedstasi energetica implica un compromis entre l'aport i la
despesa energetica i aquest s’aconsegueix a través de la resposta coordinada
entre el sistema nervids i els teixits adiposos. Situacions com la ingesta, el
manteniment de la temperatura corporal i I'exercici fisic aixi com el rerefons
genetic sén punts clau que determinaran el balang¢ energetic.

Quan aquest balang és positiu, ja sigui per una ingesta excessiva o per una
despesa reduida, el teixit adipds s’atrofia i es produeix un augment de pes en
I'individuo que pot acabar en obesitat. L’obesitat implica un risc elevat per la
salut ja es troba associada a un conjunt d’anomalies metaboliques que es
coneixen com el sindrome metabolic; entre les quals es troben la resisténcia a la
insulina, diverses dislipidemies i malalties cardiovasculars.

S’han identificat tres tipus de teixits adiposos funcionals en mamifers: el teixit
adipo6s blanc (TAB), el teixit adip6s marro6 (TAM) i el teixit adip6s del moll de 1'6s
(96-98). Pel que fa al teixit adipds blanc i marro, tot i presentar tots dos capacitat
per metabolitzar i emmagatzemar lipids, tenen funcions molt diferents. El teixit
adip6s blanc és I'organ on especificament s’emmagatzema I'excés d’energia en
forma de triglicerids després de la ingesta i és capa¢ d’hidrolitzar aquests
triglicerids per alliberar acids grassos i glicerol en situacions de falta de
substrats energetics com el dejuni. A més, el TAB es considera un important
organ endocri.

Per altra banda, el teixit adipés marré emmagatzema triglicérids pero no com a
reserva energetica, siné6 com a combustible per a generar calor mitjangant la
dissipaci6 d’energia. Tant el TAB com el TAM es desenvolupen en llocs concrets i
diferents; les diferents localitzacions del TAB (sent el subcutani i el visceral els
diposits més importants) determinen un conjunt de  caracteristiques
metaboliques i moleculars diferencials (99).

Per contra, el paper dels adipocits medul-lars ha estat poc estudiat i no es coneix
amb profunditat (98). El nombre i mida d’aquests adipocits sembla estar
inversament relacionat amb I'activitat hematopoetica del moll de I'6s. S’ha trobat
un patr6 d’expressié genica similar al del teixit adipos subcutani en humans,
cosa que fa pensar que els adipocits medul-lars podrien compartir algunes
funcions que posseeix aquest teixit (100).
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El teixit adipds blanc

El teixit adip6s blanc és el teixit adipdés majoritari i es troba distribuit en
diversos diposits de gran mida. En mamifers es troba generalment en zones amb
teixit conjuntiu lax, com les capes subcutanies de la dermis, perdo també el
trobem internament envoltant organs com el cor o els ronyons. Els diferents
diposits de TAB presenten diferéncies evidents en els seus patrons metabolics i
d’expressio genica, evidenciant que no es tracta d’un teixit homogeni (101;102).
A més, també es poden trobar cel-lules adiposes a altres organs. Les cel-lules
adiposes madures es caracteritzen per presentar un gran vacuol lipidic que
ocupa gairebé tot el citoplasma (desplacant el nucli en una posicio6 lateral) i pocs
mitocondris amb crestes poc desenvolupades. El teixit adipdés a part d’adipocits
madurs trobem també preadipaocits, fibroblasts, cel-lules endotelials i macrofags,
que poden arribar a constituir el 50% del nombre total de cel-lules del teixit. A
part de la seva funcié com a reservori d’energia funciona com un aillant térmic,
oferint proteccié mecanica i com a organ endocri (103).

A)

Figura 4. Diferéncies morfologiques entre un adipocit blanc (A) i un adipocit
marro (B). N- Nucli, L- Vacuoles lipidiques i M- Mitocondris. Els adipocits blancs
presenten una gran vacuola lipidica que desplaca el nucli a una posicié lateral.
Presenten pocs mitocondris i amb crestes poc desenvolupades. En canvi, els
adipocits marrons sén molt rics en mitocondris i emmagatzemen els lipids en
multiples petites vacuoles distribuides per tot el citosol.
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La diferenciacié adipocitaria
Desenvolupament del teixit adip6s blanc

El teixit adipds blanc es desenvolupa més tard que el marr6. En humans apareix
a la meitat de la gestacié mentre que en ratolins poc després del naixement. Els
adipocits deriven de cel-lules mare mesenquimals multipotents (d’origen
mesodermic) que es converteixen en adipocits madurs. Es descriuen dues fases
en l‘adipogenesi: en primer lloc la determinaci6, que implica I'adquisicié d’unes
caracteristiques de la linia adipocitaria per part d’'una cel-lula mare pluripotent.
La determinacié implica la transformacié d’'una cel-lula a preadipocit i la perdua
de la seva capacitat per diferenciar-se a altres llinatges mesenquimals com
poden ser els miocits, condrocits o osteocits (104). En segon lloc, la diferenciacié
terminal, fase en que el preadipocit (que no pot ser distingit morfologicament
dels seus precursors) adquireix la maquinaria proteica necessaria pel transport i
sintesi de lipids, sensibilitat a la insulina i secrecié d’adipoquines (104).

Els primers esdeveniments moleculars que promouen la determinacié romanen
encara per establir, mentre que les vies transcripcionals més importants en la
diferenciacié terminal estan molt ben descrites. De totes maneres, la complexitat
d’aquests sistemes ha fet inevitable els seu estudi in vitro, amb les limitacions
que aixo comporta. S’han emprat diversos models de cultius cel-lulars, com les
linies cel-lulars preadipocitaries murines com les 3T3-L1 i 3T3-F442A (105;106)
i els cultius primaris de preadipocits aillats de la fracci6 de I'estroma vascular de
teixit adipos dissociat (104). Fins fa poc no hi havia cap linia d’adipocits blancs
humans amb capacitat per diferenciar-se després de diversos cicles de divisid.
L’any 2001 es va descriure que els adipocits aillats de teixit adipds de nens amb
sindrome Simpson-Golabi-Behmel (SGBS), un rar sindrome que comporta un
fenotip d’hipercreixement generalitzat (107), eren capacos de diferenciar-se
després de més de 30 rondes de divisié. Els adipocits derivats d’aquestes
cel-lules tenen una morfologia, funcionalitat i bioquimica identica a adipocits
d’individus sans (108) i han esdevingut una valuosissima eina per a I'estudi del
desenvolupament i metabolisme del teixit adipés blanc huma i han estat
emprades durant la realitzaci6 de la present tesis doctoral.

Cascada d’activacio de la diferenciacio

La diferenciacié in vitro segueix una seqliencia temporal de passos altament
ordenats i caracteritzats. El primer d’ells és 'aturada de la proliferacié; els
preadipocits proliferants surten del cicle cel-lular, generalment per processos
d’inhibici6 per contacte, tot i que esta descrit que el contacte cel-lula-cel-lula no
és un requeriment indispensable (104;109). En models cel-lulars en cultiu pero,
I'aturada de la proliferaci6é s’indueix amb l'addicié de factors adipogenics que
promouen una o dues rondes de divisié cel-lular (expansi6 clonal) abans
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d’iniciar-se els processos d’activacié transcripcional de gens marcadors de
I'adipocit i 'adquisicié del fenotip adip6s.

En aquest punt s’inicia una cascada d’esdeveniments transcripcionals que
inclouen una primera fase de diferenciacié primerenca i una fase més tardana.
La primera fase comporta la induccié de dos factors de transcripcié de la familia
C/EBP (CCAAT/enhancer binding protein): C/EBPf i C/EBPJ. Aquests factors de
transcripci6 so6n alhora els responsables del inici de la segona fase de
diferenciacid, la que comporta l'activaci6 de PPARy (Peroxisome Proliferator
activated Receptor y) i C/EBPq, els gens mestres de la resta del procés de
diferenciacié. Durant la primera fase, els preadipocits d’aspecte fibroblastic
adopten una morfologia més esferica i augmenten els nivells de mRNA de
marcadors adipogénics com la lipoprotein lipasa (LPL) (110;111). L’aparicié de
PPARYy i C/EBPo activa després l'expressi6 de la majoria dels gens que
caracteritzen el fenotip adipocitari com la fatty acid sintase (FAS), la
glicerofosfat deshidrogenasa, I’ acetil-CoA carboxilasa (ACC), el transportador de
glucosa GLUT4 (glucose transporter 4), el receptor d’insulina, la proteina fatty
acid binding protein (aP2/FABP), especifica dels adipocits i algunes adipoquines
com la l'adiponectina, entre altres (112). A través d’aquest procés, van
apareixent al citoplasma gotes lipidiques que van incrementant de volum i
fusionant-se fins a formar una o dues grans gotes lipidiques que ocuparan
gairebé tot el citoplasma.

Cal esmentar que PPARY no només és crucial per I'adipogenesi si no que és
totalment necessari per al manteniment de l'estat diferenciat (113). A més,
PPARYy i C/EBPoa indueixen la seva propia expressi6 i cadascun la de l'altre i
malgrat que PPARY és per si sol capag¢ d’induir I'expressi6 de la majoria dels gens
adipocitaris, C/EBPa és necessari per a conferir a I'adipocit sensibilitat a la
insulina (114).

Altres factors de transcripcid estan implicats en 'adipogenesi, com LXR (Liver X
Receptor), SREBP1c (Sterol Regulatory Element Binding Protein 1) i CREB (cAMP
Response Element Binding Protein).

Senyalitzaci6 extracel-lular en I'adipogénesi

Com ja hem esmentat, el programa adipogénic esta modelat per una activacio
seqiiencial de factors de transcripcid. Aquests factors de transcripcié actuen
regulats per vies de senyalitzaci6 que transdueixen senyals de factors
extracel-lulars que determinaran que els preadipdcits iniciin el procés de
diferenciacié o romanguin quiescents.

La insulina, a través del receptor de IGF1 (insulin-like growth factor 1) dels
preadipocits, actua com a modulador positiu del procés de diferenciacié
adipocitaria. Els glucocorticoides s6n també inductors de 'adipogenesi in vitro.
Aquests, podrien actuar a través del receptor de glucocorticoides (GR,
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glucocorticoide receptor) induint C/EBPS (115). Altres moduladors positius de
I'adipogénesi son el MCSF (macrofag colony stimulting factor)(116), els acids
grassos (117;118), 'AMPc (119) i la prostaglandina PGL2 (prostaglandin
2)(120).

S6n també importants i diversos, els senyals que reprimeixen la diferenciacio.
Entre elles sén de gran importancia les glicoproteines de la familia Wnt.
Mitjancant la uni6 a receptors frizzled inicien cascades de senyalitzaci6 a través
de les quals inhibeixen la diferenciacié dels preadipocits (121). Igual d’'important
és el paper inhibidor de Pref-1 (preadipocyte factor 1), per mecanismes encara
poc coneguts. També s’ha descrit que TGF-B (transforming growth factor 1) és
capag d’estimular la proliferaci6 dels preadipdcits i inhibir I'adipogenesi in vitro
(122), aixi com el paper inhibidor de la diferenciaci6 de les citoquines
inflamatories com TNFa (tumor necrosis ), interleuquines (IL-1, IL-6 IL-10) o
'interfer6-y (123-125). També l'acid retinoic inhibeix la diferenciaci6 in vitro
quan és addicionat al cultiu en les primeres fases de la diferenciaci6 (126); el
qual sembla que actuaria impedint la induccié dels C/EBP que té lloc al principi
del procés de diferenciacio (127).

El teixit adipds blanc com a organ de reserva i mobilitzacié de
lipids

En situacions d’alimentacié els lipids que provenen de la dieta, s6n
majoritariament triglicerids, amb alguns acids grassos lliures, colesterol i altres
esterols. Els lipids entren al torrent sanguini en forma de quilomicrons
principalment via el sistema limfatic. En I'alimentacio6, també, el fetge ajuda a
distribuir els lipids, esterificant els acids grassos a triglicérids i empaquetant-los
en forma de VLDL (very low density lipoprotein) per tal d’exportar-les a la
circulaci6 i que els acids grassos puguin ser captats i emmagatzemats al teixit
adip6s. Els quilomicrons i les VLDL interaccionen amb les lipoproteina lipases
de les cel-lules endotelials que alliberen acids grassos lliures no esterificats
(NEFA). Els acids grassos es transporten dins les cel-lules principalment a través
de dos tipus de transportadors: CD36 i la familia de proteines transportadores
d’acids grassos (fatty acid transport protein, FATP) formada per 6 membres, que
no comparteixen homologia amb CD36. Un cop dins les cel-lules, els acids
grassos son esterificats a acils CoA i els seu desti varia en funcié del tipus
cel-lular. En mamifers i humans propers al seu pes ideal, el primer desti dels acil
CoA d’acids grassos en el teixit adipos és la seva reesterificacio a triglicerids,
mentre que a muscul esqueletic i cardiac és la seva oxidacio per generar ATP
(128).

En el dejuni, el teixit adipds esdevé la font principal d’acids grassos. La caiguda
del ratio insulina-glucag6 i I'increment dels nivells de catecolamines activen la
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lipolisi al teixit adipés amb la conseqlient generaci6 d’acids grassos i glicerol. El
dejuni provoca l'estimulacié de l'oxidacié d’acids grassos i alhora que la
disminucié de la utilitzacié de glucosa, la qual s’ha de minimitzar per tal que
pugui ser utilitzada per teixits que depenen exclusivament de la glucosa com el
cervell. En primer lloc s’inhibeix I'oxidacio de glucosa al fetge, cosa que redueix
el flux dels seus metabolits cap a les vies mitocondrials. Es suprimeix la
lipogenesi i s’estimula I'oxidacié d’acids grassos per desrepressié de la carnitine
palmityl transferase (CPT1) enzim que permet l'entrada dels acids grassos
activats als mitocondris. L'estimulacié de l'oxidaci6 d’acids grassos també
comporta una inhibici6 de I'oxidaci6 de glucosa a través de I'acumulaci6 d’acetil
CoA, NADH i ATP; ja que tots ells inhibeixen la al-lostericament la piruvat
deshidrogenasa (PDH). L’efecte net d’aquests canvis és incrementar la taxa
d’oxidaci6 d’acids grassos i disminuir la de glucosa (128). D’altra banda, durant
el dejuni, es produeix una disminucié de I'expressi6 del transportador de glucosa
GLUT-4 al teixit adipds associat a una certa resisténcia a la insulina (129).

El teixit adip6s blanc com a organ endocri

Tradicionalment s’havia considerat el teixit adipés blanc com un organ
merament destinat a I’emmagatzemat de lipids, podriem dir que
“metabolicament passiu”. El descobriment de la leptina el 1994, va representar
un canvi de paradigma i actualment esta ampliament acceptat que el TAB és un
organ endocri que secreta un nombre important d’hormones i altres factors que
actuen tant a nivell endocri com paracri i/o autocri. Aquestes hormones,
anomenades adipoquines, juguen un paper molt important en el control de la
ingesta, I'homeostasi metabolica i en el desenvolupament d’alteracions
metaboliques relacionades amb la obesitat, particularment la diabetis de tipus 2
i malalties cardiovasculars (130-132).

Leptina. Com ja hem esmentat el descobriment de la leptina i el seu receptor va
transformar la visi6 del teixit adipds i l'obesitat. La leptina és una hormona
proteica i la seva manca o la del seu receptor provoquen una obesitat morbida
tant en ratolins (133;134) com en humans (135). Els nivells de leptina poden
estar afectats per la insulina, I'entrada de glucosa als adipocits i per reguladors
del sistema nervios simpatic (136;137). Actuant a nivell hipotalamic, la leptina
inhibeix la ingesta i activa la despesa energetica i la funcié6 neuroendocrina,
regulant aixi el pes corporal. A més, la leptina té funcions reguladores durant la
pubertat i la reproducci6, la funci6 de la placenta, la resposta immune i la
sensibilitat de muscul i fetge a la insulina (138;139)

Adiponectina. L’adiponectina és una hormona proteica que s’expressa
preferencialment en el TAB subcutani i circula pel torrent sanguini en forma de
varies isoformes multimeriques (140). S’han descrit dos receptors
d’adiponectina, AdipoR1 i R2 (141), que s’expressen principalment en el muscul
i el fetge respectivament. A diferéncia d’altres adipoquines, I'adiponectina es veu
fortament reduida en la obesitat (142), situacions de resistencia a la insulina
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(143) o estats d’inflamaci6 (144), mentre que una pérdua de pes en restableix
els nivells (143). L’administracié d’adiponectina recombinant reverteix la
resistencia a la insulina, incrementant l'oxidaci6 d’acids grassos i el
desacoblament en el muscul esquelétic i suprimint la inflamacié en el propi teixit
adipos.

Acids grassos lliures. Quantitativament, els NEFA representen el producte de
secrecido més important dels adipocits blancs, que també poden secretar altres
derivats lipidics com colesterol, retinol, hormones esteroidees i prostaglandines
(145). Els NEFA provenen de la lipolisi que es produeix en els adipocits. La major
part d’ells circulen pel torrent sanguini units a albiumina. A banda de la seva
funci6 com a substrats energetics també poden actuen com a molécules
senyalitzadores relacionades amb la regulacié de I'expressio genica. El muscul, el
fetge i el propi TAB soén els principals teixits diana d’aquests acids grassos.
Poden estimular la transcripci6 de proteines implicades en el transport i el
metabolisme d’acids grassos (FABP, CPT-1, UCPs) o inhibir la transcripcié
d’altres proteines, com el transportador de glucosa GLUT4, la piruvat cinasa del
fetge, I'acid gras sintasa i la leptina (146). Els acids grassos son capacos de
regular 'expressié genica mitjancant I'activacié dels receptors PPAR.

Citoquines proinflamatories. Al 1993 Hotamisligil i col-laboradors
demostraren que en rates geneticament obeses es detectava un increment de
I'expressi6 de TNFo al teixit adipés (147). TNF-a és una proteina
transmembrana que pateix processos proteolitics donant lloc a la forma activa i
que exerceix la seva funcié sobre dos tipus de receptors (Ii II). Es sintetitzat tant
pels adipocits com per les cel-lules de I'estroma vascular (148). En un principi es
va relacionar amb la caquexia, pero actualment se sap que esta implicat en la
patogenesi de I'obesitat i la resisténcia a la insulina (147;149). Des d’aleshores
s’han descrit una serie de factors proinflamatoris, que estan guanyant
protagonisme des del reconeixement de l'obesitat com un estat inflamatori i el
teixit adip6s com un dels organs patogeénics principals. Entre aquestes citoquines
proinflamatories trobem TGFp, interfer6 v, interleuquines (IL-1, IL-6, IL-10, IL-
8), MCP1(monocyte chemotactic protein 1) i altres factors de la cascada del
complement (metallotioneina, fibrinogen, plasminogen) (150-153). Els nivells
circulants d’aquestes factors incrementen amb l'augment de massa de teixit
adip6s. Molts d’aquests son produits pels adipocits i també per macrofags
activats. També s‘ha descrit que l'increment de la massa adiposa activa dues
cascades tipicament inflamatories, la de la JNK (c-jun NH;-terminal
kinase)(154;155) i la IKK-B (TkappaB kinase 3)(156).

Proteina d’'unié a retinol. La RBP4 (retinol binding protein 4) és el
transportador especific de retinol (vitamina A)(157) i tot i que el seu lloc de
sintesi principal és el fetge, els teixits adiposos també son capacos de sintetitzar-
la i secretar-la en quantitats significatives (20% del produit pel fetge). Tant en
ratolins com humans obesos o amb resisténcia a la insulina (158) I'expressi6 de
GLUT#4 es troba severament reduida en el teixit adip6s pero no en les cel-lules
musculars. Al 2005 Yang i col-laboradors van suggerir que el teixit adipos
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funcionaria com un sensor de glucosa on els adipocits detectarien I'abséncia de
glucosa a través GLUT4 i respondrien secretant RBP4, que és capa¢ d’inhibir la
senyalitzaci6 per insulina en el muscul i activar l'expressi6 d'un enzim
gluconeogenic en el fetge, la PEPCK (phosphoenolpyruvate carboxykinase). Com a
resultat s'incrementarien els nivells de glucosa circulants.

Implicacio del teixit adipds blanc en I'obesitat i la resisténcia a
la insulina

La disfuncié del teixit adipds juga un paper crucial en la patogenesi de la
resistencia a la insulina i la diabetis de tipus 2 relacionades amb I'obesitat. De fet,
'obesitat és el principal factor de risc en el desenvolupament de diabetis de
tipus 2. A més, els nivells d’adipositat es relacionen positivament amb la
resistencia a la insulina (159).

L’obesitat és el resultat d’'un balang positiu entre I'aport i la despesa energetica.
Quan l'aport d’energia excedeix la despesa, I'energia restant s’emmagatzema en
diversos organs. El teixit adip6s, com ja hem esmentat, és el diposit de lipids més
important, i exerceix la seva activitat tamponadora suprimint la sortida de NEFA
cap a la circulacié i incrementant l'aclariment de TAG. En l'obesitat, el teixit
adipo6s esta saturat i la seva capacitat tamponadora es veu reduida, especialment
en l'estat postprandial (160). Com a conseqliéncia, la resta de teixits (com el
muscul esqueletic (161), els illots pancreatics (162) i el fetge (163)) es veuen
exposats a un influx excessiu de TAG i acids grassos, que pot comportar
I'acumulacié ectopica d’aquests lipids quan els teixits no sén capacgos de
metabolitzar-los. Aquesta acumulaci6 ectopica de lipids pot jugar un paper molt
important en el desenvolupament de la resisténcia a la insulina i/o defectes en la
secrecio d’'insulina en individus obesos. A més, un aport excessiu d’acids grassos
al fetge va associat a una produccié més elevada de glucosa (164) i de VLDL
(165) i un aclariment reduit d’insulina (166) que resulten en unes
complicacions associades a la resistencia a la insulina com so6n la intolerancia a la
glucosa, la hiperlipidemia i la hiperinsulinemia (167).

En l'obesitat és freqiient observar un augment de mida dels adipocits que també
s’ha demostrat en individus prediabetics i amb diabetis de tipus 2. Aquest
increment de mida pot ser degut a una fallida en la diferenciaci6 de preadipocits
(168). Aquest adipocits hipertrofics responen bé a la inhibicié de la lipolisi per
insulina, pero semblen ser resistents a la insulina pel que fa a la captacié de
glucosa (expressen menys receptor GLUT4 (169)) cosa que pot provocar efectes
secundaris a nivell sistemic (170).

