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Abreviaturas

B-actina: peta-actina

aa: aminoacido

Ac-Lys: residuo de lisina acetilado

Ad: adenovirus

ADN: acido desoxirribonucleico

ADNc: acido desoxirribonucleico
complementario

ADP: adenosin difosfato

Akt: proteina quinasa B

AMPc: adenosin monofosfato ciclico
AMPK: quinasa activada por AMP

ARN: acido ribonucleico

ARNmM: &cido ribonucleico mensajero
ASK1: quinasa 1 en la sefalizacion de
apoptosis

ATP: adenosin trifosfato

BAEC: células endoteliales de aorta bovina
BAT: tejido adiposo marrén

CAT: catalasa

CBP: proteina de unién a CREB
CM-H,DCFDA: 5-clorometil-2’7’-
diclorodihidrofluoresceina diacetato acetil ester
CTE: cadena de transporte electrénico
mitocondrial

DBE: sitio consenso de unién para los factores
FoxO en el ADN (del inglés DAF-16 family
member-binding element)

DhR6G: dihidrorodamina 6G

EDTA: acido etilen-diamino-tetracético
eNOS: sintasa de 6xido nitrico endotelial
FADH,: forma reducida del dinucleétido de
flavina-adenina (FAD)

FBS: suero fetal de origen bovino
FKHRL1/Fox03: Forkhead in
Rabdomyosarcoma like-1

FoxO: subfamilia O de factores de
transcripcion de la familia Forkhead
GADD45: gen inducible por dafio en el ADN y
parada en el crecimiento

GFP: proteina verde fluorescente (del inglés
green fluorescent protein)

GSK-3: glicogeno-sintasa quinasa-3

GST: glutation S-transferasa

H,0,: perdxido de hidrégeno

HA: hemaglutinina

HEK-293A: células embrionarias humanas de
rinén

HRP: peroxidasa de rabano (del inglés
horseradish peroxidase)

HUVEC: células endoteliales de vena umbilical
humana

IgG: inmunoglobulina G

Ins: insulina

JNK: quinasa c-Jun N-terminal

Kb: Kilobase

KO o (-/-): cepa carente de la expresion de
un gen especifico (del inglés knock-out)
MAEC: células endoteliales de aorta de ratén
MEF: fibroblastos embrionarios de ratén
mg: miligramo/s

min: minuto/s

ml: mililitro/s

MnSOD: manganeso superéxido dismutasa
MST1: quinasa de mamiferos similar a Ste1
mut: mutante

NAD*+: dinucleétido de nicotinamida adenina
NADH: forma reducida del NAD+

NO: éxido nitrico

0,. oxigeno molecular

0,1 anién superéxido

OH-: radical hidroxilo

ONOO-: peroxinitrito

p38 MAPK: proteina quinasa activada por
mitégeno p38

PBS: solucién salina de fosfato

PCAF: factor asociado a p300/CBP

PCR: reaccién en cadena de la polimerasa
PGC-1a: peroxisome proliferator-activated
receptor y coactivator 1-a

P13K: fosfatidilinositol 3-quinasa

PPAR: peroxisome proliferator-activated
receptor

Prx: peroxirredoxina

gRT-PCR: PCR en tiempo real o cuantitativa
RNasa: ribonucleasa

RNS: especies reactivas de nitr6geno

ROS: especies reactivas de oxigeno

s: segundo/s

SDS: dodecil sulfato sédico

SGK: quinasa inducible por suero y
glucocorticoides

shRNA: ARN de interferencia con horquilla (del
inglés short hairpin RNA)

SIRT: sirtuinas, familia de enzimas deacetilasas
(del inglés silent information regulator 2)
TR: tiorredoxina reductasa

Trx: tiorredoxina

UCP: proteina desacoplante

WB: inmunodeteccién de proteinas (del inglés
Western Blot)

WT o (+/+): cepa silvestre, control de
referencia (del inglés wild type)
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Introduccion

1. ENDOTELIO, ESTRES OXIDATIVO Y PATOLOGIA VASCULAR

La capa mas interna de los vasos sanguineos, el endotelio vascular, es un érgano
activo con actividad paracrina, endocrina y autocrina que es crucial para el mantenimiento
de la homeostasis vascular (Szocs, 2004).