Per altra banda, també s’ha demostrat que els adipocits hipertrofics presenten
un patrd de secrecio6 alterat. Com ja s’ha dit 'obesitat és un estat d’inflamacié
cronica (171) i sembla que aquesta inflamacié es genera en el teixit adipds
hipertrofic i expandit (172). El teixit adipés d’'individus obesos i resistents a la
insulina es caracteritza per presentar un increment en els nivells d’expressi6 de
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molecules inflamatories (TNF-o (172), IL-6(173), PAI-1 (plasminogen activator
inhibitor 1) (174) mentre que I'adiponectina es troba disminuida (175). D’altra
banda, els macrofags que hi ha al voltant dels adipocits juguen un paper
important en aquest estat inflamatori de I'obesitat. S’ha descrit una infiltracié
progressiva dels teixit adip6s amb macrofags a mida que progressa la malaltia
(176).

Sembla poc probable que els macrofags iniciin la resposta inflamatoria. Existeix
la hipotesi que el desencadenant de la resposta sigui la hipoxia que pateix el
teixit adipds de I'obes. Se sap que el teixit adipés de ratolins obesos és hipoxic
(177). Aquesta hipoxia pot venir donada perque els adipocits arriben a una mida
que excedeix la distancia de difusio de I'oxigen (178) o bé perque no es produeix
suficient angiogenesi per abastar d’oxigen totes les cel-lules del teixit (179).
Diverses dades suggereixen que la hipoxia pot modular, directa o indirectament
(via captacié de macrofags) la secrecié d’adipoquines (180). Per altra banda, la
hipoxia pot provoca la mort d’alguns adipocits i la subseqiient infiltracié de
macrofags per tal de fagocitar-ne les restes cel-lulars (181). També s’ha
demostrat que la hipoxia provoca la inhibici6é de la diferenciacié a través de la
produccié especies reactives de l'oxigen (ROS, reactive oxygen species)(182) i
finalment s’ha relacionat la hipoxia amb l'estres del reticle endoplasmatic
(183;184), que activa la resposta inflamatoria contribuint a la resisténcia a la
insulina (185).

En resum, un increment en la mida dels adipocits aixi com un flux sanguini
inadequat, infiltraci6 de macrofags i inflamacié local en el teixit adipds,
desencadenen alteracions metaboliques i en la secrecié d’adipoquines i una
acumulacié excessiva de greix en teixits no adiposos, els quals poden resultar en
resistencia a la insulina i en darrer lloc donar lloc a diabetis de tipus 2.
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El teixit adipds marro

L’eutérmia o capacitat per mantenir i regular la temperatura corporal és una
funcié basica dels animals superiors. Si la temperatura interna de I'organisme
cau per sota de certs nivells, la superviveéncia esta compromesa. Aixi doncs, és de
vital importancia que existeixin mecanismes ben desenvolupats i controlats de
producci6 de calor. Aquesta, pot donar-se per dos mecanismes diferents. En
ocells i grans mamifers la produccié facultativa de calor es déna per tremolor
(contraccié muscular involuntaria que no comporta treball til). En canvi, tant en
els nounats de mamifers com en els petits mamifers es duu a terme el que es
coneix com a termogenesi no associada a tremolor que es duu a terme al teixit
adip6s marrd (186). Per altra banda, aquest teixit juga també un paper
important en la termogenesi adaptativa induida per la dieta, regulant la despesa
energetica i el pes corporal.

El teixit adip6s marré es localitza en petits mamifers com els rosegadors en
diverses zones de lI'organisme, com la regié interescapular, cervical, axil-lar,
intercostal i al voltant de l'aorta, el timus i els ronyons (187). Aquesta distribucié
permet la transferéncia de calor als organs i vasos sanguinis principals per
contacte o convecci6 (188). La coloracié marronosa del teixit és degut a '’elevada
vascularitzacié d’aquest i a l‘elevat nombre de mitocondris que presenta.
L’activitat termogenica del teixit requereix una elevada taxa de perfusié a través
del sistema vascular, per tal de proporcionar l'oxigen i els substrats necessaris
als mitocondris i per exportar la calor produida (188). Per altra banda, el teixit
adip6s marré també presenta una important innervacié simpatica i sembla que
el grau d’activitat termogéenica esta controlada per tres arees del cervell. L’area
reguladora en I'hipotalem anterior activa el teixit quan la temperatura baixa. De
manera similar, el centre hipotalamic ventromedial (o centre de la sacietat)
activa el teixit en relacié amb la ingesta, mentre que, el centre lateral hipotalamic
(o el centre de la gana) inhibeix el teixit, per exemple, durant el dejuni.

El teixit adip6s marré esta format principalment per adipocits marrons. El
substrat principal d’aquestes cel-lules sén els acids grassos emmagatzemats en
forma de TAG en les nombroses gotes lipidiques disperses pel citoplasma. Com
meés activa és una cel-lula, més pronunciada és la disposicié6 multivacuolar dels
diposits lipidics, cosa que permet una elevada i més facil mobilitzaci6 de les
reserves per a la seva oxidaci6. L’'adipocit marr6 també es caracteritza per
presentar un nombre molt elevat de mitocondris, grans i de morfologia
tipicament allargada i amb un gran nombre de crestes altament desenvolupades,
indicador de la seva elevada activitat. La membrana plasmatica dels adipocits
marrons presenta una elevada densitat de receptors o i B-adrenérgics (189). Els
adipocits marrons, pero, representen el 40% de les cel-lules que hi ha al el teixit
(190). A banda dels adipocits en el teixit adip6s marr6é hi trobem cel-lules
endotelials, fibroblasts, cel-lules perivasculars mesenquimals, preadipocits,
mastocits i cel-lules de Schwan, que conformen I’estroma vascular.
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La capacitat del teixit adipés per a produir calor és deguda a un desacoblament
regulat de la cadena respiratoria i la fosforilacié oxidativa que permet la
dissipacio de 'energia en forma de calor. Un adipocit marré diferenciat expressa
la proteina desacobladora UCP1 en els seus mitocondris, proteina que permetra
el desacoblament amb la subsegiient produccié de calor.

La diferenciacio adipocitaria

Desenvolupament del teixit adipés marré.

El procés d’adipogenesi dels adipocits marrons no esta tant ben caracteritzat
com en 'adipocit blanc. En la majoria d’espécies, el desenvolupament del teixit
adip6s marro6 té lloc durant el periode fetal o just després del naixement. En
rosegadors els adipocits marrons maduren rapidament durant els primers dies
de vida (189). Al llarg de la diferenciacié els adipocits marrons adquireixen la
seva morfologia tipica i la capacitat termogeénica, amb l'expressié de gens
caracteristics del metabolisme lipidic i de la biogenesi i diferenciacid
mitocondrial i 'expressié d’'UCP1, considerat el principal marcador d’aquest
teixit. Els adipocits marrons deriven com els blancs del mesoderm (191) i de
manera similar a com succeeix en els adipocits blancs, durant la diferenciacié
dels adipocits marrons té lloc la induccié de diversos factors de transcripcié
entre els quals trobem membres de la familia PPAR i de les C/EBPs. També
tenen una gran importancia en la diferenciaci6 cap a adipocit marré el
coactivador PGC-1o. (PPARy coactivator 1)(192) i el recentment descobert
PRDM16 (193).

Per a estudiar tots aquests esdeveniments s’han emprat diversos models
cel-lulars. El cultiu primari d’adipocits marrons a partir de precursors de la
fraccié de I'estroma ha estat una aproximacié forg¢a informativa i d'ds comq, tot i
que alguns gens caracteristics del teixit no s’expressen als mateixos nivells en
aquestes cel-lules (com el receptor adrenergic $2)(194). També s’han generat
diverses linies cel-lulars capaces de diferenciar-se in vitro com la linia HIB-1B
(derivada d’'un tumor de TAM induit per I'antigen T)(195). En la present tesi
doctoral s’han utilitzat ambdo6s models per alguns dels experiments in vitro.

Cascada d’activacio de la diferenciacio.

La noradrenalina és un dels factors principals que inicien el procés de
proliferacié i diferenciaci6é dels adipocits marrons (189). Factors de creixement
classics com els FGF (fibroblastic growth factor)(196) i EGF (epidermal growth
factor)(197) també influencien els preadipocits marrons, pero el significat de la
seva rellevancia fisiologica no és gaire clar i semblen estar implicats en el control
ontogenic i 'organitzacié basica del teixit (189). Les cascades de senyalitzacid
dependents d’insulina i IGF1 també indueixen potentment la diferenciaci6 (198).
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Tal i com succeeix a l'adipocit blanc, els factors de transcripcié considerats
responsables del procés de diferenciaci6 de l‘adipocit marré pertanyen
principalment a les families de C/EBP i PPAR. En l'adipocit marré pero, al
contrari que en el teixit adipds blanc C/EBPa s’expressa abans que C/EBPJ i
C/EBPY, tot i que sembla estar implicat en I'adquisicié de les caracteristiques
termogeniques, adipogeniques i mitocondriogeniques del fenotip diferenciat
terminal. També se’l relaciona amb el funcionament general de les vies
dependents d’hormones tiroidals (199).

Pel que fa als PPARs, PPARY presenta un perfil d’expressié paral-lel al de C/EBPa
(200) i podria jugar un paper semblant al que exerceix en el teixit adipds blanc
(201). L’administracié de tiazolidindiones (lligands sintetics de PPARY) promou
la diferenciacié dels preadipocits i indueix un increment del teixit marré
interescapular in vivo (202). Pel que fa a PPARJ, es creu que controla la
proliferacié dels preadipocits (203) i la disminuci6 de la seva expressié podria
induir la de PPARa (204). A diferencia del teixit adipds blanc, I'expressié de
PPARa és elevada i té lloc posteriorment a la de PPARY i PPARSY, coincidint amb
adquisicié del fenotip diferenciat terminal (200). Es probable que PPARa
estigui implicat en I'estimulaci6 de [lactivitat termogenica, donada la
importancia del receptor en la B-oxidacié d’acids grassos. En el teixit adipds
marrd els PPAR indueixen l'expressié d’'UCP1 i UCP3, totes dues, proteines
marcadores de I'adquisici6 del fenotip marré diferenciat.

Nombrosos estudis en cel-lules en cultiu i models de ratolins han posat en
evidencia el paper central de PPARYy en la diferenciacié tant d’adipocits blancs
com de marrons (205-208). Aixi doncs, PPARy no és aparentment el primer
factor en determinar si una cel-lula adiposa assumeix un fenotip adip6s marro.
De fet, ja els preadipocits blancs i marrons semblen estar completament
determinats a un tipus concret en aquest estadi ja que els fibroblasts aillats de
teixit adip6s marré es diferencien a adipocits marrons i els aillats a partir de
teixit adip6s blanc s’acaben diferenciant en adipocits blancs (209;210).

Per altra banda, com ja hem vist el teixit adipés marré té una influencia
important en el balang energetic cosa que ha motivat un fort interes en trobar el
regulador clau de la determinaci6 de I'adipocit marré per intentar transformar
els adipocits blancs en marrons, és a dir, transformar adipocits que
emmagatzemen lipids en adipocits que els oxiden.

Cal destacar PGC1a, coactivador que presenta una expressié molt més elevada al
teixit adip6s marr6 respecte el blanc, i que és capa¢ d’activar el programa
termogenic quan s’expressa ectopicament en adipocits blancs; PGC1a indueix en
aquestes cel-lules I'expressié de proteines com UCP1, desiodasa2 (DI02), de la
cadena respiratoria i enzims que participen en la B-oxidaci6 mitocondrial
(211;212). Com ja veurem més extensament més endavant, PGClo és un
coactivador implicat en multiples processos relacionats amb el metabolisme
energetic cel-lular i la capacitat i funcionament mitocondrial.
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La generacié d’'una linia de preadipdcits a partir de TAM de ratolins deficients en
PGC-1a ha mostrat pero, que la pérdua del cofactor no afecta a la diferenciacio,
pero redueix severament la induccié de gens termogenics per AMPc (213). Aixi,
sembla que PGC-1a és essencial per desenvolupar la resposta termogenica, pero
no per la diferenciacié de 'adipocit marré (213).

A banda de PGC1la s’han identificat altres factors que influencien selectivament
el fenotip adipds marro. El factor de transcripcié6 FOXC2 (forkhead box C2) és
capa¢ d'induir algunes caracteristiques del teixit adip6s marr6 quan s’expressa
en el teixit adipés blanc (214). D’altra banda, FOXC2 no s’expressa exclusivament
al TAM cosa que fa pensar que el seu paper en la interconversié entre els teixits
esta probablement lligada a l'estimulaci6 sobre la senyalitzaci6 adrenergica
quan és sobreexpressat in vivo (215;216).

S’han descrit altres factors, com Rb (retinoblastoma), p107 o RIP140 (receptor
interacting protein 140) que reprimeixen l'expressié del fenotip marré en els
adipocits blancs (217-219).

Més recentment, el grup de Bruce Spiegelman ha identificat PRDM16 (PRD1-BF-
1-RIZ1 homologous domain-containing protein-16 )(193) com un factor clau en
la diferenciacié del teixit adip6s marro.

PRDM16 (o MEL1) és una proteina de 140 kDa que conté 2 dits de zinc i un
domini PR (homoleg a PRD1-BF-1-RIZ1) i va ser clonat per primera vegada per
Mochizuki i col-laboradors, identificat en una disrupcié cromosomica que té lloc
en la leucémia mieloide (220) i anomenat MEL1 degut a la seva semblanga amb
MDS1/Evil (MDS1/Evil-like), amb el qual comparteix un 56% d’homologia
(220).

PRDM16 s’expressa a cor, fetge, ronyo, cervell i de forma diferencial al teixit
adip6s marr6 respecte al teixit adipds blanc. S’expressa en adipocits madurs i la
seva expressido pot incrementar unes 20 vegades amb la diferenciacié. No
s’observa una induccié de I'expressi6 de PRDM16 ni per exposicié al fred ni pel
tractament d’adipdcits marrons en cultiu amb AMPc, la qual cosa suggereix que
pot ser un factor més relacionat amb la determinacié i diferenciaci6 dels
adipocits marrons que amb la resposta termogénica.

L’expressio ectopica de PRDM16 en precursors d’adipocit blanc o mioblasts és
capa¢ d’induir el fenotip marr6 activant 'expressié de gens caracteristics del
TAM com UCP1, PPARaq, DIO2, PGCla i gens dels sistema OXPHOS (oxidative
phosphorilation) i reprimir alguns gens especifics de teixit adipés blanc (com la
resistina i I'adiponectina) i el mascul (myoD, miogenina, o la cadena pesada de la
miosina) . L'efecte repressiu de PRDM16 esta regulat a través de la seva
associacié amb les proteines co-represores C-terminal binding proteins (CtBP1 i
CtBP2).
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Sorprenentment, la perdua total de PRDM16 a cultius primaris d’adipocits
marrons promou una diferenciacié cap a cel-lula muscular. En el mateix sentit,
el teixit adipés marr6 d’embrions de ratolins deficients per PRDM16 mostra a
dia 17 de gestaci6 una morfologia anormal amb una marcada induccié de gens
especifics de muscul aixi com una repressio dels gens termogenics. Aquestes
dades suggereixen que PRDM16 és un determinant critic per a la determinacié
del llinatge de precursors del teixit adipés marré durant el desenvolupament
(221).

L’efecte de PRDM16 en la inducci6 del perfil marr6 i la biogenesi mitocondrial té
lloc de manera independent a la unié al DNA, cosa que suggereix que 'accié de
PRDM16 té lloc a través de la interaccié6 amb altres proteines. Estudis recents
indiquen que PRDM16 forma un complex transcripcional amb C/EBPJ, que
s’expressa de forma abundant tant a adipocits marrons com a mioblasts (222).
De fet la depleci6 de C/EBPP impedeix la capacitat de PRDM16 d’induir la
diferenciacié de l'adipocit marré i la combinacié d’aquests dos factors és
suficient per induir un fenotip marr6é en cel-lules no adipogeniques com
fibroblasts embrionaris i fibroblasts de la pell.

MSC
(cél-lues mare mesenquimals)

N\

Precursor adipocit blanc Precursor adipocit marré / muscul
(CD24+ PPARYy +) (Myf 5 +)
PPARy BMP7 Miogenina
C/EBPa PRDM16 Myo D
PGC1a
g, ?
PRDM16 o e
PGC1a o ey
CtBP - 2
RIP140 =
Adipocit blanc Adipocit marré Miocit

Figura 5. PRDM16 determina la especificitat de la identitat del teixit adipds
marrd. Els adipocits marrons i les cél-lules musculars provenen d'un mateix
precursor que expressa Myf5, un gen que era considerat fins fa poc, marcador dels
precursors miogenics, mentre que els adipdcits blancs provindrien d'un llinatge
independent. En els precursors Myf5 +, la proteina BMP7 activa I'expressio de

57



PRDM16, el qual promou la diferenciacié de I'adipdcit marré alhora que inhibeix la
diferenciacié cap a midcit. La coactivacié per part de PRDM16 de C/EBPf indueix
I'expressié de PPARYy i PGCla. La coactivacié de PPARy i PGCla per part de PRDM16
dirigeix completament cap al programa de diferenciaci6 de I'adipocit marré. PRDM16
inhibeix la miogenesi i la diferenciaci6 cap a l'adipocit blanc a través de la seva
associacié amb la familia de corepressors CtBPs.

Aquestes i altres evidencies acumulades al llarg dels darreres anys semblen
indicar que els adipocits marrons que trobem als classics diposits de TAM tenen
un origen més proper als miocits que als adipocits blancs. Per exemple, estudis
de caracteritzaci6 de perfils d’expressio genica indiquen que el TAM de la regio
interescapular i el muscul esqueléetic, a diferéencia dels adipocits blancs,
provenen de cel-lules que expressen Myf5, un gen que fins ara s’havia assumit
que s’expressava exclusivament a precursos de cel-lules musculars (223).

De manera similar cel-lules del dermomiotoma que expressen Engrailed-1 (En1)
son capaces de donar lloc a més de muscul esqueletic i cel-lules de la dermis a
teixit marré interescapular. A més, estudis d’expressié genica global, realitzats
per Cannon i Nedergaard mostren que els precursors d’adipocits marrons
mostren un perfil d’expressi6 molt semblant al de les céel-lules del muscul
esqueléetic, mentre que els precursors de la linea adipocitaria blanca, no. Més
recentment, s’ha vist que el perfil protedomic del TAM esta també més relacionat
amb el muscular que amb el TAB (224) . Sha vist que BMP7 (Bone
morphogenetic protein-7), membre de la superfamilia TGF-$ podria ser clau en la
determinaci6 cap a adipocit marro, induint I'expressi6 de PRDM16 i PGCla a
preadipocits i fibroblasts multipotencials (225).

Es d’'important rellevancia la preséncia d’adipocits marrons dins dels diposits de
teixit adipos blanc a animals adults. Aquests presenten la capacitat d’activar-se
en resposta al fred a través dels receptors -3 i expressen UCP1 de manera
similar als adipocits marrons que trobem als diposits de TAM. Tot plegat fa
pensar que podrien jugar un paper termogenic dins del teixit adip6s blanc.

Aquests adipocits brown-like pero, semblen tenir un origen diferent als
precursors Myf5 esmentats anteriorment (223). No s’ha pogut determinar fins al
moment la procedencia d’aquests adipocits marrons per tal d’esclarir si
provenen d’una linea de preadipdcits comu amb els adipdcits blancs, d’adipocits
blancs totalment diferenciats capagos d’adquirir un fenotip marrd, o d’alguna
linea de cel-lules mare desconeguda.

Segons Cinti (226) els adipocits blancs madurs tindrien la capacitat de
transformar-se en adipocits marrons en resposta a una estimulacié termogenica
a través d’un procés gradual que passaria per un primer estadi de
multivacuolaritzacié dels diposits lipidics seguit d’'un increment d’'UCP1. Malgrat
aixo, la hipotesi de la trans-diferenciacio encara es troba en discussio (227).
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La termogenesi adaptativa

La capacitat termogenica del teixit adipés marré depen de la temperatura
ambiental, I'estadi de desenvolupament i de la ingesta; aquests factors influeixen
tant en la quantitat de proteina desacobladora present a la membrana
mitocondrial com en la seva activitat.

Regulacio de la termogenesi adaptativa.

El principal estimul fisiologic del teixit adipés marr6 és la disminuci6é de la
temperatura ambiental, que s’associa amb un fort increment dels nivells d'UCP1.
Animals amb disrupcié dirigida d’aquest gen, presenten deficiencies en la
termogenesi i son intolerants al fred (228). En una exposicié aguda al fred es
produeix un increment en 'activitat simpatica, una rapida resposta termogenica
en el teixit adipds marr6 i un increment en el flux sanguini cap al teixit. Durant
un estres termic perllongat es produeix un increment de la proliferacio i
diferenciacié dels preadipocits (recruitment), la proliferaci6 dels mitocondris i
un increment en la sintesi de proteines, concretament UCP1, LPL, DIO2Z i enzims
implicats en la lipolisi i la B-oxidacié (229).

Una altra situacio en que s’estimula l'activitat del teixit adip6s marr6 és durant la
ingesta d’aliments, aquesta incrementa 'activitat del sistema nervios simpatic
sobre el teixit adipés marré estimulant I'activitat termogenica del teixit (230).
Aixi, el teixit adipds marré participa en la regulacié del pes corporal (231).
Animals sotmesos durant llargs periodes a dietes hipercaloriques presenten
hipertrofia del teixit amb un elevats nivells de mRNA i proteina d’'UCP1 (232).

Finalment  l'activitat termogenica del TAM també pot estar regulada
positivament per hormones com la leptina (233) i les hormones tiroidals
(234;235) i disminuida per temperatures ambientals elevades, durant el dejuni
(236), dietes hipocaloriques (237) o bé pels glucocorticoides (238).

Regulaciéo per Noradrenalina. En els adipocits marrons la noradrenalina
interactua amb diferents receptors adrenergics associats a diferents vies de
senyalitzacié. El TAM expressa els tres subtipus de receptors B-adrenergics (B1,
B2,1PB3) toti que només els subtipus B1 i B3 participen en la resposta termogénica
sent els receptors els més importants (239). Aquests receptors pertanyen a la
familia de receptors acoblats a proteina G (240). Quan s6n estimulats, es
produeix un increment dels nivells d’AMPc a través de l'accié de l'adenilat
ciclasa. Aquest increment déna lloc a I'activacié de la PKA (protein kinase A) que
es separa de les seves subunitats reguladores. La PKA és capac d’activar la lipasa
sensible a hormones (HSL, hormone sensitive lipase) que incrementa la lipolisi i
promou, per tant, la termogenesi afavorint I'activacié d’ UCP1 (241) a través dels
acids grassos alliberats.
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Al mateix temps es déna una induccié de I'expressiéo d’'UCP1 a través d'una serie
de senyals molt concretes: PKA activa una cascada molt especifica de proteines
quinases (entre elles MKK3, Map Kinase Kinase 3) que culmina en 'activacio de
p38 MAPK (Mitogen Activated Protein Kinase)(242). La p38 fosforila el factor de
transcripcié ATF-2 (activating transcription factor 2) i CREB (cAMP response
element binding protein) que s’'uneixen a elements de resposta en el promotor
d’'UCP1 i PGC1aq, activant la seva transcripcid. La p38 també fosforila PGC1o, que
coactiva a altres factors de transcripcié que s’uneixen al promotor d’'UCP1 com
son els PPAR, RAR (retinoic acid receptor) i TR. D’altra banda, PKA pot fosforilar
directament CREB.

Tots aquests esdeveniments permeten mantenir la resposta termogenica, per
una banda incrementant la mitocondriogenesi depenent de PGCla i un
augmentant els nivells de proteina UCP1 (243;244). El CREB fosforilat activa
I'expressi6 d’'UCP1 (245;246), aixi com altres gens relacionats amb la
diferenciacio (211;247). Els receptors Bi-adrenergics estan involucrats en el fort
increment de la divisié cel-lular que s’observa en el teixit adipés marré en
resposta al fred (248).

Per altra banda, I'adipocit marr6é també expressa 2 subtipus de receptors o-
adrenergics (ou i o2). L'activacio dels receptors o estimula la proteina G; i
inhibeix I'adenilat ciclasa, cosa que provoca una disminuci6 dels nivells d’AMPc
produits durant I'estimulacié simpatica del teixit. L’estimulaci6 dels receptors
o-adrenergics provoca un increment de la produccié d’inositol-trifosfat (249) i
un 'augment dels nivells de calci intracel-lular (250). El nombre de receptors ou
augmenta en situacions d’aclimatacié al fred i sota determinades dietes; s’ha
demostrat que I'estimulacié simultania dels receptors i oii-adrenergics té com
aresultat un increment de I'efecte provocat per 'AMPc (249).

Regulacio per hormones tiroidals. El teixit adip6s marr6 produeix hormona
tiroidal activa (T3, 3,3’,5-triiodotironina) a partir de tiroxina (T4) gracies a
I'expressio i elevada activitat de I'enzim DIO2 (235). Aquest enzim, caracteristic
del TAM gairebé no s’expressa en teixit adip6s blanc. L’hormona Tz produida al
TAM pot ser fins hi tot alliberada al torrent sanguini (251). La Tz és necessaria
per a la termogenesi induida per fred en el TAM. De fet, els animals hipotiroideus
moren quan s6n exposats a baixes temperatures. A més, la T3z actua de forma
sinergica amb la noradrenalina a diferents nivells: en I'activacié de 'adenilat
ciclasa, en l'efecte de '’AMPc sobre la lipolisi i en I'accié termogenica dels acids
grassos sobre els mitocondris (252). L’efecte del fred sobre 'accié de la DIO2 ve
vehiculat per receptors oy i P-adrenergics (253). L’hormona produida en
aquestes condicions és suficient per a saturar els seus receptors nuclears i
activar, juntament amb la noradrenalina, I'’expressié d'UCP1(235;254) al unir-se
als seus elements de resposta en el promotor (255;256).

Regulacié per acid retinoic. L'acid retinoic (RA, retinoic acid), derivat de la

vitamina A, participa en la diferenciacié i proliferacié cel-lular i morfogénesi de
diversos teixits de mamifers (257;258). El 9-cis RA i l'all-trans RA so6n els
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principals isomers de l'acid retinoic amb funcionalitat bioldgica. La major part de
tipus cel-lulars disposen dels dos isomers per interconversié enzimatica d'un
isomer a l'altre (259).

L’acid retinoic actua modificant I'expressié dels seus gens diana a través de
factors de transcripcié dependents de lligand, els receptors de I'acid retinoic
RAR i RXR (retinoid X receptor). Els isdbmers presenten una afinitat especifica per
a cadascun d’aquests receptors: l'all-trans RA és el lligand especific de RAR
mentre que el 9-cis RA esta considerat un panagonista ja que s’'uneix tant a RAR
com a RXR (260).

Els efectes de 'activacio dels receptors RAR en adipocits marrons son diferents
dels que es donen en adipocits blancs. En I'adipocit marr6 activen la transcripcid
d’'UCP1 (261) gracies als elements de resposta en els seu promotor (262) dins
del marc d’'un increment de la seva capacitat oxidativa (263). Resulta paradoxal
I'efecte de l'acid retinoic en adipocits marrons, ja que per una banda és capag
d’activar UCP1 (marcador de diferenciaci6) un cop iniciat el procés de
diferenciacié (264) mentre que, tal i com passa en adipocits blancs, si el
tractament té lloc durant els primers estadis de diferenciacié de I'adipocit marrd,
la reprimeix (265). Aixi mateix, I'acid retinoic és capa¢ d’induir l'expressid
d’UCP1 en adipocits derivats de MEFs (266), que com veurem, mostren una gran
capacitat d’'inducci6 termogenica.

Per altra banda, l'acid retinoic pot tenir efectes positius sobre la diferenciaci6
dels adipocits quan es tracta de l'isomer 9-cis, capa¢ d’activar RXR, company
obligatori del factor de transcripcié adipogenic PPARY (267-269).

Regulacié per insulina i IGF-1. La insulina contribueix al manteniment de la
capacitat termogenica del TAM i participa en el metabolisme de I'adipocit marré
estimulant la captaci6 de glucosa i acids grassos i la seva oxidacié. També esta
implicada en el desenvolupament dels mitocondris. S’ha demostrat que la
insulina disminueix en un 25% l'activacié Bz-adrenérgica (270). Recentment
també s’ha descrit que la insulina intervé en la diferenciacié dels adipocits
marrons mitjancant la unié als seus receptors. L’activacié dels receptors
insulina/IGF-1 promou a través de proteines IRS (insulin receptor substrate), la
supressio de I'expressié de necdina, proteina que controla senyals repressores
de diferenciaci6 (271). L’IGF-1 esta implicat en la diferenciacié de l'adipocit
marro6 i en 'expressio de la proteina UCP1 (272). El receptor d'IGF-1 s’expressa
constitutivament en el teixit adipds marro i el seu mRNA incrementa al final del
desenvolupament fetal, moment en que es déna la diferenciacié adipocitaria i
termogenica, coincidint amb l'aparici6 del mRNA d’IGF-1. Aquest factor, de
manera autocrina o paracrina, podria col-laborar en l'inici 0 manteniment de
I'expressio d’'UCP1 abans del naixement, moment en que no hi ha cap estimul
termogenic (272).

Regulaciéo per FGF21. Estudis recents realitzats al nostre laboratori, han
identificat FGF21 com un nou factor activador de la termogeénesi al teixit adipos
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marrd (273). L’ FGF21 (Fibroblast growth factor 21) és un membre de la
superfamilia FGF, i recentment ha emergit com un regulador important del
metabolisme(274). FGF21 és principalment produit al fetge i la seva expressid
s'indueix durant el dejuni tant a rosegadors com a humans (275). En aquestes
condicions FGF21 té un efecte paracri sobre el propi fetge induint la cetogenesi
hepatica, i endocri sobre el teixit adip6s blanc induint la lipolisi i la captacié de
glucosa. L’expressié d’'FGF21 esta sotmesa al control de PPARa i respon als acids
grassos (275;276).

Una de les adaptacions metaboliques que es produeixen immediatament després
del naixement és la induccié de la termogenesi al teixit adipés marré per tal de
generar calor. Aquesta requereix un gran aport de substrats per a la seva
oxidacio, principalment lipids de la llet materna, i I'activacié de la maquinaria
oxidativa a través de la induccié de gens que es troben sota el control de PPAR«a
(277). Precisament PPARa promou l'expressié d’FGF21 al fetge després del
naixement en resposta als acids grassos de la llet. L’'FGF21 alliberat pel fetge
activa al TAM la termogenesi a través de l'augment de l'expressido de gens
implicats en aquest procés com PGCla, UCP1, el citocrom c o GLUT4 (273).
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Figura 6. Esquema de les principals vies implicades en la regulaci6 de
I'activitat termogénica del teixit adip6s marro.
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PGClo com a regulador central de la termogénesi.

Un elevat nombre de factors de transcripci6 i coreguladors tenen un paper molt
important en la modulacié de I'expressi6o de gens termogenics, especialment
d’'UCP1. Entre tots aquests factors, PGCla hi juga un paper central. L'expressio
de PGCla s’indueix considerablement en el TAM de ratolins exposats a fred i
també en linies cel-lulars d’adipocits marrons tractats amb isoproterenol
(agonista PB-adrenergic)(211). Aquest efecte esta vehiculat per receptors Ba-
adrenergics, ja que els ratolins als que els hi manca aquest receptor no presenten
la induccié de PGC1la per fred en el TAM (278). A més a més, la injeccié6 amb un
agonista B3 especific indueix I'expressié6 de PGCla en aquest teixit (279). Per
altra banda, adipocits que no expressen PGCla presenten una induccié reduida
dels gens termogenics, pero com ja hem esmentat anteriorment es diferencien
normalment, cosa que suggereix que PGClo és important per a la funcié
termogenica del teixit adip6s marr6 pero no és necessari per a 'acumulacié de
lipids i diferenciacié de I'adipocit (213). Un altre component important en la
termogenesi adaptativa és 'augment de la biogénesi mitocondrial. L’exposicio a
temperatures baixes indueix la proliferacié dels mitocondris i incrementa el
desacoblament de la respiracid. Scarpulla i col-laboradors van identificar i clonar
dos factors de transcripcié, NRF1 i NRF2 (nuclear respiratory factor 1 i 2)(280)
que regulen un nombre molt extens de gens mitocondrials codificats pel DNA
nuclear. Entre tots aquests gens s’inclou el factor de transcripci6 TFAM
(mitochondrial transcription factor A) essencial per a la replicacié, manteniment i
transcripci6 del DNA mitocondrial (281;282). PGCla té un impacte molt
important sobre el sistema NRF. PGClo interactua fisicament amb NRF1,
augmentant la seva activitat transcripcional sobre els seus gens diana, entre els
que es troba TFAM (283). PGC1la també indueix enzims que participen en la -
oxidacié (reaccié clau també en la generacié de calor ja que és la font de
substrats energetics per a la cadena respiratoria) com so6n la MCAD (medium
chain acyl coA dehydrogenase) i la CPT1 a través de la coativacié de factors de
transcripcié que s’expressen abundantment en el TAM com s6n PPARa i ERRa
(estrogen related receptor «)(284). D’aquesta manera, PGClo estableix i
coordina una xarxa de regulaci6é transcripcional mitjan¢ant la coactivacié de
factors de transcripcié especifics que indueixen I'expressié de gens vinculats
amb la maquinaria implicada en la dissipaci6 d’energia.

Termogenesi a humans.

Recentment el dogma prevalent que assegurava que el teixit adipés marré en
humans es perdia gairebé totalment en els primers anys de vida i que no existien
a adults humans dip0osits significatius de TAM, s’ha demostrat fals.

La tomografia d’emissi6 de positrons (PET, Positron emission tomography)
s’utilitza per detectar cel-lules i teixits cancerosos basant-se en la seva capacitat
per captar grans quantitats de glucosa marcada. Durant la realitzaci6 d’aquesta
prova de diagnosi en estudis oncologics s’observava puntualment I'aparicioé de
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punts d’alta captacié de glucosa distribuits simetricament al cos i que mostraven
una densitat caracteristica del teixit adipds. A més, la incorporacié de substrat
marcat disminuia quan els pacients eren mantinguts en temperatures més
elevades abans i durant la realitzacié de la prova (285;286) Aquestes dades van
ser llargament ignorades per la comunitat de cientifics dedicats al metabolisme i
I'obesitat degut a la seva publicacié en revistes mediques molt especialitzades,
pero posteriorment han estat proposades com a prova de I'existéncia de diposits
de teixit adipds marré en humans adults (287).

Més recentment, estudis més acurats de PET, realitzats especificament per a
I'estudi del TAM a humans aixi com estudis d’expressié genica realitzats en
biopsies, han demostrat que aquests nuclis de captacié de glucosa corresponen
inequivocament a diposits de teixit adip6s marrd. Aquest presenta una
distribucié supraclavicular, cervical, paravertebral, mediastinal, paraaortica i
suprarenal i expressa alts nivells de PGC1la, UCP1 i PRDM16. A més, la seva
activitat augmenta dramaticament en resposta al fred.

Aquestes evidencies posen de manifest la presencia de diposits actius de TAM en
adults humans i, com comentarem més endavant, obren una porta a I’estudi de la
funcié d’aquest teixit en el metabolisme energetic a humans i la possibilitat de la
seva utilitzacié com a diana terapeutica en trastorns del metabolisme i el balang
energetic (288).

El teixit adip6s marré com a organ endocri

El teixit adip6s marré també és capa¢ de secretar una seérie de molecules i
substancies que el converteixen en un organ endocri o paracri.

Funcié paracrina

Adipsina. L’adipsina (factor del complement D) és una serin proteasa
sintetitzada i secretada pels adipocits marrons (289). La seva expressio és
inhibida per agonistes [33-adrenérgics i s’associa negativament amb I’activacio6
del teixit (289). L’adipsina podria funcionar com a senyal d'un TAM
termogenicament inactiu en situacions anaboliques.

NGF. El nerve growth factor és una neurotrofina essencial per a la supervivencia i
manteniment de neurones simpatiques (290). La secrecid6 de NGF és elevada
durant el periode perinatal i sembla que és secretada principalment pels
preadipocits, en fase de desenvolupament del teixit, cosa que promouria el
desenvolupament de la innervacié simpatica del teixit (291).

NO. L’oxid nitric és una molecula senyalitzadora ampliament reconeguda, amb
una accié vasodilatadora molt potent. Els adipocit marrons posseeixen els
enzims necessaris per a produir NO. La noradrenalina estimula la producci6 i
secrecio de NO tant en explants del teixit (292) com en adipocits marrons en
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cultiu (290). EL NO podria vehicular I'increment rapid i massiu del flux sanguini
que té lloc quan incrementa I'activitat del TAM (293).

Funcio endocrina

Acids grassos. Quan els adipocits marrons sén altament estimulats per la
noradrenalina i produeixen més acids grassos dels que poden oxidar, aquests
son secretats (294;295). Es desconeix si aquesta secreci6 té rellevancia
fisiologica o simplement representa un desequilibri entre la capacitat
termogenica i la lipolitica.

Leptina. La leptina també s’expressa en adipocits marrons, pero només sota
condicions d’inactivitat i atrofia. Situacions associades amb l'activacié del TAM,
com el fred, disminueixen I'expressi6 de leptina. Es podria considerar la secrecio
de leptina com una caracteristica d’adipocits poc diferenciats (respecte a la seva
capacitat termogenica).

Adiponectina i resistina. Els adipocits marrons també s’expressen
adiponectina i resisitina. Pel que fa a I'adiponectina la seva expressié disminueix
sota estimulacié adrenergica mentre que la regulaci6 de l'expressié de la
resistina és poc clara (189).

T3. Com ja hem esmentat anteriorment el teixit adipés marré és capac¢ de
generar T3 i aquesta pot tenir una funci6 tan autocrina com endocrina.
L’expressio i secrecio de Tzincrementa 10 vegades sota I'estimulaci6 adrenergica
del fred i s’inhibeix pel dejuni (251). Dins els adipocits la T3 s’uneix als seus
receptors i regula directament 'expressié d’'UCP1 (234). Pel que fa a la seva
funcié autocrina, el teixit adipds és responsable de la produccié de la meitat de
T3 sistémica total (296). No es coneix la rellevancia fisiologica de la T3 secretada.
Per altra banda, ratolins amb deficiencia de 'enzim desiodasa 2 (DIO2) tenen
valors normals de T3 en serum (297).

Interleuquines. El TAM és capac¢ de produir i secretar interleuquines com la IL-
1 i la IL-6. La seva expressid és estimulada per LPS (lipopolisacarid), IL-1f i
TNF-o (298-300). Per altra banda, la seva expressié també és estimulada per la
noradrenalina (298;299).

Implicacio del teixit adipds marroé en I'obesitat i la resistencia a
la insulina.

Existeixen diversos models animals que semblen indicar una relaci6 entre el
TAM i l'obesitat. Ratolins transgenics que no tenen teixit adip6s marré per
expressid de la toxina difterica controlada pel promotor d’'UCP1 (ratolins UCP-
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DTA) es tornen obesos i hiperfagics (301). En aquest model, I'absencia d’activitat
del TAM no només s’associa amb 1'obesitat, siné també amb la resisténcia a la
insulina i la hiperlipidémia. En un altre model, ratolins als que els hi manquen els
tres receptors B-adrenergics presenten una taxa metabolica reduida i esdevenen
severament obesos quan es sotmeten a una dieta hiperlipidica (302). En
humans, polimorfismes tant d UCP1 com dels receptor Bz-adrenergics s’associen
amb obesitat i probablement amb la diabetis de tipus 2 (303). Els efectes
sinergics dels polimorfismes dels dos gens comporten un major risc de patir
augment de pes i presentar una taxa metabolica reduida (304) cosa que
suggereix una relaci6 entre el TAM, el balang energetic, i I'obesitat en humans.
Pel que fa a rosegadors, tant els ratolins obesos ob/ob com les rates obeses
Zucker fa/fa presenten nivells baixos d’'UCP1 i una major acumulaci6 de lipids,
senyal d'una menor termogenesi en el TAM (233). Malgrat aix0, existeixen
algunes dades contradictories. Els ratolins amb disrupcié dirigida del gen UCP1
son sensibles a I'exposicié al fred pero no sén obesos (228).

Pel que fa a la resisténcia a la insulina, el teixit adip6s marro és un teixit amb
una elevada taxa d’oxidacio6 de glucosa (representa un 10% de I'oxidacié global) i
una elevada expressiéo de GLUT4 (272). La insulina és el regulador principal del
transport de glucosa als adipocits, tant a nivell de la seva transcripcié com la
translocaciéo de GLUT4 a la membrana plasmatica (305). Per altra banda també
s’ha demostrat que es necessiten uns nivells adequats d’'insulina per mantenir
I'expressiéo normal d’'UCP1. A més, s’ha observat que en rates Zucker (obeses)
disminueix la resposta del TAM a la insulina (306), dades que semblen indicar
un paper del TAM en el control de 'homeostasi de la glucosa. En adipocits
marrons en cultiu on s’ha induit resistencia a la insulina per tractament amb
TNFa s’observa una disminuci6 de la captacié de glucosa degut a la inhibici6 de
la translocacio de GLUT4 a la membrana aixi com la seva expressi6 (307). En el
TAM de rates amb resisténcia a la insulina provocada per tractament amb
estreptozotozina s’observa una marcada disminuci6 dels nivells de GLUT4 tant
de mRNA com de proteina (308).

La familia de proteines morfogeniques de 1'6s (bone morphogenetic protein,
BMP) pertanyen a la superfamilia de TGF-b que participen en la diferenciaci6 de
cél-lules mare mesenquimals i poden promoure I'adipogenesi del teixit adipds
blanc com del marré. BMP-7 en concret, com ja hem vist, és un potent inductor
de l'adipogenesi del teixit adipés marré i es tracta d’'una diana de particular
interes donat que la injeccié d’adenovirus que expressen BMP-7 en ratolins
obesos, incrementa significativament la massa del TAM i la despesa d’energia, fet
que es tradueix en una disminuci6 del pes corporal (225).

El recent descobriment de l'existencia de diposits actius de teixit adipds marro a
humans adults ha augmentant sensiblement I'interes en aquest teixit i la seva
implicaci6 en el metabolisme energetic com a diana de tractaments antiobesitat.
Estudis que recopilen historials de proves de PET, suggereixen que existeix una
relacid inversa entre el volum dels diposits de teixit adipds marr6 i I'index de
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massa corporal (BMI, body max index) la qual cosa sembla corroborar la
importancia de la contribuci6 del TAM en el balang¢ energetic.

L’objectiu final d’'una hipotetica terapia antiobesitat centrada en el teixit adipos
marro6 consistiria en un augment de l'activitat del teixit que impliqués una major
despesa energetica. Les dues principals estrategies en perspectiva, encara en un
estat molt precari de desenvolupament sén, d'una banda el desenvolupament de
farmacs capagos d’incrementar el creixement i I'activitat del teixit adip6s marro i
de I'altra la diferenciaci6 ex vivo de precursors d’adipocits marrons per tal de ser
reintroduits en individus obesos adults (309) .

El desenvolupament de farmacs capagos d’estimular la despesa energetica és
especialment atractiu, donat que la majoria de farmacs destinats a tractar
'obesitat existents actualment és centren en la disminuci6 de la ingesta, i no han
assolit els resultats desitjats. Per contra, s’ha vist que el tractament farmacologic
destinat a potenciar la despesa energetica com I'iis de dinitrofenol (DNP) un
desacoblador no selectiu de la cadena respiratoria, es tradueix en una perdua de
pes significativa. Malauradament, degut a la poca especificitat del DNP, els seus
efectes secundaris sén diversos, i s’ha desestimat com a terapia. Es per aixo que
calen farmacs més selectius capagos d’augmentar 'activitat del TAM com seria el
cas de molecules capaces de potenciar 'accid de factors que estimulen
'adipogenesi del teixit com PGC1la, PRDM16, PPARy o FGF21. Degut pero als
efectes pleiotropics d’alguns d’aquests factors poder seria més efectiu un
tractament més especific destinat a augmentar I'activitat d’'UCP1.
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4. ERRs (RECEPTORS RELACIONATS AMB ESTROGENS)

Els receptors nuclears constitueixen una superfamilia de proteines que
funcionen com a factors de transcripcié activats per lligand que regulen
I'expressi6 de gens especifics relacionats amb el desenvolupament, la
reproducci6, 'homeostasi cel-lular, la diferenciaci6 i el metabolisme. Els
receptors nuclears reconeixen i s’'uneixen a seqiiéncies especifiques del DNA
presents en les regions promotores dels seus gens diana exercint un control
transcripcional sobre aquests (310).

Els elements de resposta als receptors nuclears (HRE: hormone response
element o NRRE: nuclear receptor response element) deriven tots d’'un hexamer
consens AGGTCA on poden unir-se com a monomers, homodimers o
heterodimers amb RXR a través d’una estructura de dits de Zinc. En el cas d’unir-
se com a dimers la seqtiéncia consens AGGTCA es troba repetida, configurant-se
en diferents motius estructurals segons si la repeticié és directa (DR: direct
repeat), inversa (IR: inverse repeat), o eversa (ER: everse repeat). Aquestes
repeticions poden estar, alhora, separades entre si per un determinat nombre de
nucleotids, formant diferents NRRE, cadascun d’ells especific per a cada receptor
nuclear (311).