En respuesta a diferentes sustancias, tales como hormonas circulantes, citoquinas y
drogas, asi como a estimulos fisicos y quimicos (cambios de presion, fuerzas mecanicas
asociadas al flujo sanguineo, pH), las células endoteliales sintetizan y liberan diferentes
factores que modulan la angiogénesis, las respuestas inflamatorias, la hemostasis, el tono y
la permeabilidad vascular. Entre los factores vasoactivos se incluyen sustancias
vasodilatadoras, como la prostaciclina (PGl,), el 6xido nitrico (NO) y el péptido natriurético C
(CNP), y vasoconstrictoras, como el tromboxano A,, los isoprostanos y la endotelina-1
(Feletou and Vanhoutte, 2006a).

Como principal regulador de la homeostasis vascular, el endotelio desempefia varias
funciones clave entre las que destacan:

* la regulacion del flujo sanguineo y la presién arterial

» el control del intercambio de macromoléculas y fluidos con los tejidos

* el control de la migracién y proliferacion de las células de la musculatura lisa
vascular

* laregulacion de la adhesién y la agregacién plaquetaria

» la prevencién de la activacién leucocitaria

* la regulacién de la trombogénesis y la fibrinolisis (Davignon and Ganz, 2004; Pober

et al., 2009).

Disfuncion endotelial

El dafo de la célula endotelial impide que sus funciones puedan ser realizadas con
normalidad, dando lugar al proceso conocido como disfuncién endotelial. Se ha descrito
que la alteracién de las propiedades homeostaticas del endotelio vascular contribuye tanto
al inicio como a la progresion y resolucién de los procesos de aterosclerosis. El dafio
endotelial reduce la respuesta vasodilatadora, generando hipertensiéon, promueve la
expresién de moléculas de adhesién y aumenta la permeabilidad del endotelio, lo que
favorece el establecimiento de un estado pro-inflamatorio en la pared arterial, con
reclutamiento y activacion de células mononucleares y formacion de macréfagos
espumosos. La disfuncion endotelial es también responsable de la proliferacion y

acumulacién de las células musculares lisas, que engrosan la pared del vaso y acaban por
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invadir el lumen del mismo. El infiltrado de células inflamatorias, la degradacion de matriz
extracelular por proteolisis, y la muerte de células musculares lisas por apoptosis conduce a
la formacién de la placa de ateroma, constituida por un nlcleo necrético rico en lipidos
recubierto por una capsula fibrosa, y cuya ruptura puede causar trombosis y originar la
oclusion del vaso. La inestabilidad de la placa de ateroma y la formacion de un coagulo tras
su liberacién al flujo sanguineo también estan relacionados con la disfunciéon endotelial
(Ross, 1999; Watkins and Farrall, 2006).

Las alteraciones de la funcién del endotelio son evidentes de forma muy temprana -
mucho antes de que la formacion de la placa de ateroma sea detectable- en individuos que
estan sometidos a alguno de los factores de riesgo conocidos para la patologia vascular,
presentandose también aunque en distintos grados en los posteriores estadios de la
enfermedad (Balletshofer et al., 2000; Caballero et al., 1999; Ludmer et al., 1986). Asi,
diversos estudios clinicos han puesto de manifiesto el valor de la disfunciéon endotelial como
factor pronéstico de futuros eventos cardiovasculares en pacientes con hipertension
(Perticone et al., 2001) o con diabetes (Makimattila and Yki-Jarvinen, 2002). También se ha
observado disfuncién endotelial en pacientes con enfermedad de la arteria coronaria
(Heitzer et al., 2005), asi como en individuos que ya han sufrido procesos de isquemia-
reperfusion a nivel de la circulacién coronaria (Pagliaro et al., 2003) o un fallo cardiaco

(Linke et al., 2003).

Papel de las especies reactivas de oxigeno en la disfuncién del endotelio

Aunque todavia no existe un consenso generalizado sobre cual es el elemento
iniciador de la disfunciéon endotelial, numerosos estudios apuntan al estrés oxidativo
como un factor clave tanto en la aparicion como en la posterior evoluciéon patoldgica de
este proceso, siendo el denominador comin de las diferentes condiciones patoldgicas a las
que se encuentra asociado. El estrés oxidativo es por definicién un incremento anormal, no
fisiolégico, en los niveles celulares de especies reactivas de oxigeno (ROS) (Griendling and
FitzGerald, 2003; Szocs, 2004). Es importante resefiar que todos los factores considerados
de riesgo para el desarrollo de la aterosclerosis, como la hipercolesterolemia (Rueckschloss
et al.,, 2001), la hipertension (Rueckschloss et al., 2003), la hiperglicemia (Nishikawa et al.,
2000), la obesidad (Nishikawa et al., 2000), el habito de fumar (Knight-Lozano et al.,
2002) y el envejecimiento (Singh and Jialal, 2006), se han relacionado con niveles elevados
de ROS.