Dins la superfamilia de receptors nuclears existeix un grup de receptors amb
lligant fisiologic desconegut, denominats receptors orfes. Dins d’aquest grup,
trobem els ERRS, receptors nuclears orfes del subgrup NR3B, implicats en
I'expressio de gens vinculats a diferents processos cel-lulars com el cancer, la
senyalitzacié per estrogens, la diferenciacié dssia i el desenvolupament. La seva
implicaci6 en la regulacié del metabolisme energetic ha estat descrita durant els
darrers anys en diferents estudis, on s’ha vinculat 'activitat transcripcional dels
ERRs amb el control del metabolisme oxidatiu (312).

El seu nom, es deu a que els dos primers membres de la familia, ERRa i ERRf,
van ser identificats en un screening dissenyat per identificar receptors
d’hormones esteroidals relacionats amb els receptors d’estrogens (ERs) (313).
ERRa (NR3B1) i ERRB (NR3B2) van ser els primers receptors nuclears orfes
identificats dins la superfamilia de receptors nuclears. Més recentment s’ha
descrit I'existéncia d'un nou membre de la familia, ERRy (NR3B3).

Estructura i caracteristiques funcionals

Els tres isotips descrits presenten les caracteristiques estructurals tipiques dels
receptors nuclears:

NTD: un extrem amino terminal que, a diferencia de la resta de receptors
nuclears, presenta un grau considerable d’identitat entre els tres membres de la
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familia. Aquest fet suggereix que el NTD juga un paper important en la regulacié
de l'activitat transcripcional dels ERRs. Diferents estudis han descrit que
modificacions posttraduccionals dins aquest domini afecten a I'activitat
transcripcional d’aquests receptors nuclears.

DBD: Domini d’'unié al DNA. Es un domini altament conservat entre els tres
isotips de la familia. En termes de seqiiencia aquest domini presenta una alta
identitat amb els receptors d’estrogens (un 60% d’identitat en la seqiiencia
proteica entre ERRa i Era). Aquest domini és el responsable del reconeixement
dels elements de resposta a aquests receptor.

LBD: Es tracta d’'un domini funcional d’unié a lligand Es el domini responsable
de la interacci6 amb coreguladors dels ERRs. Aquest domini presenta una
conformacio activada en absencia de lligand (314).

Expressio i distribucio tissular.

En mamifers tots els teixits expressen almenys un dels isotips d’ERR. ERRa
s’expressa de forma ubiqua i es troba en unes quantitats superiors als altres dos
membres de la familia. Concretament, es detecten alts nivells d’ERRa en aquells
teixits amb una elevada taxa metabolica i que estan implicats en el metabolisme
lipidic i I'homeostasi energetica com el cor, ronyd, muscul esquelétic, tracte
intestinal i teixit adipés marr6 ((315); (316)). ERRa també es troba present
durant la diferenciacié adipocitaria aixi com en els macrofags derivats de
medul-la ossia activats amb LPS o INF-y. (317); (318). Els altres dos isotips,
ERRB i ERRy, mostren un patré d’expressié més restrictiu i s’expressen, en
general, amb nivells inferiors que l'isotip alfa. Malgrat aixo, cor i ronyons
presenten nivells abundants d’aquestes dos isotips, i els seus patrons d’expressié
correlacionen amb teixits associats al metabolisme basal (315). Els tres isotips
s’expressen en el SNC, concretament, alts nivells ERRa i ERRy es detecten al
hipotalem, regi6 anatomica del cervell que participa en la regulacié de
I’homeostasi energetica. (319)

Actualment encara no es coneix massa sobre els mecanismes i senyals que
regulen l'expressié dels tres ERRs. S’ha descrit que l'expressio d’ERRa és
estimulada per diferents estressos fisiologics com I'exposici6 a baixes
temperatures, I'exercici o el dejuni (313). Aquest increment en els nivells
d’expressio es déna principalment en els teixits amb un elevat metabolisme
oxidatiu (316). A més, el promotor d’ERRa presenta un element multiple de
resposta a hormones (MHRE) que pot ser reconegut i activat per ERa (receptor
d’estrogens a) (320). Aquest element també pot ser diana de les diferents
isoformes d’ERRs i servir com a element autorregulador en la resposta induida
pels PGC1s (321).
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Element de resposta a ERRs (ERREs)

L’element de resposta a ERRs (ERREs) consisteix en el caracteristic nucli
consens de 6 nucleotids, precedit d'una extensié de tres nucleotids en 5"
TCAAGGTCA. A traveés del seu DBD, els ERRs poden unir-se als ERREs com a
monomers, homodimers o heterodimers formats per dues isoformes diferents
d’ERRs (313). El mecanisme molecular a través del qual els dimers d’ERRs
poden reconeixer aquestes seqiiencies encara no ha estat descrit.

Degut a 'elevada identitat de seqiiencia en el DBD amb els receptors d’estrogens,
els ERRs poden reconeixer EREs (elements de resposta a estrogens) i unir-s’hi,
en forma de mondomer o formant dimers, actuant com a activadors per se o bé,
competint amb els receptors d’estrogens per a la unié a aquests EREs (322). De
fet, s’ha descrit que els ERRs comparteixen dianes transcripcionals amb el
receptor d’estrogens alfa (ERa), pero no amb ER[ (323), com per exemple el gen
de la lactoferrina, el gen de I'osteopontina o el gen que codifica per pS2 (324)

(325).

Control i regulacio.

Existeixen diferents factors que modulen I'activitat transcripcional dels ERRs:

Dependencia de lligand.

Malgrat la similitud estructural amb els receptors d’estrogens, especialment en
el DBD, els ERRs no son activats pels estrogens i fins al moment no s’han
identificat compostos naturals que actuin com a activadors. Estudis
cristal-lografics han descrit que el LBD dels ERRs es troba en una conformacié
activa de manera independent de lligand i que presenta un lloc hidrofobic
flexible (100 A) que pot ser reconegut per petites molecules sintetiques (326)
(314). Diferents treballs han identificat productes de sintesi que actuen com a
agonistes inversos dels ERRs. Per exemple, el dietilestilbestrol (DES) inhibeix els
tres isotips d’ERRs, mentre que el 4-hidroxitamoxife (4-OHT) només afecta
negativament a l'activitat dels isotips beta i gamma (327). Recentment, s’han
descrit compostos amb una major especificitat contra els ERRs, com és el cas de
I'XCT790 i del GSK5182, agonistes inversos selectius d’ERRa i d’ERRy,
respectivament (328) (329) o del DY131 i el GSK4716, molécules amb una
estructura relacionada a les acilhidrazones fenoliques i que han demostrat
actuar, encara que molt déebilment, com a agonistes d’ERRB i ERRy (313).
D’aquesta manera, l'activitat transcripcional dels ERRs es pot modular
farmacologicament.
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Interaccié amb coreguladors.

Malgrat que no existeixen lligands naturals coneguts que modulin I'activitat
transcripcional dels ERRs, els tres receptors (ERRa, -f3 i -y) poden ser regulats de
manera independent de lligand mitjangcant interaccions amb proteines
coreguladores (PGC1ls, RIP140, SRC, Bcl3) (313) . D’aquesta manera, els
diferents estats fisiologics i els diferents senyals teixit especifics que modifiquin
I'expressio i/o activitat d’aquests coreguladors, també afectaran als ERRs.

Diferents treballs han descrit la interaccié entre els SRCs (Steroid receptor
coactivator, SRC1, -2 i -3) i els LBD dels ERRs, resultant en un increment de la
seva activitat transcripcional (330;331). En el sentit contrari, I'activitat dels
ERRs com a factors de transcripcié és generalment inhibida per la interacci6
fisica amb RIP140, malgrat que, cal considerar treballs que descriuen que en
funcié del isotip d’ERR i del context del promotor la interacci6é entre RIP140 i
ERRs pot suposar una activacié de l'expressié de gens diana a través d'un
mecanisme depenent d’Sp1 (332).

La relaci6 funcional entre els ERRs i els PGCls és d’especial interes ja que
aquests coactivadors juguen un paper essencial en la biogenesi mitocondrial i en
el metabolisme energetic. ERRa i PGCla sén coexpressats en teixits amb una
elevada demanda energetica i la seva expressié es troba induida de manera teixit
especifica en resposta a senyals fisiologics com el dejuni, I'exposicié a baixes
temperatures, la restriccié calorica i 'exercici fisic (313) .

En l'estructura de PGCla s’ha identificat I'existéncia d’'un motiu LLxYL atipic
(L3), responsable de la interaccié especifica amb els ERRs. L’existéncia d’aquest
motiu L3 suggereix que els ERRs no competeixen amb altres receptors nuclears
per la uni6é a PGC1la (333)-(334). A més, certs mutants de PGCla que mantenen
la interacci6 amb ERRa perdo no amb altres receptors nuclears, presenten la
mateixa eficiencia que PGCla wild-type per induir I'expressio de gens diana
d’ERR.

A més, ERRa s’ha descrit com un feble activador de la transcripcié en models
cel-lulars que presenten baixa activitat dels PGC1s i on altres receptors nuclears
son actius. En canvi, es transforma en un potent activador transcripcional quan
es sobreexpressen PGCla o PGC1f en el sistema (333)-(334). Per altra banda, la
sobreexpressié d’ERRa en cultius primaris de cardiomiocits, els quals expressen
PGCla/B de manera endogena, provoca la induccié de moltes dianes de PGC1
implicades en la utilitzacié de substrats energétics i en la produccié d’energia. Es
interessant el fet que la inducci6 d’aquestes dianes no es déna quan es
sobreexpressa ERRa en un model que no té nivells endogens de PGC1a /.

Aquesta estreta dependéncia de cofactors, especialment dels PGC1s, suggereix
que l'activitat dels ERRs com a reguladors transcripcionals esta principalment
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controlada per la interaccié amb altres proteines que no pas per molecules
lligand.

Modificacions posttraduccionals

Malgrat que se sap que ERRa és una fosfoproteina (335);(336;337), el
coneixement actual sobre les modificacions posttraduccionals que afecten als
ERRs és molt limitat. El fet de no tenir lligands naturals coneguts i que la
interaccié amb els coreguladors sigui independent de lligand, ens pot fer pensar
que aquestes modificacions posttraduccionals puguin tenir un paper clau en el
control de la capacitat transactivadora dels ERRs.

Recentment, s’ha descrit I'existéncia d'un motiu de sumoilaci6 depenent de
fosforilacié (WkxExxSP) dins I'extrem N-terminal dels ERRs. Aquest motiu, que es
troba conservat des de Drosophila fins a humans, altera negativament les
activitats transcripcionals d’ERRa i -y sense afectar a la seva localitzacid
subcel-lular, la seva unié al DNA, ni a la seva interaccié amb els PGC1s (338)
(336).

Funcions cel-lulars i fisiologiques

Els ERRS es troben conservats evolutivament amb un Unic homoleg existent en
invertebrats (Drosophila, anfiox i tunicats). El fet de no existir lligands naturals
ha dificultat I'avaluacio6 de la seva importancia fisiologica i patologica, tant en la
regulaci6 de la resposta a estrogens com en la regulacié del metabolisme
energetic. Malgrat tot, en els darrers anys s’han donat grans progressos en el
coneixement dels ERRs i les seves funcions com a reguladors de I'homedstasi
metabolica.

Funcions cel-lulars: regulacié de gens implicats en el metabolisme
energetic.

El descobriment de que ERRa és activat per PGC1a/ ha permeés entendre millor
el context cel-lular i fisiologic on ERRa exerceix les seves funcions i ha suggerit la
seva implicaci6 en la senyalitzaci6 dels PGCls. D’aquesta manera, diferents
estudis han establert que ERRa no només regula l'expressié de gens del
metabolisme energetic, sin6 que també es tracta d'un efector clau corrent avall
dels PGC1s. En conjunt, els diferents estudis publicats fins a l'actualitat han
establert que ERRq, activat per PGCla o -f3, indueix gens relacionats amb el
transport de lipids (339); (340), amb l'oxidaci6 dels acids grassos (MCAD,
CPT1B), amb el cicle de Krebs (IDH3A, ACOZ2), amb la fosforilacié oxidativa (CYCS,
ATP5B), amb la biogenesi i dinamica mitocondrial (TIMM13, MFNZ2), i amb la
protecci6 davant I'estres oxidatiu (SODZ2, PRDX3) (312).
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Els efectes dels ERRs sobre I'expressié dels seus gens diana poden portar-se a
terme mitjancant dos mecanismes: directament a través del reconeixement dels
ERREs o mitjancant la unié indirecta a través d’Sp1 a caixes GCs localitzades en
els promotors proximals dels gens diana (332). O bé indirectament a través de la
regulacio6 de 'expressid d’altres factors de transcripcid, com és el cas d’'NRF1, de
PPARq, de TR1, de p53, d’'SHP, d’'RARa i RXRf (335);(313);(312).

Diferents analisis bioinformatiques i resultats de Chip-on-Chip han mostrat que
els gens induits per PGCla presenten un enriquiment de seqiiencies ERRE en els
seus promotors. A més, els estudis de Chip-on-Chip han permes detectar la unié
d’ERRa en les regions promotores de gens considerats sensors energetics, de
gens implicats en el catabolisme de carbohidrats i de proteines, de gens que
participen en l'homeodstasi del calci. (335);(313). Una comparacié entre la
capacitat d'unié als ERREs dels isotips ERRa i ERRy ha permes observar que, en
gran part, presenten gens diana similars. Aquest fet suggereix un solapament en
les funcions dels ERRs i implica a ERRy, i probablement a ERRp, en la regulacié
del metabolisme energeétic cel-lular. (335)

La majoria dels estudis realitzats s’han centrat en el paper dels ERRs com a
activadors transcripcionals. Malgrat aixd, s’ha descrit que ERRa també pot
actuar com a un repressor transcripcional (338). Fins a 'actualitat s’han postulat
dos mecanismes de repressié per ERRa dins del context metabolic. En primer
lloc, ERRa pot actuar com a un efector corrent avall del corepressor RIP140
apagant I'expressi6 de gens descrits com a diana d’ERR, com Glut4 o Sdhb (335).
El segon model de repressié s’ha descrit en el cas del gen Pepck, on ERRa és
capa¢ d’'unir-se a complexos elements de resposta que impedeixen el
reclutament de PGC1la sobre el promotor, impedint la seva activacié6 (219) .

Segons totes les dades, els ERRs poden actuar com a sensors de senyals de
demanda energetica, mitjancant la interpretaci6 dels nivells relatius o de
'activitat dels PGC1s o RIP140 i, per tant, actuar com a activadors o repressors,
possiblement de manera gen especifica. El fet que els ERRS regulin I'expressié
d’altres factors de transcripcié fa que puguin actuar com a iniciadors d’amplies
xarxes de regulacid transcripcional implicades en el control del metabolisme
energetic cel-lular i que es generin bucles d’autoregulacid, positiva i negativa,
que permeten una regulaci6 altament controlada de tot aquest procés.

Funcions fisiologiques: models animals.

La generaci6 d’animals knockout (KO) dels tres isotips d’ERR i I'estudi dels seus
fenotips ha suposat una eina clau per I'’enteniment de les funcions fisiologiques
que desenvolupen els ERRs dins la regulacié del metabolisme.

Els ratolins KO presenten diferents fenotips en funcié de I'isotip d’ERR apagat. El

ERRB -/- és letal embrionari, mentre que el ERRy -/- ho és després del
naixement. De manera contraria, els ratolins ERRa -/- sén viables i no presenten
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problemes de fertilitat. Aquest model KO per ERRq, en condicions normals, no
presenta grans alteracions anatomiques (341). Lnic fenotip aparent en aquest
animal és una disminucié del pes corporal i dels deposits grassos periferics, tot i
que no s’observen canvis en la ingesta, en la despesa energetica, ni en els nivells
sérics dels diferents marcadors bioquimics. Malgrat aixo, aquests ratolins son
resistents a l'obesitat quan s6n alimentats amb una dieta rica en greixos,
suggerint que ERRa juga un paper en el control del metabolisme lipidic a nivell
d’organisme sencer.

En els darrers anys s’han publicat diferents treballs que demostren que els
animals KO per ERRa son incapagos d’adaptar-se a diferents estressos que
suposen un increment en les necessitats energetiques com, per exemple,
I'exposicié a baixes temperatures, una sobrecarrega cardiaca o una infeccid
bacteriana (342) (343) (322) . A més, estudis teixit especifics han demostrat que
aquest model presenta alterades, entre d’altres, la lipogénesi en el TAB (344),
I'absorcié de lipids a nivell d’intesti, etc. (339) . Conjuntament, aquests fets
comprometen la supervivencia de 'animal davant determinades situacions.

El fet que els ratolins KO per ERRa siguin més prims que els wild-type i que
presentin resistencia a I'obesitat davant una dieta rica en greixos suposa una
discrepancia amb les evidencies descrites anteriorment, on s’ha presentat a
ERRa com a un activador del metabolisme oxidatiu. L'explicacié a aquest fet no
esta clara actualment pero l'existéncia de redundancia genética entre els 3
isotips sembla evident i podria ser una possible, encara que parcial, explicacié.

Donades les amplies funcions que juguen els diferents isotips d’ERR en el control
transcripcional de I'homeostasi energetica, els ERRs representen possibles
dianes terapeutiques pel tractament de malalties metaboliques com I'obesitat, la
diabetis, la fallada cardiaca, aixi com el cancer.
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5.COREGULADORS TRANSCRIPCIONALS.

Els diferents programes metabolics que controlen ’homeostasi energetica estan
governats a nivell transcripcional per accions coordinades de diferents factors
de transcripcio. Entre aquests factors de transcripcid, els receptors nuclears
juguen un paper clau adaptant I'expressié genica als contextos metabolics i
hormonals, integrant senyals provinents de la dieta, metabolics o endocrins. Els
receptors nuclears confereixen un primer nivell d’especificitat a aquests
mecanismes de control transcripcional, pero malgrat la seva activitat reguladora
necessiten proteines coreguladores per modificar i remodelar epigeneticament
I'estrutura de la cromatina i reclutar la maquinaria basal de transcripcid.
Aquests coreguladors poden tenir efectes positius (coactivadors) o negatius
(corepressors) en la transcripcio genica i la seva activitat com la seva expressio
es veuen afectades per diferents senyals. Per tant, els coreguladors confereixen
un segon nivell d’especificitat a la resposta transcripcional i sé6n de gran
importancia a I’hora d’integrar senyals per mantenir ’homeostasi energetica.

Fins a l'actualitat s’han descrit unes 200 proteines que actuen com a
coreguladores de la transcripci6. Aquest coreguladors son compartits per molts
factors de transcripci6 i estan involucrats en el control de diferents vies de
senyalitzaci6. Malgrat que no es sap amb precisié la funcié exacte de molts
d’aquests coreguladors cada vegada hi han més evidencies que suggereixen que
aquest grup de proteines so6n importants en la transcripcié genica,
I‘embriogenesi, el desenvolupament, i el metabolisme (revisat per (311).

Coactivadors.

Els coactivadors son proteines que tenen la capacitat d'unir-se a factors de
transcripci6 i regular positivament la transcripcié dels gens diana. La interacci6
dels coactivadors amb els receptors nuclears es déna a través de motius rics en
leucines altament conservats (LXXLL, on L correspon a una Leucina mentre que
X pot ser qualsevol aminoacid) situats a la seqiiéncia del coactivador, que
reconeixen els dominis AF-2 dels receptors nuclears. Aquests motius rics en
leucines, anomenats NR Box (nuclear receptor box), son necessaris i suficients
per l'activacié transcripcional depenent de lligand. La preséncia de multiples
motius LXXLL a la seqiiencia d'un coactivador suggereix que els diferents motius
uneixen directament diferents receptors nuclears (311).

Els coactivadors es poden dividir en quatre grups. Un primer grup format per
aquelles proteines que tenen activitat enzimatica intrinseca i que modifiquen
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epigenéeticament la cromatina aixi com també altres proteines. Dins aquest grup
hi trobem proteines amb activitat histona acetiltransferasa (HAT) i histona
metiltransferasa (HMT). CBP/p300, p/CAF (p300/CBP-associated factor) i la
familia de proteines p160/SRC (steroid receptor coactivator) son proteines amb
activitat HAT que formen part d’aquest primer grup (345). Un segon grup
representat per membres del complex TRAP/DRIP/ARC/PRIC, que sén proteines
sense activitat enzimatica intrinseca i que serveixen de pont entre el receptor
nuclear i la maquinaria bassal de la transcripcié. El tercer grup, dins del que
s’'inclouen els PGC-1s, el formen coactivadors que no tenen activitat enzimatica i
que requereixen per tant, del reclutament d’altres coactivadors amb activitat
enzimatica per transactivar. Finalment, existeix un quart grup que inclou les
proteines del complex SWI/SNF, capaces de remodelar la cromatina de manera
depenent d’ATP, potenciant la uni6é de factors de transcripci6 al DNA (346).
D’aquesta manera, 'activacié del receptor nuclear provoca el reclutament de tot
un conjunt de proteines coreguladores que configuren un complex multiproteic
d’activacié modulable a diferents nivells.

La familia dels PGC-1s

Els PGC-1s son activadors de la transcripcié induibles que dirigeixen el
metabolisme energetic cel-lular. Aquesta familia de coactivadors inclou tres
proteines: PGC-1a, PGC-1f, i PRC (PGC1 related coactivator). PGC-1a i PGC-1f3
s’expressen principalment en teixits amb una elevada capacitat oxidativa com
son el cor, el muscul esqueletic, TAM, fetge i ronyons, on exerceixen funcions
critiques en la regulacio de la capacitat funcional mitocondrial i del metabolisme
energetic. El patr6 d’expressié de PRC és més ubiqu i les seves funcions han estat
menys estudiades. De manera contraria a la majoria de coactivadors
transcripcionals, I'expressié6 de PGC-1a, i en menor extensié la de PGC-1(3, és
altament induible, a través de varies vies de senyalitzacid en resposta a diferents
estats del desenvolupament i davant diferents situacions fisiologiques. Per
exemple, 'expressié de PGC-1a s’indueix, de forma teixit especifica en resposta a
estats que requereixen un increment en la produccié d’energia mitocondrial,
com per exemple l'exposicid a baixes temperatures, I'exercici fisic i el dejuni
(347)

En TAM i muscul esqueletic la via [-adrenergica/AMPc incrementa la
transcripcié del gen PGC1A, en el muscul estriat la calmodulina A i la CaMK
(calcium/calmodulin-dependent protein kinase) indueixen I'expressié de PGC-1a
(211;219). L’AMPK també esta implicada en el control de I'expressié de PGC-1a
en el muscul esqueletic (348), aixi com la p38 MAPK. També s’ha descrit que en
el muscul esqueletic els radicals lliures d’oxigen (ROS) i la hipoxia indueixen
I'expressio de PGC-1a (213).