Bajo la denominacién de ROS se incluyen varias especies derivadas de la reduccion
del oxigeno molecular, fundamentalmente el anién superéxido (0O,), el peréxido de

hidrégeno (H,0,) y el radical hidroxilo (OH-). Los ROS son necesarios para el funcionamiento
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normal del endotelio, dando lugar a moléculas que actian como segundos mensajeros en la
regulacién de distintos procesos, como el crecimiento/proliferacion de la célula endotelial,
su funcion como barrera para el paso de sustancias, la vasorelajacion y el remodelado
vascular (Cai and Harrison, 2000; Griendling et al., 2000; Matoba et al., 2000; Rhee et al.,
2000). Sin embargo, numerosas evidencias apuntan a que las especies reactivas de oxigeno
generadas en el endotelio son determinantes en la aparicién de la disfuncién endotelial y el
progreso de la aterosclerosis y otros procesos patolégicos relacionados (Keaney, 2005).

El mecanismo molecular a través del cual los ROS alteran la funcién endotelial parece
ser multifactorial y aln no estd totalmente esclarecido. Hecha esta salvedad, hay que
sefialar que se conocen distintas vias a través de las cuales la accion de los ROS altera
directamente la actividad de la célula endotelial. Se sabe que las especies reactivas de
oxigeno pueden modular negativamente varias vias importantes en la regulacion endotelial
de la vasodilatacién, siendo el NO su diana mas relevante. La reaccién entre el anion
superdxido y el NO no sélo disminuye la concentracién efectiva de éxido nitrico, sino que
genera peroxinitrito (ONOO-), molécula altamente reactiva que puede producir el
desacoplamiento de la enzima eNOS (sintasa de 6xido nitrico endotelial) mediante oxidacion
de su cofactor tetrahidrobiopterina (BH4), reduciendo aln mas la biodisponibilidad de NO en
la célula endotelial y alterando asi la capacidad de vasorelajaciéon (Kuzkaya et al., 2003;
Landmesser et al.,, 2003). El peroxinitrito es asimismo un potente mediador de la
peroxidacion lipidica y la nitracién de proteinas, y puede incrementar los niveles celulares de
ROS mediante la inhibicion de las superéxido dismutasas, enzimas antioxidantes (Zou et al.,
2004) (Fig. 1).

Por otra parte, las especies reactivas de oxigeno promueven la contraccion de las
células vasculares favoreciendo la movilizacién del calcio y la activacion de enzimas
endoteliales como las ciclooxigenasas, que producen factores de contraccién derivados del
endotelio (EDCF) (Suzuki and Ford, 1992; Vanhoutte et al, 2005). La modificacién de
acidos grasos poliinsaturados por el anién superéxido da lugar a isoprostanos, moléculas
bioactivas que producen vasoconstriccién por la activacién de receptores de prostanoides
en las células de la musculatura lisa vascular (Yang et al., 2004). El peréxido de hidrégeno
también puede causar despolarizacién del musculo liso y vasoconstricciéon (Feletou and
Vanhoutte, 2006b).

Se sabe también que los ROS pueden dafiar directamente diversas biomoléculas,
produciendo modificaciones en el ADN celular (Bohr, 2002), oxidando e inactivando
proteinas e induciendo la peroxidaciéon de lipidos (Ott et al., 2007). Los componentes
mitocondriales son especialmente sensibles a la accién de los ROS, lo que puede
comprometer la funcionalidad y la integridad de la mitocondria. Esto se debe

fundamentalmente a la proximidad con el principal sitio de generacién de ROS en la célula (la
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cadena de transporte electrénico en la membrana mitocondrial interna) y a la particular
vulnerabilidad del ADN mitocondrial a la accion de las especies reactivas de oxigeno, ya que
carece de las histonas protectoras y de muchos de los mecanismos de reparacién presentes
en el genoma nuclear (Clayton et al., 1974; Croteau et al., 1999; Yakes and Van Houten,
1997).