La familia de PGCs no tenen activitat HAT perd medien les interaccions entre els
factors de transcripci6 i la maquinaria bassal de la transcripci6. Un cop units als

76



factors de transcripcié els membres de la familia PGC-1 sofreixen un canvi
conformacional que permet el reclutament de proteines amb activitat HAT com
SCR-1 i p300/CBP. Malgrat que aquestes interaccions amb les HAT son
necessaries per la transactivacio, no son suficients, i és necessari el reclutament
del complex TRAP/DRIP/ARC/PRIC per iniciar el procés transcripcional.

Estudis de sobreexpressié de PGC-a i PGC-1f3 en cel-lules de mamifer en cultiu
han demostrat que aquests coactivadors son suficients per activar programes de
regulacié genica que incrementen la capacitat de produir energia. En aquest
sentit, els PGC-1s realitzen funcions biologiques que permeten a la cel-lula
adaptar-se a les necessitats energetiques resultat dels canvis en el context
cel-lular, incloent un augment de la biogénesi mitocondrial, de la taxa de
respiracio cel-lular, i de la incorporacid6 de substrats energetics i la seva
utilitzacié. Els PGC-1s exerceixen aquests efectes pleiotropics mitjancant la
coactivaci6 d’'una serie especifica de receptors nuclears i altres factors de
transcripcié implicats en el control del metabolisme cel-lular. PGC-1a, per
exemple, s’ha descrit que pot unir-se i coactivar molts membres de la
superfamilia de receptors nuclears entre els que s’inclouen els PPARs (284), TR,
els receptors de retinoids (211), GR (349), ER (211) HNF-4 (350), LXR (351),
ERRs (334). A més, coactiva altres factors de transcripci6 com SREBP (348),
Mef2 (352), RF-1i NRF-2 (283)i Fox0O1 (353).

S’ha descrit que diferents modificacions posttraduccionals, aixi com la interacci6
amb altres proteines repressores, com és el cas de p160myb (354) i de RIP140
(219), modula I'activitat coactivadora dels PGC-1s. A nivell de modificacions
posttraduccionals s’ha descrit que la fosforilaci6 per diferents cinases, com per
exemple la PKA o la p38 MAPK, la metilaci6 i I'acetilaci6 modulen I'activitat
d’aquestes proteines. La fosforilaci6 de PGC-1a per p38 MAPK en els residus
Treonina 262, 298 i Serina 256 (355) ; (356) promou la seva estabilitzacio a més
a més d’incrementar la seva capacitat transactivadora, ja que desplaca a la
proteina p160 myb, un supressor de la transcripcié (357) . La metilaci6 de PGC-
la en residus d’arginines situats a I'extrem C-terminal per la proteina PRMT1
procova la seva activaci6, induint un canvi conformacional que afavoreix la
interaccié6 amb proteines activadores i inhibeix la unié de repressors (358).
Finalment, la modificaci6 posttraduccional més destacada en termes control és la
modulacié de I'estat d’acetilacié dels PGC-1s. S’ha vist que 'activitat de PGC-1a
és inhibida per acetilacié. El seu estat d’acetilacié es troba directament regulat
per I'accié combinada de I'aciltransferasa GCN5 i, com ja hem vist, la desacetilasa
Sirtl (21) (24) (359).

A nivell estructural aquests coactivadors presenten un elevat grau d’identitat en
els dominis N- i C-terminals. L’extrem N-terminal conté un domini d’activacio
transcripcional i inclou motius d'interaccié (LXXLL) amb receptors nuclears. La
regié C-terminal conté un motiu d'unié a RNA (RMM) i un domini ric en serines i
arginines (RS) responsables de la interacci6 amb els components de
I'spliceosoma i amb el complex mediador TRAP/DRIP. La coexistencia de dominis
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d’activacié transcripcional i de motius de processament de 'RNA sén una
caracteristica propia dels PGC-1s i és inusual en altres coactivadors (360) .

PRC

NRs NRF-1 MEF2 FOXO

Figura 7. Esquema de l'estructura dels membres de la familia PGC-1.
Rosa: domini d’activacié; Grog: domini ric en prolines; Blau: domini de
reconeixement d'RNA i d’splicing.

Dues linies independents de ratolins deficients en PGC-1a (344) (361) i tres
deficients en PGC-1B (362);(363);(318) s’han generat, a més de diferents
ratolins on s’han delecionat o sobreexpressat de manera teixit especifica aquests
coactivadors (347). De la mateixa manera, recentment s’ha creat una linia doble
KO per PGC-1a i PGC-13 que ha permes clarificar els fenotips observats en els KO
simples i ha evidenciat que, en determinats teixits com el cor o el TAM, ambdoés
coactivadors presenten dianes transcripcionals comuns i sén capagos de
compensar la pérdua de funci6 d'un dels dos factors en els KO simples (360).

Un sorprenent estudi recent afirma que tant PGCla com SIRT1 estan presents
també dins del mitocondri (364). Com ja hem esmentat, tant PGC1la com SIRT1
juguen un paper fonamental en la biogénesi mitocondrial a través de la regulacio
de 'expressié dels gens mitocodrials codificats pel DNA nuclear. En aquest
estudi pero s’afirma que ambdues proteines es troben als mitocondris
procedents tant de cel-lules d’origen tumoral (Hela 0 HEK293) com de diversos
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organs de ratoli (fetge, cervell i muscul esqueletic). El present article assegura a
més, que tant PGCla com SIRT1 interaccionen amb TFAM als nucleoids, les
estructures de DNA i proteines en les quals s’empaqueta el DNA mitocondrial
(mtDNA) dins la matriu. TFAM és el principal factor de transcripcié del
mitocondri, i esta implicat en la transcripcid, la replicacié i el manteniment del
DNA mitocondrial. Degut a que TFAM pot trobar-se acetilat (365), els autors
especulen que SIRT1 podria regular I'activitat de TFAM a través de la seva
desacetilacié com fa amb altres proteines fora del mitocondri. Aixi mateix PGCla
podria regular la transcripcié depenent de TFAM de la mateixa manera que fa
amb diversos factors de transcripcié nuclears, d’aquesta manera PGC1la i SIRT1
promourien la biogenesi mitocondrial regulant de manera coordinada
I'expressio de les proteines mitocondrials codificades pel genoma nuclear i pel
genoma mitocondrial (364). Cal pero, prendre’s aquest estudi amb precaucid
perque ni PGCla ni SIRT1 contenen cap seqiiéncia coneguda d'import al
mitocondri.

Com ja em esmentat extensament el paper dels PGC1s en la diferenciacié i la
termogenesi adaptativa al teixit adipos marrd, a continuacid parlarem de la seva
rellevancia a altres teixits.

PGC-1s en el cor.

En el cor, tant PGC1-a com PGC-1f3 comparteixen funcions que sén necessaries
pel metabolisme postnatal i la correcta maduracio6 funcional d’aquest teixit. De la
mateixa manera que succeeix en el TAM, en el cor PGC-1a i $ tenen papers
solapats en el control de gens vinculats a 'oxidaci6é d’acids grassos, el cicle de
Krebs, la fosforilacié oxidativa i I'oxidacié de la glucosa. D’aquesta manera, la
perdua d’un d’ells és compensada per 'altre. La generacié del doble KO de PGC-1
ha permes clarificar les funcions d’aquestes proteines en el cor. Aquests animals
mostren severes anormalitats estructurals i funcionals en aquest teixit aixi com
un arrest en la maduracié mitocondrial, fet que provoca la mort dels animals tot
just després del naixement (366). Durant el desenvolupament fetal, el cor utilitza
principalment glucosa i lactat com a fonts d’energia. La gran demanda energetica
del cor adult es supleix, en gran part, per l'oxidacié d’acids grassos en els
mitocondris (367). D’acord amb aix0, per cobrir les necessitats energetiques
postnatals, el cor pateix un “canvi metabolic” i passa a utilitzar els acids grassos
com a principal font d’energia. Aquest canvi en el substrat energetic va
acompanyat d'un gran increment del nombre de mitocondris i de la seva
capacitat funcional (367). Les accions conjuntes de PGC-1la i f suposen un
component critic en el circuit molecular que dirigeix la biogenesi mitocondrial
perinatal necessaria per la maduracié metabolica i funcional del cor (366).
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PGC-1s en el muscul esqueletic.

Una de les caracteristiques del muscul esqueletic és la seva plasticitat, és a dir, la
seva capacitat per adaptar-se davant diferents situacions fisiologiques que
impliquin canvis en la demanda energetica. El muscul s’adapta a aquests canvis
modificant 'expressio de gens implicats en el control dels programes metabdlics,
incloent aquells que participen en la biogénesi mitocondrial, angiogenesi i en la
determinacio del tipus de fibra muscular.

El muscul esquelétic presenta uns nivells d’expressio elevats de PGC-a i . La
seva sobreexpressio, tant in vitro com in vivo, indueix de forma marcada la
biogénesi mitocondrial i incrementa la respiracid cel-lular. Ratolins transgenics
que sobreexpressen aquests coactivadors en el muscul esquelétic mostren que,
tant PGC-1a com PGC-18, incrementen la capacitat oxidativa, la resisténcia a la
fatiga, i suposen una millora en la realitzacié de treball aerobic (368).

PGC-1 i el tipus de fibra muscular: Les propietats metaboliques del muscul
esqueléetic venen determinades, en major part, pel tipus de fibra que presenten.
Aixi , en el muscul dels ratolins adults, hi ha 4 tipus de fibres musculars
predominants amb propietats metaboliques diferents : I, Ila, IIx i IIb. Els PGC-1s
s’expressen majoritariament en els musculs oxidatius, rics en fibres de tipus I i
[la. Aquests coactivadors juguen un paper critic en el manteniment de la
composicié del tipus de fibra muscular i de la seva integritat després de
I'exercici. A més, poden alterar el perfil metabolic del muscul provocant canvis
en la composicié del tipus de fibra. D’aquesta manera experiments de guany i
perdua de funcié de PGC-1a in vivo han demostrat que aquest coactivador
indueix la conversi6 de fibres IIb a fibres Ila, incrementant la capacitat oxidativa
i una major resisténcia a la fatiga (369). En canvi, la sobreexpressio6 in vivo de
PGC-1f en el muscul esquelétic provoca un canvi a fibres oxidatives IIx (370).
Malgrat que els factors de transcripcié que medien la transcicid en el tipus de
fibra no es coneixen gaire bé. S’ha descrit que MEF2s indueix I'expressié de gens
propis de les fibres de tipus I, com la troponina I lenta i mioglobina (369). El
fenotip dels ratolins PGC-1a -/- en muscul esqueletic, o en I'animal sencer,
suggereixen que pot existir una redundancia entre PGC-1a i  (368). Altres
factors, com PPARS, també s’ha descrit que participen en la composicié del tipus
de fibra muscular (371); (372).

PGC-1 i l'exercici fisic: L’entrenament fisic provoca un increment de la
biogénesi mitocondrial, aixi com un canvi en la composicié del tipus de fibra,
afavorint la transicio6 de fibres rapides a fibres lentes o oxidatives. L’expressié de
PGC-1a es veu molt incrementada en el muscul esqueletic d’humans i ratolins en
resposta a l'exercici fisic, a diferencia de la de PGC-1 que no es veu afectada
(368). L'increment d’ambdoés coreguladors implica un augment en la capacitat
oxidativa del muscul esqueletic i una major resisténcia a la fatiga (369). Malgrat
que els senyals corrent amunt involucrats en aquesta activacié de PGC-1a en
resposta a I'exercici no es estan ben definits, hi estan implicades diferents vies
de senyalitzacié. S’ha descrit que la via de senyalitzacié del calci a través de
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MEF2 incrementa la transcripcié de PGC-1a en el muscul en resposta a I'exercici
(373); (374). De la mateixa manera, l'activacié de la p38 MAPK i de 'AMPK
augmenten l'expressiéo de PGC-1a en el muscul esqueléetic després de 1'exercici
(375); (376).

PGC-1 i I'angiogeénesi: El muscul oxidatiu conté un elevat nombre de capil-lars
degut a les seves elevades necessitats d’oxigen, i aquest nombre augmenta en
resposta a I'exercici. Recentment, s’ha descrit que PGC-1a controla 'angiogenesi,
tant en condicions fisiologiques com en resposta a la isquémia, en el muscul
esqueletic. PGC-1a indueix l'expressié de VEGF, PDGFB, i angiopoietina 2 en
cel-lules en cultiu i en el muascul esquelétic in vivo. El mecanisme a través del qual
PGC-1a indueix I'expressio de VEGF no és el canonic, a través de HIF1 (377), sind
que implica a ERRa. D’aquesta manera, PGC-1a i ERRa controlen, de manera
independent a HIF1, I'adaptacié del muscul esqueletic a situacions de demanda
extra d’oxigen (377).

PGC-1 i el transport de glucosa: PGC-1a també participa en la regulacié del
metabolisme de la glucosa en el muscul esqueléetic. En aquest sentit, PGC-1a
indueix fortament I'expressié del transportador de glucosa GLUT4, a través de la
coactivaci6 de MEF-2c. A més a més, PGC-1a reprimeix I'oxidacié de glucosa en
el muscul esqueletic, mitjangant I'activacid de I'expressié del gen que codifica per
la piruvat deshidrogenasa cinasa 4 (PDK4) a través d‘ERRa. La inhibici6é de
'oxidacié de la glucosa combinat amb 'augment del seu transport a I'interior del
muscul esqueletic serveix per restablir els diposits de glicogen musculars (378).

PGC-1s en el muscul esqueletic.

En el fetge, a diferencia del que succeeix en els altres teixits, PGC-1a i 8 tenen
papers diferents en el control del metabolisme energetic (379). Malgrat que els
dos participen en el control de I'oxidacio dels acids grassos (369) presenten
funcions independents en el control de la gluconeogenesi hepatica, aixi com en la
regulacio de la lipogénesi i la secreci6é d’VLDL.

Ratolins normals alimentats ad libitum mostren nivells molt baixos d’expressio
dels PGC-1s en fetge. Malgrat aixo, el dejuni incrementa de manera dramatica
I'expressio d’aquests cofactors (360). En models animals de DM1 (ratolins
tractats amb estreptozotocina) o DM2 (ratolins ob/ob), 'expressié de PGC-1aq,
pero no la de PGC1-f, es troba induida.

PGC-1a a través de la interacci6 amb PPARa, HNF4 i FoxO1 té un efecte directe
en l'activacio dels gens implicats en la gluconeogenesi. La infeccié d’hepatocits
primaris amb un adenovirus que expressa PGC-la provoca un increment en
I'expressio de Pepck, de la fructosa-1,6-bifosfat i de la glucosa-6 fosfatasa. En
canvi, PGC-1f3, segurament degut en part a la seva incapacitat per interaccionar
amb HNF4 i Fox01, no té cap efecte en la regulaci6 d’aquests gens (360); (379).
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L’administraci6é d’'una dieta rica en acids grassos saturats resulta en un augment
de PGC-1f, pero no de PGC-1a, en el fetge. La sobreexpressiéo del PGC-1f3 en
aquest teixit estimula la producci6 i secreci6 de TG, provocant una
hipertrigliceridémia i hipercolesterolémia. De manera contraria, s’ha descrit que
PGC-1a, disminueix els TGs i la seva secreci6. La regi6 de PGC-18 que
interacciona amb SREBP1c no esta conservada entre els diferents membres de la
familia dels PGC1s, fet que explica aquesta selectivitat d’isotip (378).
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Objectius
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L’objectiu central de la present Tesi doctoral ha estat coneixer el paper de la
sirtuina SIRT3 en la regulacié metabolica. En el moment d’inici de la mateixa, els
coneixements sobre SIRT3 eren minims, pero al llarg dels darrers anys s’ha
produit una eclosié d’informaci6 per part de diferents laboratoris i aixo,
juntament amb les dades que s’han anat obtenint al laboratori, ha anat
reorientat els objectius de la Tesi. Aixi doncs, bona part de la recerca realitzada,
s’ha orientant especificament al coneixement del paper de SIRT3 en la funci6 i
activitat termogenica del teixit adipds marrd. D’altra banda, una eina important
en la realitzacié d’aquesta tesi doctoral ha estat la disponibilitat de ratolins dels
ratolins SIRT3 -/-.

El objectius concrets de la present tesi doctoral es poden resumir en:

- Establir les alteracions en el metabolisme i I'expressié genica al teixit
adip6s marro i altres teixits importants per el metabolisme energétic en
situacions d’activaci6  (transicié fetal-neonatal, exposici6 al fred
ambiental) o inhibicié (dejuni) de la termogénesi en ratolins deficients
per SIRT3

- Estudiar el paper de SIRT3 en la diferenciaci6 i resposta hormonal dels
adipocits marrons

- Determinacié de mecanismes moleculars de regulacié de la transcripcio
del gen SIRT3 en adipdcits marrons
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En el moment d’iniciar la present tesi doctoral existien molt poques evidencies
sobre la funci6 de la sirtuina mitocondrial SIRT3, i les dades sobre la regulacié
de la seva expressio eren practicament inexistents. L'tinic article que proposava
un rol per a SIRT3, era el publicat per Shi i col-laboradors I'any 2005, en el qual
es descrivia un possible paper de SIRT3 en el control de la funci6é termogeénica en
adipocits marrons. Segons aquest estudi, SIRT3 s’expressava de manera
preferent al teixit adip6s marré (TAM) respecte al blanc i la seva expressid
augmentava al TAM en resposta al fred. Estudis de sobrepressio de la forma de
ratoli de SIRT3 en adipocits HIB-1B comportaven un augment de I'expressio de
PGCla, UCP1, i altres gens mitocondrials com les subunitats II i IV de la
citocrom c oxidasa i 'ATP sintetasa (40).

Degut a l'experiéncia al nostre laboratori en 'estudi de la biologia del TAM, al
interes que comencava a despertar entre la comunitat cientifica la familia de les
sirtuines en el control del metabolisme a mamifers i a que SIRT3, una de les tres
sirtuines mitocondrials descrites s’expressava abundantment al TAM, vam
decidir centrar la present tesi doctoral en I'estudi de la regulaci6 i de la funcio6 de
SIRT3 en aquest teixit.

Paral-lelament al desenvolupament del que aqui es presenta, el nombre
d’articles sobre la que sembla ser la principal sirtuina mitocondrial, no ha fet
meés que créixer i s’han anat acumulant evidencies sobre el paper de SIRT3 en la
regulaci6 de diverses vies metaboliques en teixits de gran rellevancia en el
control de la homedstasi energetica com son el fetge i el mascul esquelétic. No ha
aparegut en els darrers anys pero, cap nova referencia que relacioni SIRT3 amb
el teixit adipés. Es més, alguns autors han qiiestionat les dades presentades per
Shi i col-laboradors, ja que la forma de SIRT3 sobrexpressada en el seu estudi era
una forma curta descrita inicialment i que no contenia la seqiiéncia d’'import al
mitocondri. Aixi, articles posteriors (42;44;45) posaven de manifest que els
efectes descrits sobre I'estimulacié de gens caracteristics del TAM per part de
SIRT3, eren deguts a algun tipus d’artefacte, ja que la forma emprada de SIRT3
no era capa¢ d’anar al mitocondri i aquesta s’acumularia erroniament al nucli i
citosol. Aixi doncs, en el moment de redaccié de la present tesi doctoral, el paper
de SIRT3 en la fisiologia del teixit adipds marré es troba en discussio.

Una eina molt potent per tal d’estudiar la funcié d’'un gen determinat, és I'ds
d’animals knockout. Degut a I'existéncia i disponibilitat del model de ratolins
SIRT3 -/-, vam decidir utilitzar-los com a model d’estudi per tal de esbrinar els
possibles rols fisiologics de SIRT3. En el moment de I'adquisicié dels ratolins
SIRT3 -/-, no existia cap referencia en la literatura sobre aquest model i les
dades de la casa comercial que subministrava els ratolins (MMRRC, Mutant
Mouse Regional Resource Center, USA) indicaven que no presentaven un fenotip
aparentment alterat en condicions normals. Aquesta, és una situaciéo gens
infreqlient en els animals knockout; sovint es desenvolupen mecanismes de
compensacié que fan que els efectes deleteris de la perdua de funcié d'un gen,
siguin compensats per altres gens i vies metaboliques. El nostre objectiu inicial,
era el d’estudiar els possibles efectes de la manca de SIRT3 en diverses
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situacions d’estrés metabolic per tal d'intentar fer aflorar els efectes de la manca
de SIRT3 en I'organisme.

El primer que vam haver de fer pero, va ser establir una colonia de ratolins
SIRT3 -/-. A partir de dos animals SIRT3 -/- inicials, es va realitzar un
retrocreuament amb ratolins C57BL/6]J0Ola (Harlan) durant un minim de sis
generacions, per tal d’obtenir un rerefons genétic més homogeni, i evitar aixi els
possibles efectes derivats d'una manca d’homogeneitat en els animals d’estudi.
Durant el desenvolupament de la colonia SIRT3 -/-, vam poder comprovar que
efectivament la manca de la sirtuina mitocondrial, tant en els individus
heterozigots com en els homozigots SIRT3 -/- no comportava un fenotip deleteri
evident en condicions normals d’estabulacid, que aquests ratolins no tenien
problemes de fertilitat apreciables, i que els ratolins SIRT3 -/- naixien
normalment seguint les proporcions mendelianes. Aixi mateix, vam comprovar
per Real Time PCR, que els ratolins SIRT3 -/- no expressaven SIRT3 en cap dels
teixits analitzats (teixit adipds marr9, fetge, cor).

Un cop vam disposar de ratolins amb un rerefons genetic homogeni vam
procedir a estudiar 'efecte de la manca de SIRT3 en una situacié d’estimulacié
del TAM en el qual ratolins wild-type i ratolins SIRT3 -/- de tres mesos d’edat
van ser exposats durant tres setmanes a 42C de temperatura. Els ratolins SIRT3
-/- no presentaven una termogenesi adaptativa deficient, ja que eren capagos de
mantenir estable la temperatura corporal igual que els ratolins wild-type i no
presentaven diferencies de pes significatives al llarg de I'experiment. En el
moment del seu sacrifici, no presentaven parametres circulants alterats (glucosa,
B-hidroxibutirat) ni tampoc hormonals (insulina, leptina, PAI-I). Aixi mateix,
I'expressiéo de gens termogenics com UCP1, PRDM16, PGCla o DIO2 no es
trobava alterada, ni tampoc l'expressié hepatica de gens marcadors de 'oxidacié
de lipids (Ehhad), de la cetogenesi (HMG-CoA sintasa) o de la gluconeogenesi
(PEPCK). Aquesta aparent normal adaptacié al fred dels ratolins SIRT3 -/- que
observavem en el nostre experiment de fred cronic esta en consonancia amb un
article publicat paral-lelament per Lombard i col-laboradors, en el qual
descrivien que els ratolins SIRT3 -/- presenten una termogenesi adaptativa
normal en ser exposats al fred en aquest cas de forma aguda, durant 6 hores
(83).

La Unica alteracié remarcable que vam poder detectar en els ratolins SIRT3 -/-
exposats al fred respecte als animals wild-type, va ser una ingesta incrementada
significativament. Aquest es tracta possiblement d’'un mecanisme adaptatiu dels
ratolins SIRT3 -/-, tot i que el seu significat no és clar. Per una banda, no es
produeix un increment de pes ni de la quantitat de teixit adip6s marré en
aquests ratolins respecte als animals wild-type fet que suggereix que aquest
augment de la ingesta no es dona per tal d’augmentar el reclutament de teixit
adip6s marré als animals knockout degut a una ineficiencia en la termogenesi.
D’altra banda, com hem esmentat en la introduccid, mitjan¢ant la regulacié de
I'enzim LCAD (Long-chain acyl-CoA dehydrogenase), SIRT3 estimula I'oxidacid
d’acids grassos (50). Una possible explicacié al increment de la ingesta dels
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ratolins SIRT3 -/- podria ser precisament una oxidaci6 ineficient que no produis
el combustible necessari per la termogenesi al teixit adip6s marr6 i que
I'augment de I'aliment ingerit fos un intent de compensar aquesta deficiéncia. En
aquest sentit al teixit adipds marré dels ratolins SIRT3 -/- s’observa certa
tendéncia (malgrat no ser significativa) a 'augment de l'expressié de gens
relacionats amb I'oxidacié dels acids grassos com I’Ehhad o PPARa.

Ens vam plantejar aleshores una situacié contraria; un estres fisiologic en el qual
es produis una inhibicié de I'activitat del TAM, com és el cas el dejuni. Vam
sotmetre ratolins SIRT3 -/- i wild-type a 24 hores de dejuni i vam procedir al seu
sacrifici. L’analisi de parametres circulants com la glucosa, els triacilglicerids o
els acids grassos lliures no mostrava diferéncies significatives en els ratolins
SIRT3 -/- respecte als wild-type. Tampoc vam observar diferencies en 'expressio
genica hepatica de gens implicats en I'oxidacié de lipids (Ehhad), la cetogenesi
(HMG-CoA sintasa) o de la gluconeogénesi (PEPCK) ni al teixit adipds marro, en
el qual no s’observa una alteracié en I'expressio d’'UCP1, PPARq, Ehhad o PEPCK.
Tot i aixi, vam observar una tendencia a la disminucié de la concentraci6 en sang
de B-hidroxibutirat i acetoacetat als ratolins SIRT3 -/- sotmesos al dejuni en
comparacié amb els ratolins wild-type. Aquesta disminucio, tot i que en el nostre
cas no era significativa, esta en consonancia amb un article publicat
posteriorment per Eric Verdin i col-laboradors, en el qual es mostra un
impediment en la producci6é de cossos cetonics als ratolins SIRT3 -/- degut al
paper de SIRT3 en la regulacié postranscripcional de I'enzim HGMCoA sintetasa,
clau en la produccié hepatica de cossos cetonics (70). Desconeixem per que la
disminucid de cossos cetonics és significativa en el seu cas ino en el nostre, pero
podria ser degut a diferéncies en la soca de ratoli o en el nombre d’animals
emprats en cada cas.

Com hem esmentat, sovint en els models de ratolins knockout es produeixen
fenomens de compensacié que poden emmascarar I'efecte de la perdua de funcié
d’'un gen determinat. Aquests fenomens normalment es troben més consolidats
en I'animal adult i a vegades, I'estudi de I'etapa perinatal, és un model optim per
determinar I'impacte de la manca d'un gen determinat. Per exemple, els ratolins
PPAR« -/-, que gairebé no mostren un fenotip metabolic en I'etapa adulta en
estat d’alimentaci6, mostren un patré genic alterat en alguns teixits durant
I'etapa perinatal també en estat d’alimentaci6 (277). Per aquest motiu ens vam
proposar estudiar 'efecte de la manca de SIRT3 en aquestes condicions. Tant
pels experiments de fetus com de l'etapa postnatal, es van comparar animals
SIRT3 -/- amb wild-type germans per tal d’evitar diferéncies entre camades.

L’expressio de SIRT3 augmenta significativament al TAM després del naixement
en resposta a I'alimentacid. Curiosament, aquest efecte no es déna si no deixem
mamar els nounats. Aquest fet podria indicar que SIRT3 en el nounat es troba
sota el control de detreminats nutrients presents en la llet materna. L’estudi de
I'expressioé genica al TAM dels fetus a terme SIRT3 -/- mostrava una disminucié
significativa en 'expressié de gens implicats en funcions especifiques del teixit
adipds marré com DIO2, PRDM16 o PGC1lo. Aixi mateix, UCP1 presentava certa
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tendéncia a disminuir en aquests animals tot i que aquesta disminuci6é no era
significativa. Altres gens implicats en al catabolisme lipidic (Ehhad) i un
marcador general d’adipogéenesi com PPARY també presentaven una disminucid
significativa, mentre que gens gluconeogeénics com PEPCK i gens codificants per
a proteines mitocondrials (UQCRC1 i citocrom b) no es trobaven afectats.
Després del naixement (12 hores) si a les cries se’ls impedia mamar, aquesta
disminucié significativa de gens relacionats amb la termogenesi (UCP1 , DIO2,
PRDM16) als ratolins SIRT3 -/- es mantenia, mentre que aquestes diferencies es
perdien si les cries tenien accés a la llet materna, tant a les 12 com a les 36 hores.

Per contra, I'estudi del fetge en l'etapa perinatal, mostra que el fetge dels
ratolins SIRT3 -/- no presenta una expressié alterada en gens marcadors de
I'oxidacié lipidica (Ehhad, Acox1, CPT2B), la cetogenesi (HMGCo0AS) o la
gluconeogenesi (PEPCK, glucosa 6 fosfatasa). En canvi, s’observa una disminucié
significativa de 'expressié de gens del metabolisme lipidic (Ehhad, Acox1) a les
12 hores del naixement, aixi com una tendencia a disminuir dels gens cetogenics
(HMGCoAS). Aquesta alteracié es veu rapidament normalitzada a les 36 hores
després del naixement.

Aixi, els resultats obtinguts en els estudis perinatals indicaven un efecte deleteri
en 'expressid de gens hepatics i de gens caracteristics del TAM degut a la manca
de SIRT3, alhora que suggerien |’ existencia de forts mecanismes compensatoris
als ratolins adults, que en dificultaven I'estudi. Aleshores ens vam plantejar la
necessitat de canviar de model i treballar amb models cel-lulars per tal d’aclarir
el paper de SIRT3 en el teixit adipds marré i estudiar la seva propia regulacié en
aquest teixit.

Es conegut que SIRT3 s’expressa preferentment al teixit adipés marré respecte
al blanc (40) pero fins ara es desconeixia la regulacié de I'expressié de SIRT3
durant la diferenciacié de TAM. Com ja hem esmentat I'expressi6 de SIRT3 al
TAM augmenta amb el naixement, a més, mitjancant I'estudi de cultius primaris
de TAM, vam determinar per Real Time PCR que SIRT3 s’indueix durant la
diferenciacié dels adipocits marrons. Mentre que 'expressié de SIRT3 és baixa
als preadipocits (dia 4 de cultiu), assoleix el seu maxim quan els adipocits es
troben totalment diferenciats (dia 7-9). D’aquesta manera, veiem que SIRT3
segueix un perfil d’expressié6 molt similar al de gens termogenics caracteristics
d’aquest teixit com UCP1 o DIO2. Vam comprovar per Western Blot que
I'augment del mRNA de SIRT3 durant la diferenciacié dels adipocits marrons
efectivament es traduia en un augment de la proteina. Tal i com ja esta descrit,
I'augment dels nivells tant de PGCla com d’ERRq, reguladors de I'expressio
genica al TAM, també augmentaven durant la diferenciacié del adipocits, i ho
feien abans que els de SIRT3 i UCP1, quelcom compatible amb una possible
regulaci6 de SIRT3 per part d’aquests factors de manera similar a la descrita per
a UCP1. Cal remarcar pero, que a diferencia del que succeeix amb UCP1 i altre
gens relacionats amb la termogenesi, 'expressié de SIRT3 no augmenta en
resposta a noradrenalina en adipocits ja diferenciats.
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Tot i que ja haviem observat en els estudis in vivo, que els ratolins SIRT3 -/-
presenten una quantitat de TAM normal i que aquest presenta una morfologia i
uns nivells normals d’expressié de gens termogenics respecte als animals wild-
type, vam voler determinar si la diferenciacié dels adipocits primaris es trobava
afectada en absencia de SIRT3. Per tal de fer-ho vam realitzar cultius primaris
d’adipocits marrons a partir de preadipocits provinents de ratolins SIRT3 -/- en
paral-lel amb cultius primaris wild-type. Vam observar que la diferenciaci6 dels
adipocits SIRT3 -/- no es trobava impedida respecte a un cultiu paral-lel de
adipocits wild-type, ja que aquests mostraven una morfologia i una acumulacié
de lipids totalment normal. Aixi mateix, un cop diferenciats, els adipocits
marrons SIRT3 -/-, presentaven nivells basals normals de gens marcadors del
teixit adip6és marré (UCP1 i DIO2), aixi com de gens relacionats amb
I'adipogénesi en general (FABP4) o amb la mitocondriogenesi (subunitat [V de la
citocrom c oxidasa). Semblava doncs que I'absencia de SIRT3 no era critica per a
la correcta diferenciacié dels adipocits marrons.

Malgrat que l'expressio basal de gens termogenics no es trobava alterada als
adipocits SIRT3-/-, vam voler estudiar si la resposta a estimuls termogenics
estava afectada degut a l'abséncia de SIRT3. Per fer-ho, vam tractar
paral-lelament adipocits marrons diferenciats wild-type i SIRT3 -/- amb
noradrenalina o AMPc. De manera sorprenent la resposta a aquests estimuls
termogenics, traduida en un augment de I'expressi6o d’'UCP1 i DIO2 es trobava
clarament disminuida als adipocits SIRT3 -/- en els dos casos. Com era d’esperar,
en cap dels dos models no veiem canvis en resposta a I'estimulacié termogenica,
en I'expressio del gen FABP4, marcador general de I'adipogenesi.

Per tal d’'intentar reproduir els resultats obtinguts, vam voler utilitzar un altre
model d’estudi; el d’adipocits diferenciats a partir de MEFS, els quals mostren
normalment un fenotip intermedi entre un adipocit marré i un de blanc, i
presenten una gran capacitat d'induccié dels gens termogenics (266). Vam
realitzar novament cultius paral-lels de MEFS obtinguts de ratolins SIRT3 -/- i
MEFS wild-type i vam obtenir resultats molt similars als del model de cultiu
primari d’adipocits marrons, és a dir; una diferenciacié normal dels adipocits
SIRT3 -/-, uns nivells basals normals de marcadors termogenics i una resposta
significativament disminuida d’aquests adipocits a I'estimulaci6 per
noradrenalina i AMPc.

Aquestes dades, suggerien que SIRT3, tot i no ser necessaria per a la
diferenciacié dels adipocits marrons en cultiu, si que ho és per a una correcta
resposta de la maquinaria genica especifica dels adipocits marrons davant un
estimul termogenic. Cal remarcar que en ambdds models d’estudi, els adipocits
SIRT3 -/- presenten nivells normals de receptor 3-adrenergic, de manera que la
manca de resposta de la via noradrenergica en aquest model no és conseqiiencia
d’'una manca de receptor i per tant, depen d’algun mecanisme corrent avall en el
qual SIRT3 juga un paper clau.
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Com ja hem vist, SIRT3 té un perfil d’expressié durant la diferenciaci6 de
I'adipocit marré mot similar al de gens caracteristics de la maquinaria
termogenica com UCP1 i DIO2Z i que aquest es troba lleugerament desplacgat en el
temps respecte al de I'expressié d’'un regulador clau de la diferenciaci6 i de
I'adquisicié del fenotip termogenic i de la resposta noradrenergica com és el
corregulador transcripcional PGCla. Aquestes evidéncies ens van portar a
estudiar la possible regulaci6 per part de PGCla del gen SIRT3 a adipdcits.

Per fer-ho vam emprar un vector adenoviric per tal de sobrexpressar PGCla en
diversos models d’adipocit. Com a control, tant del grau d’infecci6 a nivell visual,
com de l'especificitat de que els efectes observats son deguts la sobrexpressio
especifica de PGC1 «, varem emprar paral-lelament un adenovirus que codifica
per la proteina GFP.

La sobrexpressiéo de PGCa, comprovada tant a nivell de mRNA com de proteina,
augmentava al seu torn de manera sistematica I'expressié de SIRT3 tant en un
model tipic d’adipocits marrons com la linia cel-lular de ratoli HIB-1B, com en la
linia d’adipocits blancs humans SGBS aixi com ens els adipocits derivats de
MEFS. Aquesta induccié de SIRT3 era paral-lela en els tres models d’estudi a la
caracteristica inducci6 per part de PGC1la de gens termogenics com UCP1 i DIO2.
Aixi mateix, 'expressié d’'un marcador adipogenic no especific d’adipocit marro i
no regulat per PGCla com és la FABP4, no es trobava alterada a causa de
I'augment de PGCla. Els resultats obtinguts suggerien que SIRT3 pertany al
conjunt de gens regulats per PGCla que determinen el fenotip diferencial entre
adipocits marrons i blancs.

Aquest fet, juntament amb I'impediment de la resposta noradrenergica ens els
adipocits SIRT3 -/-, ens va portar a estudiar si la induccié de gens termogenics
per part de PGCla es trobava també afectada en absencia de SIRT3. Per fer-ho
vam sobrexpressar PGCla paral-lelament a MEFS wild-type i MEFS obtinguts de
ratolins SIRT3 -/-. De manera similar al observat anteriorment, la induccié de
UCP1 i DIO2 en resposta a PGCla, es troba clarament afectada en els MEFS
SIRT3 -/-. Aquest efecte és degut a algun mecanisme corrent avall de PGCla en
el qual SIRT3 esta implicada i no a efectes derivats d’'una eficiencia d’infeccio
disminuida en els MEFS SIRT3 -/-, ja que el grau de sobrexpressi6 de PGCla
(comprovat tant a nivell d’'mRNA com de proteina) era similar en els MEFS SIRT3
-/- respecte als wild-type.

Un cop vista la possible implicacié de PGCla en la regulacié de I'expressio de
SIRT3, vam voler aprofundir en el mecanisme d’aquest efecte per tal d'intentar
descriure la resta de factors de transcripcié implicats. Per tal de fer-ho, ens vam
plantejar un abordatge a nivell d’estudi del promotor de SIRT3 de ratoli. L’estudi
in silico de la regi6 5 corrent amunt del gen, mostrava una estructura
caracteristica; l'inici de transcripcié del gen SIRT3 es troba molt a prop
(concretament a 85 parells de bases) del inici de transcripcié d'un altre gen, el
PSDM13, un gen del proteosoma poc caracteritzat. Aquesta disposicié d’ambdds
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gens, es conservava també en rata i en humans i, tot i que la distancia en aquest
darrer cas, és bastant més gran, de prop d'una kilobase.

S’ha vist que aquesta estructura de dos gens capicuats compartint una regi6 5’
no és del tot infreqiient i normalment implica que aquests gens comparteixen
elements reguladors. De totes maneres un estudi en el qual es va clonar en
vectors reporters aquesta regi6 intergenica de la forma humana en ambdues
direccions, indicava que els dos gens podrien tenir una regulacié diferencial
(380). En aquest sentit, dades d'mRNA obtingudes al nostre laboratori semblen
indicar que en el cas del ratoli, aquesta regulacié dels dos gens, per exemple per
sobrepressié de PGC1a, és també diferencial (dades no mostrades).

Aixi doncs, per tal d’aprofundir en la regulacié de I'expressié de SIRT3 vam
decidir clonar la regi6 promotora del gen SIRT3 de ratoli en un plasmidi que
contenia la luciferasa com a gen reporter. Vam clonar inicialment un fragment d’
aproximadament una kilobase corresponent a la regi6é 5’ del gen (que incloia per
tant, part no codificant del gen PSMD13). En ser transfectat en cel-lules HIB-1B,
mostrava una elevada activitat promotora, comparable, i fins i tot superior, a
promotors com el del gen UCP1 i PGCla, tipicament utilitzats al nostre
laboratori.

Posteriorment, mitjancant estudis de cotransfecci6 amb un vector que expressa
la forma murina de PGC1la vam comprovar que, de la mateix manera que el que
succeia amb el gen endogen, PGCla era capag d’induir I'activitat promotora del
constructe de manera significativa. Degut a que, com ja hem vist PGC1 a és un
corregulador de la transcripcid que necessita d’altres proteines per activar
I'expressié genica, vam testar diversos factors de transcripcié y receptors
nuclears els quals se sap que sén corregulats en diverses situacions per PGCla.
Entre ells NRF1, NRF2 a, NRF2f3, PPARa, PPARYy, ERRa i els receptors de tiroides

aif.

De tots els factors provats, només ERRa era capa¢ d’augmentar per si sol
I'activitat del promotor SIRT3 de manera significativa. A més, en ser
cotransfectat amb PGC1q, s’aconseguia un efecte additiu en 'activitat promotora.

Per tal de localitzar els elements de resposta a través dels quals es produiria
I'accié de PGC1la i ERRa sobre I'expressié de SIRT3, es va procedir a realitzar un
escurcament del promotor de SIRT3 a partir del constructe de 956 SIRT3-Luc, de
tal manera que només inclogués la regi6 entre els dos gens. El resultat va ser un
fragment d’'uns 100 parells de bases (-85/+22) que conservava part de l'activitat
promotora i sobretot, la capacitat de transactivacié per part de PGCla i ERRa,
tant per si soles com en combinacid de les dues, fet que indicava que en aquesta
regié intergenica es trobaven els possibles elements principals de resposta a
través dels quals estarien actuant PGC1a i ERRa sobre I'expressié de SIRT3.

Es va procedir a un analisi informatic d’aquesta regi6 proximal del promotori es
van identificar dos possibles llocs d'unié de la superfamilia de receptors
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d’hormones, la qual inclou el receptor ERRa. La mutacié dels dos elements
putatius per separat, produia una disminucié parcial de la induccié de I'activitat
promotora per part de PGC1 o i ERR a, mentre que la mutacié conjunta dels dos
elements eliminava per complert I'activacid, tant per separat com quan actuen
conjuntament, fet que feia pensar que haviem identificat els dos principals llocs
d’'unié a través dels quals PGCla i ERRa activarien I'expressiéo de SIRT3 en
adipocits.

Per assegurar-nos que PGCla i ERRa s’unien a aquesta regié promotora de
SIRT3 vam decidir realitzar assajos d’ immunoprecipitacié de cromatina (Chip) .
Primerament vam voler comprovar que PGCla s’unia a aquesta regié proximal
en el gen endogen en adipocits marrons. Per fer-ho, vam immunoprecipitar amb
un anticos especific per a PGCla, extractes provinents de cultius primaris
d’adipocits marrons. Vam dissenyar uns primers especifics per tal d’amplificar
per PCR la regié 5’ proximal de SIRT3 (-107/+18) i efectivament vam comprovar
que la inmunoprecipitaci6 amb PGCla comportava un enriquiment especific de
la banda corresponent a la regi6 d’interes respecte a la immunoprecipitaciéo amb
un anticos control (anti IgGs). Com a control negatiu vam amplificar una regié
intragenica del gen SIRT3 on teoricament hom no esperaria la uni6 de PGClaq, i
efectivament no vam detectar cap enriquiment.

Un cop confirmada la unié del PGC1la endogen a la regio proximal del gen SIRT3,
vam voler comprovar si aquesta unié tenia lloc especificament als elements de
resposta putatius que haviem identificat anteriorment. Per fer-ho vam co-
transfectar cel-lules HIB-1B amb el vector d’expressiéo de PGC1 a i amb el vector
reporter 956 SIRT3-Luc tant en la seva forma wild-type com en la que contenia
els dos possibles elements de resposta mutats. Posteriorment vam
inmunoprecipitar novament amb l'anticos de PGCla i vam comprovar que la
mutacié dels llocs d'unié a receptor, comportava una disminuci6 significativa de
la unié de PGCla a aquesta regio.

Voliem detectar també la unié d’ERRa a la regié promotora de SIRT3 pero degut
a que no existien gaires referencies a la literatura de Chip immunoprecipitant
I'ERRa endogen, ni d’anticossos fiables per a aquest proposit, vam decidir
treballar amb un vector que expressés un ERRa amb un tag HA. Aixi, vam
transfectar cel-lules HIB-1B amb aquest vector ERRa-HA, i vam
immunoprecipitar amb un anticos anti-HA. L’enriquiment especific obtingut per
PCR de la zona corresponent a la regio proximal de SIRT3, ens indicava que,
efectivament ERRa s’uneix aquesta regié promotora del gen endogen que conté
els dos possibles elements de resposta que haviem descrit.

Un cop comprovada la transactivacio del promotor de SIRT3 i la unié especifica a
aquest per part d’ERRa , vam voler comprovar que ERRa era efectivament capag
d’activar I'expressié del gen endogen. Per fer-ho vam infectar MEFS amb un
adenovirus que dirigeix I'expressié de ERRa. La sobrexpressié d’ERRa, causava
un lleuger pero significatiu augment de l'expressié de SIRT3. La infeccié
conjunta amb l'adenovirus de PGC1a, produia un efecte additiu dels dos factors,
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fet que reforcava la idea de la seva acci6 conjunta en la transactivacié de
I'expressio del gen.