La exposicidn prolongada a situaciones de estrés puede conducir a la muerte de la
célula endotelial por apoptosis mediante la via que implica la activacién de ASK1 y JNK y/o
p38 MAPK (Pober et al., 2009). La activacion de apoptosis endotelial en la patologia

vascular ocurre tanto por la via mitocondrial como por la via extrinseca por induccién de Fas

ligando.
|
t Isoprostanos  Activacion | PGl, 0,+NO > ONOO —p» Modificaciones ADN,
? Movilizacién Ciclooxigenasas | EDHF proteinas, lipidos
Ca2+ ‘ H20, Desac. eNOS
t E‘DCF ) D|spon|b|I|dad
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Figura 1. Las especies reactivas de oxigeno en la disfuncién endotelial. Se representan los
principales mecanismos de disfunciéon endotelial inducida por niveles elevados de ROS. Los radicales
libres de oxigeno promueven la sintesis de compuestos que producen vasoconstriccién y disminuyen la
produccién de sustancias vasodilatadoras. Asimismo, las especies reactivas de oxigeno y de nitrégeno
pueden dafar distintas biomoléculas mediante su oxidacién/nitracién directa, lo que ocasiona el dafio
celular. Este conjunto de procesos conlleva una pérdida de la funcionalidad del endotelio que se ha
descrito como factor iniciador de varias enfermedades vasculares. EDCF: factores de contraccion
derivados de endotelio; H,O.: peréxido de hidrégeno; PGl,: prostaciclina; EDHF: factor hiperpolarizante
derivado de endotelio; eNOS: sintasa de 6xido nitrico endotelial; ONOO : peroxinitrito.
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2. GENERACION MITOCONDRIAL DE ROS Y SISTEMAS DE DEFENSA
ANTIOXIDANTE

Las especies reactivas de oxigeno se generan en multiples compartimentos celulares
como consecuencia de la accién de una gran variedad de enzimas. Las principales fuentes
de ROS en la célula endotelial son: la NADPH oxidasa, las éxido nitrico sintasas, la xantina
oxidoreductasa, las lipooxigenasas/ciclooxigenasas y los complejos de la cadena de
transporte electrénico mitocondrial (Singh and Jialal, 2006; Szocs, 2004).

En condiciones normales la mayor parte de los ROS generados en la célula endotelial
proceden de la mitocondria (Balaban et al., 2005). No obstante, en situaciones patolégicas
la excesiva produccién mitocondrial de especies reactivas de oxigeno representa tan solo el
primer paso de una cascada que tiene como consecuencia la activacién secundaria de otras
fuentes productoras de ROS mucho mas potentes. Se trata fundamentalmente de la NADPH
oxidasa (Schafer et al., 2003), que a su vez puede promover la generacién de ROS por otras
enzimas como la xantina oxidoreductasa (McNally et al., 2003) o la eNOS (Landmesser et
al.,, 2003), amplificAndose asi la situaciéon de estrés oxidativo. Consideramos por tanto
relevante centrar nuestra atenciéon en los ROS procedentes del metabolismo de la
mitocondria, ya que este organulo constituye la fuente primaria de especies reactivas de

oxigeno en la célula (Nishikawa et al., 2000).

Producciéon de ROS por la cadena de transporte electrénico mitocondrial

La generacion de ROS a nivel de la mitocondria es una consecuencia del proceso
conocido como fosforilacién oxidativa, mecanismo que permite la generacién del ATP
necesario para la mayoria de los procesos celulares de forma acoplada al consumo de
oxigeno y a la produccion de CO, (Saraste, 1999). Este proceso tiene lugar mediante el
transporte de electrones desde el NADH o el FADH, al oxigeno molecular a través de una
serie de transportadores situados en la membrana mitocondrial interna que constituyen lo
gue se conoce como cadena de transporte electrénico mitocondrial (CTE).

En la Figura 2 se muestra un esquema del flujo de electrones a través de la CTE. El
NADH y el FADH, procedentes del metabolismo celular donan electrones derivados de la
oxidaciéon de distintos sustratos al complejo | 6 Il de la CTE, respectivamente. A
continuacion los electrones pasan al siguiente aceptor, la coenzima Q (CoQ), que a su vez
los dona al citocromo b en el complejo lll. De alli se transfieren sucesivamente al citocromo
c1 y al citocromo c. Este a su vez reduce al citocromo a,a; (citocromo oxidasa) en el

complejo IV, que finalmente reduce el oxigeno molecular para formar agua. Durante este
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proceso, y a medida que los electrones se mueven a lo largo de la CTE, un determinado
nimero de protones (=10 H* por cada 2 electrones que se transfieren del NADH al oxigeno)
son eyectados desde la matriz mitocondrial al espacio intermembrana por los componentes
I, Iy IV de la cadena de transporte electrénico, lo que establece un gradiente de protones a
través de la membrana mitocondrial interna. La energia conservada en este gradiente es
utilizada por la ATP sintasa situada en dicha membrana para sintetizar ATP a partir de ADP y
fosfato inorganico (P,) al tiempo que se disipa el gradiente generado, volviendo los protones
a la matriz mitocondrial desde el espacio intermembrana (Balaban et al., 2005; Krauss et al.,

2005).