Per acabar de definir el paper d’ERRa en I'expressié de SIRT3 vam voler veure
'efecte que produia la seva inhibici6. Per fer-ho, vam utilitzar dues estrategies
complementaries. Primerament vam infectar adipocits provinents de MEFS amb
un adenovirus siERRa, aconseguint com a resultat reduir fins a un 70%
I'expressio de 'ERRa endogen, fet que es traduia en una disminuci6 de fins a un
30% de l'expressidé basal de SIRT3. A més, en combinaci6 amb l'adenovirus de
PGC1aq, la inhibicié de I'expressi6 d’ERRa produia una disminucié significativa
de l'estimulacié de l'expressi6é de SIRT3 per part de PGCla. Una segona
estrategia, va ser I's de l'inhibidor especific de ERRa, XCT-790. En combinacid
amb l'adenovirus de PGCla, era capa¢ de disminuir fins un 40% l'activacio de
I'expressi6 de SIRT3 per part d’aquest. Ambdues estratégies posaven de
manifest el paper d’ERRa en l'activacié de I'expressiéo de SIRT3 per part de
PGCla.

Com hem esmentat, el coregulador transcripcional PGCla és essencial per
coordinar la regulacié de I'expressi6 dels gens que determinen que l'adipocit
marré adquireixi la seva capacitat termogeénica (213) . Es a més també
necessaria perque l'adipocit marré adquireixi la sensibilitat als estimuls
termogenics que arriben via noradreneérgica (278) . Les evidencies recopilades
en la present tesi doctoral , que suposen el primer estudi sobre la regulaci6é de
SIRT3 en adipocits marrons, indiquen que SIRT3 també es troba sota el control
transcripcional de PGCla en adipocits marrons i que la seva expressio, és
essencial per a una completa adquisicié de la capacitat termogénica de I'adipocit
marro.

El mecanisme a través del qual, SIRT3, una sirtuina que resideix al mitocondri
podria vehicular la inducci6 de gens nuclears, roman encara per aclarir. Com
hem esmentat, existeix certa controversia sobre si SIRT3 podria residir al nucli, i
mitjancant la seva activitat desacetilasa, podria estar participant directament en
el control de l'activitat de factors de transcripci6 o en l'estat d’acetilacié
d’histones nuclears (47). També podria ser que SIRT3 mitjances directa o
indirectament en alguna senyal mitocondri-nucli. Shi i col-laboradors ja van
descriure que la sobrexpressi6 de SIRT3 era capa¢ de produir un augment de
I'expressié d’ UCP1, de manera depenent de I'estat de fosforilacié de CREBP (40).
Els actors en la cascada de fosforilaci6 de la via noradrenergica implicats es
desconeixen. A més, com ja hem esmentat, aquests estudis han estat fortament
debatuts degut a que la forma de SIRT3 sobrexpressada en aquell article, era la
forma curta descrita inicialment, que no contenia la seqiiéncia d’'import al
mitocondri. Aixi, articles posteriors posaven de manifest que els efectes
observats eren deguts a algun tipus d’artefacte, ja que la forma emprada de
SIRT3 no aniria al mitocondri i s’"acumularia erroniament al nucli i citosol (43).
En qualsevol cas, els nostres estudis amb dos models d’adipocits que no
expressen SIRT3, demostren que SIRT3 és un component essencial de la correcta
resposta termogenica de 'adipocit marré mediada per PGCla .
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Tot i que PGCla pot coactivar multitud de receptors nuclears i factors de
transcripcio, segons les dades presentades en el present treball, sembla que la
seva accié sobre l'expressi6o de SIRT3 implicaria principalment el receptor
nuclear orfe ERRa. Aquest fet és totalment consistent amb el paper conegut
d’ERRa en I'adipocit marré i amb el fet que ERRa esta implicat majoritariament
en l'expressié de proteines mitocondrials. Aixi, esta descrit que ERRa és
essencial en l'adaptacié al fred com evidencia el fet que els ratolins ERRa -/-
presenten una incapacitat per mantenir la temperatura corporal en ser exposats
al fred (322). ERRa és necessari per a garantir I'elevada capacitat oxidativa que
precisa l'adipocit marré per obtenir I'energia necessaria per a realitzar la
termogenesi. A més, ERRa activa directament, precisament a través de la seva
interaccié amb PGC1a, 'expressié de gens termogéenics com el propi UCP1 (381).
Aixi, les evidencies aportades en aquest treball, posen de manifest que SIRT3
forma part del conjunt de gens necessaris per a la correcta funcionalitat del TAM
que es troben regulats per la parella PGC1la-ERRa.

Precisament durant el periode terminal de redacci6 de la present tesi doctoral ha
aparegut un article publicat per Kong i col-laboradors on es descriu que PGCla
també regula positivament I'expressié de SIRT3 en el context de la cel-lula
muscular i que ho fa també a través de la seva interacci6 amb ERRa (382).
Aquesta regulacié de I'expressio de SIRT3 per part de PGCla també en el context
del muscul esqueletic, és totalment consistent amb el fet que tant SIRT3 com
PGCla s’expressen preferentment en fibres musculars de tipus I (més
oxidatives) i en resposta al exercici (74). Aixi doncs, sembla que I'eix PGCla-
SIRT3 seria de rellevancia, a més de al teixit adipds marro, en altres teixits.

Un cop establida la relaci6 entre PGC1la i la regulacié de I'expressié de SIRT3, és
temptador pensar en un eix SIRT1-PGC1la-SIRT3 que relacioni les dues
principals sirtuines implicades en la regulaciéo metabolica. Nombroses evideéncies
indiquen que SIRT3 i SIRT1 s6n necessaries per a vehicular les respostes que es
donen durant la restriccié calorica. Ja hem esmentat que SIRT1 desacetila
PGCla, augmentant-ne la seva capacitat d’activar la transcripcié6 (21). En
condicions de restricci6 calorica es dona un augment de 'expressioé de SIRT1 aixi
com dels nivells de NAD+, fet que resulta en un increment de la biogenesi
mitocondrial mediada per PGCla en teixits com el muscul o el teixit adipds
blanc (383). Com hem vist, I'expressié de SIRT3 també augmenta en diversos
teixits (com el propi TAM) en aquestes condicions (40;66;88) aixi com ho fa la
relaci6 NAD+/NADH intramitocondrial (72), fet que augmentaria l'activitat de
SIRT3 de forma coordinada amb la seva expressio. Aixi, en un teoric eix SIRT1-
PGC1a-SIRT3 podria coordinar les respostes del nucli i el mitocondri en alguns
teixits en determinades situacions metaboliques com la restricci6 calorica. Aixi
ho suggereix una revisio publicada recentment a la revista Molecular Cell (384)
en la qual es fa referencia al nostre treball (385).
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Figura 8. Model a través del qual SIRT1 i SIRT3 cooperarien en condicions
d’una disminuci6 del consum de calories. Els nivells de SIRT1 i la seva activitat
s'incrementen, fet que porta a la desacetilacié i l'activaci6 de PGCla. La
transactivacié de ERRa per part de PGCla incrementa la transcripcié de
SIRT3, fet que resultaria en una disminuci6 de la produccié de ROS i els
conseqiients efectes beneficiosos sobre l'envelliment. Mol Cell. 2011 Jun
10;42(5):561-8. The SirT3 Divining Rod Points to Oxidative Stress. Bell EL, Guarente
L.
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1. En el periode perinatal la manca de SIRT3 comporta una alteracié en
I'expressio de gens marcadors de la termogenesi al teixit adipdés marréd
(uncoupling protein-1, 5’-deiodinasa, PRDM16) aixi com de diversos gens
implicats en l'oxidaci6 d’acids grassos al fetge (enoil-CoA, hidratasa/3-
hidroxiacil CoA deshidrogenasa, acil-CoA oxidasa).

2. En ser exposats a un estimul de fred cronic, els ratolins adults SIRT3 -/- no
presenten una afectacié evident en la seva adaptacio al fred ni en I'expressi6 de
gens termogenics al teixit adipds marré.

3. En ser sotmesos a un dejuni de 24 hores, els ratolins adults SIRT3 -/-, no
presenten alteracions en els parametres circulants ni en I'expressié genica de
diversos marcadors del metabolisme energetic al fetge i al teixit adip6s marré.

4. L’expressié de SIRT3 esta associada a la diferenciacié terminal de I'adipocit
marro.

5. SIRT3 és necessaria per una correcta induccié de l'expressié dels gens
termogenics en adipocits marrons en resposta a l'activacié noradreneérgica
mediada per AMPc.

6. PGCla indueix l'expressi6 de SIRT3 en adipocits blancs i fibroblasts
embrionaris com a part de la induccié global del patré d’expressié genica
especific del teixit adipds marra.

7. En fibroblasts embrionaris SIRT3 -/-, PGCla no pot induir adequadament
I'expressio de gens termogenics especifics de I'adipocit marro.

8. PGCla activa la transcripcié del gen SIRT3 a través de la coactivacié del
receptor nuclear orfe ERRa, el qual s'uneix a la regi6é proximal del promotor del
gen SIRT3.

9. ERRa és necessari per a la completa induccié de I'expressié del gen SIRT3 en
resposta a PGC1la.

10. En general es pot concloure que PGCla controla 'expressié de SIRT3, essent

aquesta accié un component essencial del mecanisme global a través del qual
PGCla indueix la completa adquisici6 del fenotip d’adipocit marré diferenciat.
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Role of SIRT3 in the metabolic adaptations to physiological
conditions of altered thermogenic activity: a transcriptomic
approach.

Revista: Endocrinology (sotmes)

Paper de SIRT3 en les adaptacions metaboliques a condicions fisiologiques
d’una activitat termogénica alterada: una aproximacié transcriptomica.

SIRT3, membre de la familia d’histona desacetilases anomenades sirtuines, es
troba principalment al mitocondri de teixits com el fetge, muscul, cor i teixit
adip6s marr6 i s’ha suggerit que podria jugar un paper en el metabolisme
energetic. Per tal d’aclarir el seu rol en la termogenesi, es van analitzar les
alteracions en ratolins SIRT3 -/- en dues condicions de termogenesi
augmentada: la transicio fetal-neonatal i I'exposicié cronica al fred en ratolins
adults, aixi com es va estudiar l'efecte del dejuni en adults SIRT3 -/- , una
situacio en la qual la termogenesi es troba inhibida. Es van avaluar els possibles
trastorns metabolics i es va procedir a un analisi transcriptomic de I'expressié de
gens marcadors de diverses vies metaboliques en el teixit adip6s marré i altres
teixits dels ratolins SIRT3 -/- . Els resultats obtinguts indiquen alteracions
significatives en el periode perinatal com a conseqtiéncia de la manca de SIRT3,
pero no en I'etapa adulta. S’'observa una expressio alterada de gens especifics de
la termogenesi (uncoupling protein-1, 5’-deiodinasa, PRDM16) al teixit adipds
marrd en l'etapa perinatal aixi com de gens implicats en l'oxidaci6 d’acids
grassos  (enoil-CoA, hidratasa/3-hidroxiacil CoA deshidrogenasa, acil-CoA
oxidasa) al fetge durant 'etapa perinatal. Aquests resultats posen de manifest el
potencial paper de SIRT3 en aquestes vies metaboliques i evidencien I'existencia
de mecanismes homeostatics durant el desenvolupament post-natal capacos de
compensar I'abséncia de SIRT3 en I'animal adult.
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Precis : Invalidation of Sirt3 gene causes abnormal expression of thermogenesis-related genes

and lipid catabolism genes in brown fat and liver, respectively, in the perinatal period.
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Abstract

SIRT3 is a member of the sirtuin family of deacetylases present mainly in mitochondria from
tissues such as brown adipose tissue, liver, muscle and heart. It has been suggested to play a role
in energy metabolism. To gain insight in the role of SIRT3 in thermogenesis, we determined the
alterations in mice with targeted invalidation of the SIRT3 gene (SIRT3-/- mice) in two
conditions of enhanced thermogenesis: the fetal-to-neonatal transition and chronic exposure of
adult mice to cold, an in fasting of adult mice, a condition of depressed thermogenesis.
Assessment of overall metabolic disturbances and a transcritomic analysis of the expression of
marker genes of distinct metabolic pathways were performed in brown fat and other tissues
from SIRT3-/- mice in these conditions. Results indicated significant alterations in the perinatal
period but not in adulthood. Impaired expression of specific genes of thermogenesis
(uncoupling protein-1, 5’-deiodinase, PRDM16) in perinatal brown fat, and of genes encoding
components of the fatty acid oxidation machinery (enoyl-CoA, hydratase/3-hydroxyacyl CoA
dehydrogenase, acyl-CoA oxidase) in perinatal liver were observed in SIRT3-/- mice. Results
highlight the potential role of SIRT3 in these pathways and evidence the appearance of
homeostatic mechanisms during post-natal development capable to compensate for the absence

of SIRT3 in the adulthood.
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Introduction

Sirt3 is a member of the sirtuin family of protein deacetylases present in mitochondria and
probably also in nuclei (1;2). In liver, several mitochondrial protein that are targets of SIRT3-
mediated deacetylation have been identified, among them enzymes involved in lipid oxidative
pathways, such as HMG-CoA synthase or long chain acyl-CoA dehydrogenase (3;4)
components of the mitochondrial respiratory complexes, such as Complex I subunit NDUFA9
(5) and Complex II subunit succinate dehydrogenase flavoprotein (SdhA), (6) . In general, it
appears the SIRT3-dependent deacetylation promotes an active conformation of these proteins
leading to enhanced lipid catabolism. On the other hand, Sirt3 is highly expressed in brown
adipose tissue, in contrast with a low expression in white fat. It has been proposed that Sirt3
may be involved in brown aft thermogenic function (7) . In heart, Sirt3 has been recently been

reported to be protective against cardiac hypertrophy (8;9).

In the present study we used the Sirt3 -/- mouse in order to explore the role of Sirt3 in the
physiological adaptations to challenges in energy metabolism elicited by enhanced thermogenic
needs. For this purpose we specifically analyzed the alterations in Sirt3 -/- mice in response to
the fetal-to-neonatal transition as well as in the adaptation of adult mice to a long-term exposure
to a cold environment. In parallel, we explored the response of Sirt3 -/- mice to starvation, a

typical situation of repression of adaptive thermogenesis.

The transition from fetal no neonatal life constitutes one of the major metabolic challenges to be
accomplished in life. Fetal energy metabolism is maintained by the supply of glucose to fetal
circulation though the placenta. Thus, fetal tissues are adapted to use carbohydrates as their
major source of energy. After birth, glucose supply is interrupted and most of the energy
requirements of neonatal tissue should be covered by milk, a lipid-rich source of metabolic
energy (10). Accordingly, a rapid adaptation in gene expression takes place in most neonatal

tissues to enhance the capacity to deal with fat as metabolic substrate and to save glucose to
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maintain glycemia. There are evidences that fatty acids themselves induce the pattern of gene
expression adaptive to this novel situation via activation of PPARs (11;12). Hormones such as
glucocorticoids or glucagon, that rise in neonatal circulation, also act in eliciting the induction
of genes encoding hepatic enzymes involved in the maintenance of glucose levels, such as
Phosphoenolpyruvate carboxykinase (PEPCK) (13). However, the mechanisms that provide
most of these metabolic adaptations and changes in gene expression are not fully understood.
Moreover, the neonatal life constitute a major challenge to energy metabolism because of the
dramatic need of thermogenesis due to the sudden shift from thermoneutral environment of
fetuses maintained by dam’s metabolism to the strong extrauterine environment thermal stress.
Brown adipose tissue is the main site of neonatal thermogenesis and, accordingly, adaptive
metabolism and gene expression for lipid oxidation and mitochondrial oxidative function
machinery is strongly activated in the neonate (14). Here we investigated the role of Sirt3 in the
transition from fetal to neonatal life by determining the alterations caused by Sirt3 gene
invalidation in mice. Moreover, we also analyzed how Sirt3 -/- adult mice respond to adaptation
to a low environment temperature. In this conditions, mice are known to increase heat
production by increasing food intake, recruiting brown adipose mass and enhancing the
expression of thermogenic genes, as well as by adapting systemic metabolism to enhanced
provision of lipid fuels to brown fat in order to sustain thermogenic, uncoupled, mitochondrial
oxidation (14). For comparison, we also studied how Sirt3 -/- mice respond to starvation, a

condition associated with an opposite adaptation: reduction of energy expenditure (15).

Materials and Methods

SIRT3 -/- mice (Strain name: B6; 129S5-SIRT3 Gt (neo) 218Lex) were obtained from MMRRC
(Mutant Mouse Regional Resource Center, USA) and had been backcrossed into the
C57BL/6JOla Hsd strain (Harlan) for six generations. For the experimental design involving
perinatal studies, heterozygous Sirt3 -/- mice were mated and homozygous Sirt3 -/- neonates
were analyzed with respect to their littermates wild-type controls. Mice at early stages of

development were studied at the following conditions: fetuses at term (obtained after caesarian
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sections of dams at day 19 of pregnancy), pups 12 h after birth, either fed by lactating mothers
or fasted (not allowed to initiate suckling), and 36h-old fed pups maintained with lactating
dams. Fetuses and pups were killed by decapitation. Chronic treatment of adult mice was
performed by exposing male 3 month-old Sirt3-/- mice and wild-type controls to a 4°C
environment temperature for 3 weeks. Body weight was recorded and mice were also killed by
decapitation. For starvation studies, adult Sirt3 -/- mice and the corresponding wild-type

controls were fasted for 24 hours before sacrifice.

After decapitation, blood was obtained and tissues were dissected and frozen immediately.
When indicated, blood was collected in heparinized tubes. Blood was used for assessment of
glucose and triglycerides (Accutrend; Roche). Plasma FFA levels were quantified using a
colorimetric acyl-CoA synthase and acyl-CoA oxidase-based method (NEFA C; Wako
Chemicals, Neuss, Germany). Plasma B-hydroxybutyrate and acetoacetate levels were
quantified using a spectrophotometric assay (Sigma). Leptin, total plasminogen activator
inhibitor type-1 (PAI-1) and resistin, were quantified in 20 pl of plasma using a multiplex
system (Linco Research/Millipore, Saint Charles, MO, USA) and a Luminex100ISv2

equipment. Adiponectin was quantified by ELISA (Linco Research/Millipore).

Tissue extracts for western blot were prepared by homogenization in a buffer containing 20 mM
NaHepes, pH 8.5, 25 mM MgCI2, 1% Igepal CA-630 (Sigma), ]| mM EDTA, a mixture of
protease inhibitors (Complete-Mini, Roche Diagnostics), 500 mM TSA (SIGMA) and 10 mM
NAM (SIGMA), and 0.1% phenylmethylsulfonyl fluoride, essentially as reported (16). Proteins
(30 pg/lane) were separated by 12% SDS-PAGE and transferred to Immobilon-P membranes
(Millipore). Immunological detection was performed with specific antibodies against acetylated
lysines (Cell Signaling #9441). For detection, an enhanced chemiluminiscence system (ECL,

Amersham Biotech, UK) was employed.

Total RNA was extracted using NucleoSpin (Macherey Nagel). Reverse transcription was

performed in a total volume of 20 pl using random hexamer primers (Applied Biosystems) and
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0.5 pug of RNA. Real-time quantitative PCR was conducted in 20-ul reaction mixtures
containing 1 pl of cDNA, 10 pl of TagMan Universal PCR Master Mix (Applied Biosystems),
probes from Assays-on-Demand Gene Expression Assay Mix (Applied Biosystems). TagMan
Gene Expression Assays : Phosphoenolpyruvate carboxykinase (PEPCK) Mm00440636 ml,
PPAR «a MmO00440939 ml, Peroxisome proliferator-activated receptor y (PPARy )
Mm00440945 ml, Peroxisome proliferator-activated receptor-y coactivator 1 o (PGC-la)
Mm00447183 ml, Superoxide Dismutase 2 (SOD2) Mm00449726 ml, SIRT3
MmO00452129 ml, Type II iodothyronine deiodinase (DIO2) Mm00515664 m1, HMG CoA
sintase 2 (HMGS2) Mm00550050 m1, Enoyl-CoA hydratase/3-hydroxyacyl CoA
dehydrogenase (EHHADH) Mm00619688 ml, Peroxisomal acyl-coenzyme A oxidase 1
(Acox1) Mm00443579 ml, Ubiquinol-cytochrome-c reductase complex 1 (Ugqcrel)
Mm00445911 ml, PR domain containing 16 (Prdml6) Mm00712556 m1, Carnitine
palmitoyltransferase 11 (Cpt2) Mm00487202 ml, Glucose 6-phosphatase (G6pc)
Mm00616234 ml, Pyruvate dehydrogenase kinase 4 (Pdk4) Mm00443325 ml, Uncopling
protein 1(UCP1) Mm00494069 ml, UCP2 Mm00627598 ml, UCP3 Mm00494074 ml,
cytochrome b (cit b) CYT-bmmO001-cj1, Medium Chain acyl CoA Dehydrogenase (MCAD)
MmO00431611_ml, Atrial natriuretic factor (ANF) Mm 012557g1. Acetyl-CoA synthetase 2
(ACeCS2) (made to order), Glucose Transporter 1 (Glutl) Mm00441480 m1l. Each assay was
performed in duplicate, and the mean value was used to calculate mRNA expression for the
gene of interest and the housekeeping reference gene (18S rRNA; Hs99999901). The amount of
the gene of interest in each sample was normalized to that of the reference control using the

comparative (27*“7) method following the manufacturer's instructions.

Statistical comparisons were performed using Student’s t test.

157



Results

Altered pattern of tissue protein acetylation due in Sirt3 gene invalidation. First we assessed
whether Sirt3 invalidation in mice resulted in the changes in the protein acetylation pattern
expected from the deacetylating role of Sirt3. Fig 1 shows an example of electrophoretic
analysis of liver protein extracts from Sirt3 -/- and wild-type mice immunoblotted with anti
Acetyl-Lys antibody. Arrows indicate the main bands with a differential pattern of
hyperacetylation status in Sirt3 -/- mice. In parentheses, candidate proteins in accordance with
available data of protein targets of Sirt3-dependent deacetylation are shown. This assay
establishes the impact of Sirt3 invalidation of the deacetylation status of discrete protein,

compatible with the reported targets.

Effects of Sirt3 invalidation in perinatal gene expression: tissue- and development-specific
alterations. First, we determined developmental regulation of Sirt3 gene expression in the
perinatal period. A significant increase in liver SIRT3 mRNA levels after birth (12 or 36 hours)
was observed. The induction of expression of SIRT3 in liver was independent from the feeding
state. On the other hand, we also observed an increased expression of SIRT3 mRNA in brown

adipose tissue after birth, but only in fed conditions. (Fig 2)

Sirt3-invalidation did not cause any significant change in total body weight fetuses at birth
respect to wild-type littermates (Fig 3). Concerning circulating parameters, no significant

changes were observed in glycemia or plasma B-hydroxybutyrate levels. (Fig 3).

The effects of Sirt3 invalidation on gene expression in liver, brown adipose tissue and heart
from fetuses was analyzed. In liver, no changes were observed in the expression of marker
genes of lipid oxidation (Ehhad, Acoxl, Cpt2b), ketogenesis (HMG-CoA synthase) and
gluconeogenesis (PEPCK, Glucose-6-Pase) (Fig 4A). After birth, if pups were not allowed to
initiate suckling (12h-old, fasted pups), no changes in gene expression were observed in liver
(Fig 4B). In contrast, if pups were allowed to initiate milk intake (12h-old, fed pups), an

impaired expression of marker genes of lipid catabolism (Ehhad, Acox1) was found in Sirt3 -/-
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mice (Fig 4C). These changes in liver from Sirt3 -/- mice were not present when pups were 36h

old (Fig4D).

A marked impairment in gene expression for several specific functions of brown adipose tissue
was found in fetal brown fat (Fig 5A). The expression of marker genes of specific brown fat
function ( Dio2, PRDM16, PGC-1a) were significantly reduced, and UCP1 expression was also
lowered although in this case it didn’t achieve statistical significance. Lipid catabolism genes
(Ehhad) and overall adipogenic marker genes (PPARYy) expression was also significantly
lowered, whereas no significant changes were found for the expression of PEPCK gene and
genes encoding mitochondrial proteins (UQCRCI1 and cytochrome b). After birth (12h-old), if
pups were not allowed to suckle, expression of brown fat thermogenesis-related genes (UCP1,
Dio2, PRDM16) remained significantly impaired in Sirt3-null neonates (Fig 5B). However, if
pups were allowed to suckle, either 12h after birth or 36h after birth, they did not show
statistically significant changes in the expression of the marker genes studied as a consequence
of Sirt3 invalidation (Fig 5C and 5D). In heart, no significant changes on the pattern of gene

expression due to Sirt3 invalidation was found at any of the perinatal conditions studied (Fig6).

Effects of Sirt3 invalidation on the metabolic adaptations of liver and brown adipose tissue
gene expression to chronic cold exposure. Chronic cold exposure of mice did not cause any
differential effect on body weight of Sirt3-/- mice respect to wild-type controls, but this was
associated with enhanced food intake in Sirt3-/- mice in response to cold (Fig 7A). Rectal
temperature was also unaltered as they were also the metabolic (glucose, B-OH-butyrate) and
hormonal (insulin, leptin, PAI-I) parameters determined in blood (Fig 7B). Interscapular brown
adipose tissue weight in Sirt3 -/- mice was unaltered respect to wild-type controls (153,33 +
7,16 g in wild type mice and 159,55 + 6,94 g in Sirt3 -/- mice). Concerning gene expression,
we also observed no differences in the expression of genes encoding proteins involved in
thermogenesis and brown fat recruitment (UCP1, PRDM16, PGC-1a, Dio2), lipid catabolism

(Ehhad, PPAR@) and glucose uptake (Glutl) (Fig 8A). The hepatic expression of marker genes
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of lipid oxidation (Ehhad), ketogenesis (HMG-CoA synthase) and gluconeogenesis (PEPCK)

were unaltered between cold-exposed Sirt3 -/- and wild-type mice (Fig 8B).

Effects of Sirt3 invalidation on the metabolic adaptations of liver and brown adipose tissue
gene expression to starvation. The analysis of the impact of Sirt3 invalidation on the
metabolic (glucose, triacylglycerides, free fatty acids, total ketone bodies, B-OH-butyrate) and
hormonal (adiponectin, leptin, PAI-I, resistin) levels in plasma revealed no significant changes
in response to starvation when fasted Sirt3 -/- and fasted wild-type mice were compared (Fig
9A). Concerning gene expression in liver, it was also not significantly modified for genes
involved in lipid oxidation (Ehhad), ketogenesis (HMG-CoA synthase) or gluconeogenesis
(PEPCK) (Fig 9B). The same happened for brown fat, with no changes in gene expression of

UCP1, PPARa, Ehhad and PEPCK (Fig 9C).
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Discussion

The present study indicated that conditions of altered metabolic activity and opposite challenges
to energy expenditure such as cold exposure or starvation did not cause relevant metabolic and
gene expression changes associated with the lack of Sirt3 in adult mice. Mice exposed to long-
term cold maintain unaltered body temperature, circulating parameters and gene expression
profiles, much likely due to adaptive mechanisms of compensation of the loss of Sirt3 function.
The significant increase in food intake, not associated with any change in body weight, in cold
exposed mice is undoubtedly a relevant observation that may account for some of these
adaptations. The significance of this phenomenon is unclear. Enhanced energy expenditure due
to increased thermogenesis is unlikely, as there are no signs of increased BAT recruitment and
activity due to the lack of Sirt3, and, in fact, such a role for Sirt3 would be contradictory with
previous observations indicating a positive role of Sirt3 in BAT thermogenic activity (7) .
Further research will be needed for a careful assessment of energy expenditure in this mouse
model when placed in cold, including the possibility of altered excretory output of metabolic
energy or altered mouse activity, although this last possibility was not evident just from the

simple observation of the behavior of Sirt3-null mice.

Another remarkable finding in this model concerns the recently reported role of Sirt3 as
required for appropriate activity of fatty acid oxidation pathways through the control of the
acetylation of Long-chain acyl-CoA dehydrogenase (LCAD) (4). Enhanced oxidation of fatty
acids in BAT is essential to sustain thermogenesis during cold exposure, and our findings
indicate that Sirt3 is not an absolute requirement to attain a rate of lipid oxidation in BAT
compatible with a sufficiently active thermogenesis capable of maintaining body temperature
when Sirt3-null mice are living at 4°C. Maybe this may be related to previous observation of
enhanced food intake in Sirt3 -/- mice placed in cold. A relatively inefficient process of fatty
acid oxidation and deficient transformation of the metabolic energy present in fat foodstuff into
heat may explain enhanced food intake to compensate such inefficiency and to produce as much

heat as in wild-type animals.
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In the second model used, response to fasting, our results were also negative as we could not
observe significant alterations due to the invalidation of Sirt3 gene. In addition to the reported
impairment in fatty acid oxidation when Sirt3 is not functional (4) during the elaboration of the
present studies, Verdin et al. reported that Sirt3 in required for the control of hepatic ketogenesis
via the control of HMG-CoA synthase activity through deacetylation of the enzyme (3). When
we exposed Sirt3 -/- mice to starvation during 24 h, a condition of enhanced ketogenesis, we
observed systematically reduced levels of ketone bodies in Sirt3-/- mice respect to wild-type
ones, but the difference did not achieved statistical significance. However, Verdin et al
described a significant decrease in ketone bodies production in mice exposed to 24 hours of
starvation (3). Maybe differences in mice strain or the specific targeting of the Sirt3 gene to
achieve invalidation could explain that our Sirt3-/- mice had a much moderate impairment of

ketogenesis than those in Verdin’s lab. In any case, our results point towards the same trend.

In contrast with studies in adult mice, our analysis of the impact of Sirt3 gene invalidation in the
perinatal period provided more clues on the role of Sirt3 in metabolic homeostasis. The strong
impairment in gene expression of marker genes of thermogenesis in BAT from fetuses and
neonates early after birth strongly suggests an important role for Sirt3 in specific thermogenic
recruitment of BAT, considering the importance of pre-natal recruitment of BAT and sudden
activation of BAT activity after birth (17;18). However, the fast compensation of these
alterations just after few days of regular feeding indicates, as noted above, the high capacity of
homeostatic mechanisms present in vivo to compensate the specific metabolic deficiencies

arising from Sirt3 invalidation.

Similarly, alterations in hepatic gene expression were only observed in mice during the perinatal
period, in this case specifically in response to the initiation of milk intake. The initiation of
milk intake is a strong metabolic challenge to neonatal liver that should be associated with the
induction of genes encoding enzymes of fatty acid oxidation and ketogenesis (10). This process
is mediated by the induction of these genes by intracellular derivatives of fatty acids from the

high fat content of milk, and ligand-dependent activation of PPARa by these derivatives of fatty
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acids appears as a major mechanism in this process (11;12) . In light to the reported role of Sirt3
in activating Long-chain acyl-CoA dehydrogenase (LCAD), it may happen that the observed
impairment in the expression of lipid catabolism, PPARa-regulated genes in Sirt3 -/- neonatal
liver after milk intake could be related to abnormal production of the intracellular fatty acid

oxidation intermediates behaving as ligands of PPARa.

It is worth to mention that the analysis of neonatal metabolic adaptations using gene
invalidation rodent models is a powerful tool to investigate the primary role of a given gene, in
this case Sirt3, in metabolism (19). Frequently, the powerful homeostatic mechanisms
regulating metabolism compensate primary alterations elicited by the invalidation of a given
gene in adult rodents. However, the sudden appearance for the first time in life of the challenge
to adapt metabolism just after birth is not compatible with the progressive compensatory
adaptations appearing in adults, and the perinatal period appears as an optimal model to
visualize the primary impact of a given gene. An example of this would by the PPARa-
knockout mice, that exhibit almost no metabolic phenotype in the adulthood in basal conditions
but a markedly altered gene expression profile in neonatal life (11;12) (20). In this case, Sirt3-
/- mice have a very mild metabolic phenotype in adulthood. In contrast, our current analysis of
Sit3-/- neonates allowed us to identify brown adipose tissue and liver as potential targets of
Sirt3 action. Cellular “in vitro” approaches based on Sirt3 gene invalidation might be envisaged
to better delineate the specific role of Sirt3 in brown adipocyte and hepatocyte specific roles in

thermogenesis and metabolism, respectively.
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Abbreviation List

ACeCS2

Acox1

ANF

Citb

CPT2

DIO2

EHHADH

Gépc

Glutl

HMGS2

LCAD

MCAD

PDK4

PEPCK

PGC-1a

PPAR

PRDM16

SIRT3

SOD2

Acetyl-CoA synthetase 2

Peroxisomal acyl-coenzyme A oxidase 1

Atrial natriuretic factor

Cytochrome b

Carnitine palmitoyltransferase II

Type Il iodothyronine deiodinase

Enoyl-CoA hydratase/3-hydroxyacyl CoA dehydrogenase

Glucose 6-phosphatase

Glucose Transporter 1

HMG CoA sintase 2

Long Chain acyl CoA Dehydrogenase

Medium Chain acyl CoA Dehydrogenase

Pyruvate dehydrogenase kinase 4

Phosphoenolpyruvate carboxykinase

Peroxisome proliferator-activated receptor-y coactivator 1 o

Peroxisome proliferator-activated receptor

PR domain containing 16

Sirtuin 3

Superoxide Dismutase 2
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UCP Uncopling protein

UQCRC1 Ubiquinol-cytochrome-c reductase complex 1
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Fig 1

WT SIRT3 -/-

..

& .

Fig 1. Immunoblot of acetylated proteins in liver extracts from adult wild-type (WT) and
SIRT3-/- mice. Arrows indicate the bands specifically hyperacetylated in SIRT3-/- extracts, and
putative identity in accordance with mobility (3) (4) (21).
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Fig 2
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Fig 2. SIRT3 mRNA expression in liver and brown adipose tissue (BAT) in the perinatal period.
Bars are means + SEM of 5-6 mice from independent litters for each condition. Statistical significance
(p < 0.05) of comparisons respect to values in fetuses at term are shown as *.

170



Fig 3
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Fig 3. Body weight, blood glucose and plasma B-OH-butyrate levels in wild-type (WT) and SIRT3-/-
fetuses at term. Bars are means + SEM of 6-9 fetuses from 4-5 independent litters of WT (empty bars)

and SIRT3 -/- mice (filled bars)
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Fig 4
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Fig 4. Gene expression in liver from wild-type (WT) and SIRT3-/- mice in the perinatal period.
Bars are means + SEM of relative transcript levels of the indicated genes from fetuses (A) 12h-old
neonates either fasted (B) or fed (C) and 36h-old neonates (D) from 6-8 independent litters. Statistical
Significance (p <0.05) of the values between WT (empty bars) and SIRT3-/- mice (filled bars) is shown
as *.
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Fig 5 A
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Fig 5. Gene expression in brown adipose tissue from wild-type (WT) and SIRT3-/- mice in the
perinatal period. Bars are means + SEM of relative transcript levels of the indicated genes from fetuses
and 12h-old fasted neonates (A), and 12h-old fed and 36h-old fed neonates (B) from 6-8 independent
litters. Statistical significance (p < 0.05) of the values between WT (empty bars) and SIRT3-/- mice
(filled bars) is shown as *.
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Fig 5B

12 h-old fed neonates

UCP1

Ehhad

R

0.5

36 h-old fed neonates

UCP1

0.

o o )

Ehhad

;-

DIO2 PRDM16 PGC1a
3 15
2 1.0
1 05
PPARYy PEPCK UQCRC1 Cytochrome b
4 15 15 *
3
1.0 1.0-
2
1 — 0.5 0.5
DIO2 PRDM16 PGC1a
3 2 15
2 1.0
1
1 0.5
PPARY PEPCK UQCRC1 Cytochrome b

15 2 3 5
4
10 2
3
1
05 1 2
1

174



Fig 6

A, 12 h-old fed neonates
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Fig 6. Gene expression in heart from wild-type (WT) and SIRT3-/- mice in the perinatal period.
Bars are means + SEM of relative transcript levels of the indicated genes from 12h-old fed neonates (A)
and 36h-old fed neonates (B) from 6-8 independent litters. Statistical significance (p < 0.05) of the values
between WT (empty bars) and SIRT3-/- mice (filled bars) is shown as *.
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Fig 7
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Fig 7. Physiological and circulating parameters in adult wild-type (WT) and SIRT3-/- mice
exposed to 4°C environment temperature for 3 weeks. Bars are means + SEM of body weight,
food intake and rectal temperature (A), blood glucose, plasma 3-OH-butyrate, insulin, leptin and
plasminogen activation inhibitor-1 (PAI-I) levels (B) from 6-8 mice/group.. Statistical significance
(p < 0.05) of the values between WT (empty bars) and SIRT3-/- mice (filled bars) is shown as *.
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Fig 8

A) Brown adipose tissue
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Fig 8. Gene expression in brown adipose tissue and liver from adult wild-type (WT) and SIRT3-/-
mice exposed to 4°C environment temperature for 3 weeks. Bars are means + SEM of transcript
levels in brown adipose tissue (A) and liver (B) from 6-8 mice/group. Statistical significance (p < 0.05)
of the values between WT (empty bars) and SIRT3-/- mice (filled bars) is shown as *.
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Fig 9
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Fig 9. Circulating parameters and gene expression in liver and brown adipose tissue from adult
wild-type (WT) and SIRT3-/- mice fasted during 24h. Bars are means £ SEM of the blood glucose
and triglyceride levels, and plasma free fatty acid (FFA), total ketone bodies , f-OH-butyrate, adipoectin,
leptin, PAI-I and resistin levels (A), and transcript levels in liver (B) and brown adipose tissue (C) from

6-8 mice/group. Statistical significance (p < 0.05) of the values between WT (empty bars) and SIRT3-/- mice
(filled bars) is shown as *.
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Peroxisome Proliferator-activated Receptor-{gamma}
Coactivator-1{alpha} Controls Transcription of the Sirt3 Gene,
an Essential Component of the Thermogenic Brown Adipocyte
Phenotype.

Revista: Journal of Biological Chemistry. 2011 May 13;286(19):16958-66
PMID: 21454513

PGC1la controla la transcripci6 del gen SIRT3, un component essencial del
fenotip termogenic de I'adipocit marré.

SIRT3 (silent mating type information regulation 2, homolog 3), un membre de la
familia de les sirtuines, unes proteines desacetilases amb multiples accions
sobre el metabolisme i I'expressié génica que s’expressa de forma associada a la
diferenciacié del teixit adip6s marro. Mitjancant 1'as d’adipocits SIRT3 -/-, hem
determinat que SIRT3 és necessaria per una resposta apropiada de les cel-lules a
I'activacié noradrenergica  mediada per AMPc de l'expressi6 de gens
termogenics del teixit adipés marré. El co-activador transcripcional PGCla
(peroxisome proliferator-activated receptor-y coactivator-la) indueix
I'expressio de SIRT3 en adipocits blancs i fibroblasts embrionaris com a part de
la induccié global del patr6 d’expressio genica especific del teixit adipos marroé. A
les cél-lules sense SIRT3, PGC1la no pot induir completament I'expressi6 de gens
termogenics especifics de I'adipocit marré. PGCla activa la transcripcié del gen
SIRT3 a través de la coactivacié del receptor nuclear orfe ERRa (estrogen-
related receptor-a) el qual s’'uneix a la regi6 proximal del promotor del gen
SIRT3. Assajos de perdua de funcié d’ERRa, indiquen que aquest és necessari per
a la completa induccié de la I'expressié del gen SIRT3 en resposta a PGCla.
Aquests resultats indiquen que PGCla controla I'expressié de SIRT3 i que
aquesta accid és un component essencial del mecanisme global a través del qual
PGCla indueix la completa adquisicié del fenotip d’adipocit marré diferenciat.
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Informe del director en relacid a la Tesi Doctoral
d’ Albert Giralt Coll (publicacions i paper del
doctorand)

En tant que director de la Tesi doctoral de Albert Giralt Coll, faig constar que, a la
memoria de la Tesi, els resultats obtinguts s’estructuren en tres articles

cientifics.

Articles cientifics que formen part de la Tesi

1)

Giralt A, Taverna D, Giralt M, Iglesias R, Villarroya F.

Role of SIRT3 in the metabolic adaptations to physiological conditions of altered
thermogenic activity: a transcriptomic approach

Endocrinology (Submitted)

Aquest primer article ha estat sotmés a la revista Endocrinology Es una revista
oficial de la Endocrine Society i té un factor d’'impacte de 4,75 essent en el
primer quartil de I'area Endocrinology & Metabolism. Es un revista de referéncia
internacional en el marc dels estudis sobre regulacié del metabolisme. El
doctorand ha realitzat les tasques experimentals de practicament tot I'estudi,
que es basa de forma important en 'estudi del model de ratolins amb invalidacio
del gen SIRT3 (SIRT3-/-).

2)

Giralt A, Hondares E, Villena JA, Ribas F, Diaz-Delfin ], Giralt M, Iglesias R,
Villarroya F.

Peroxisome  Proliferator-activated Receptor-{gamma}  Coactivator-1{alpha}
Controls Transcription of the Sirt3 Gene, an Essential Component of the
Thermogenic Brown Adipocyte Phenotype.

J Biol Chem. 2011 May 13;286(19):16958-66.

Aquest segon article ha estat publicat a la revista Journal of Biological Chemistry.
Es la revista oficial de la American Societey of Biochemistry, i té un gran prestigi
internacional en I'ambit de la Bioquimica i Biologia Molecular. Aquesta revista té
un factor d’'impacte, segons I'ISI, de 5,33 essent en el primer quartil de I'area de
Biochemistry and Molecular Biology.
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El doctorand, primer autor d’aquesta publicacié, ha tingut tot el protagonisme en
la obtenci6 experimental de les dades aixi com en I'evolucié i progressié dels
experiments, i ha participat amb gran protagonisme en la discussio dels
resultats. El paper dels altres coautors ha estat el de investigadors senior que
han participat fonamentalment en donar suport a alguns aspectes experimentals
aixi com en els aspectes intel-lectuals, d’elaboracié i contextualitzacié de les
dades.

3) A més, es presenta un tercer article:

Hondares E, Iglesias R, Giralt A, Gonzalez F], Giralt M, Mampel T, Villarroya F.
Thermogenic Activation Induces FGF21 Expression and Release in Brown Adipose
Tissue.

J Biol Chem. 2011 Apr 15;286(15):12983-90.

Aquest tercer article ha estat publicat a la revista Journal of Biological Chemistry.
Es la revista oficial de la American Societey of Biochemistry, i té un gran prestigi
internacional en I'ambit de la Bioquimica i Biologia Molecular. Aquesta revista té
un factor d’'impacte, segons I'ISI, de 5,33 essent en el primer quartil de I'area de
Biochemistry and Molecular Biology. L’estudi es basa en la identificaci6 de nous
factors reguladors del teixit adip6s marré i el doctorand contribui en la
realitzaci6 d’experiments “in vivo” d’exposicié cronica al fred en animals
experimentals, un model essencial per a l'activacié del teixit adipés marré i la
obtencio de les conclusions del treball.

A Barcelona, el 20 de juny de 2011

Signat:

Francesc Villarroya i Gombau
Director
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Thermogenic activation induces FGF21 expression and release
in brown adipose tissue.

Revista: Journal of Biological Chemistry 2011 Apr 15;286(15):12983-90

PMID: 21317437

L’activacié termogenica indueix l'expressio i l'alliberament d’FGF21 al
teixit adipds marro.

FGF21 és un nou regulador metabolic implicat en el control de I'homedstasi de la
glucosa, la sensibilitat a la insulina i la cetogenesi. Es considera el fetge, com el
principal lloc d’alliberament de FGF21 a la sang. En el present article, demostrem
que després de l'activacié termogenica, el teixit adipés marré esdevé una font
d’FGF21 sistémic. Aixo és degut a una forta regulacioé per part de la via mediada
per AMPc de la transcripcié del gen d’FGF21. La noradrenalina, que actua a
través de la via B-adrenérgica mediada per AMPc, donant lloc a I'activacio6 de la
proteina cinasa A i de la p38 MAPK, indueix la transcripci6 del gen FGF21 aixi
com l'alliberament d’FGF21 per part del teixit adipés marro6 in vivo. La unié
d’ATF2 al promotor del gen FGF21 media la induccié depenent d’AMPc de la
transcripcié de FGF21. L’alliberament d’FGF21 per part del teixit adipés marré
in vivo, es va comprovar mitjancant I'analisi de les diferencies arteriovenoses en
la concentracié d’FGF21 a través del teixit adip6s marr6 interescapular en
combinacié amb el flux sanguini al teixit adip6s marro¢ i del calcul de la vida mitja
d’FGF21. Aquest analisi demostra que l'exposicié de rates al fred, indueix
I'alliberament d’FGF21 per part del teixit adipés marré in vivo, de forma
associada a una reducci6 de la vida mitja del FGF21 sistéemic. Aquests resultats
comporten el descobriment d'una nova via de regulaci6 del gen d’FGF21 i d’'una
funcié endocrina del teixit adipés marré com a font d’FGF21 que podria ser
especialment rellevant en condicions d’activacié de I'activitat termogénica.
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