Espacio intermembrana

Cadena de transporte electrénico

ATPasa UCP
F1
\
Fo LS
1
ADP ATP
Al L

Matriz mitocondrial

Figura 2. Modelo esquematico de la cadena de transporte electréonico mitocondrial. Se
sefialan los principales sitios de produccién de aniones superéxido a nivel de los complejos | y lll. Las
flechas representan el flujo de electrones cedidos por el NADH y/o el FADH, (en los complejos | y I
respectivamente) hasta el aceptor final (O;). El bombeo de protones hacia el espacio intermembrana
genera un gradiente de voltaje que sera utilizado por la ATPasa F,-F, para generar ATP. La familia de
proteinas desacoplantes (UCP), representada en color verde, reduce el potencial de membrana total.
DH: deshidrogenasas; CoQ: coenzima Q; C: citocromo C.

Adaptado de (Balaban et al., 2005).

En distintos puntos de la cadena de transporte electrénico electrones derivados del
NADH o el FADH, pueden reaccionar directamente con el oxigeno molecular generando anion
superéxido. Por accién de las enzimas superéxido dismutasas, este radical libre puede dar
lugar a peroxido de hidrégeno, que a su vez, y en presencia de metales de transicién
reducidos, puede convertirse via reaccién de Fenton en anién hidroxilo, un potente oxidante
(Giulivi et al., 1995). Asimismo, los ROS generados pueden reaccionar con el 6xido nitrico
dando lugar a las especies reactivas de nitrégeno (RNS) (Brown and Borutaite, 2001).

Se cree que la generacién de ROS en la CTE se localiza fundamentalmente a nivel de

los complejos | (Kushnareva et al., 2002) y Il (Chen et al., 2003). La produccién neta de
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ROS es extremadamente variable, siendo sensible al potencial de membrana, al estado redox
de los complejos transportadores, y a la tension de oxigeno, entre otros factores. Se ha
estimado que entre un 0,2 y un 2% del total de moléculas de oxigeno consumidas son
convertidas por la mitocondria en especies reactivas de oxigeno (Chance et al,, 1979; St-

Pierre et al., 2002; Staniek and Nohl, 2000).

Sistemas de proteccién antioxidante

Dados los efectos potencialmente dafiinos de los ROS, las células han desarrollado
complejos mecanismos protectores para limitar la produccién y liberacién de oxidantes.
Estos sistemas se localizan en multiples compartimentos celulares (membrana plasmatica,
citosol, mitocondria, peroxisomas) y proporcionan protecciéon frente a la toxicidad de los
ROS mediante diferentes estrategias, desde la conversiéon de los ROS en moléculas menos
activas (proceso conocido como scavenging), hasta la prevencién de la transformacién de
ROS poco reactivos en formas mas daiinas (Powers and Lennon, 1999).

Entre los distintos tipos de enzimas detoxificantes de ROS que forman parte del
sistema de defensa antioxidante cabe destacar las superéxido dismutasas, la catalasa, las
enzimas implicadas en el metabolismo del glutation, las peroxirredoxinas y el sistema de

tiorredoxinas/tiorredoxinas reductasas (Fig. 3).

NADPH
GSH NADP+

H,0+ 0, « S .0, GSSG

>
T H,0 + 0,
@ NADPH

Figura 3. Sistema de detoxificacion de ROS. Las células disponen de un complejo sistema de
defensa para detoxificar los ROS generados como consecuencia del metabolismo oxidativo. Entre sus
componentes enzimaticos se encuentran las superéxido dismutasas (SOD), la catalasa (CAT), las
glutation peroxidasas (GPx), las glutation reductasas (GR), las peroxirredoxinas (Prx), las tiorredoxinas
(Trx) y tiorredoxinas reductasas (TrxR). La regeneracién del glutation reducido (GSH) a través de las
GR y del Trx reducido (a través de TrxR) dependen del NADH. ETC: cadena de transporte electrénico
mitocondrial.
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Las superéxido dismutasas (SOD) son las enzimas que actUan en primer lugar
sobre el anién superdéxido derivado del metabolismo mitocondrial. Aunque no se trata de una
molécula muy reactiva, el O, puede alterar la funcion mitocondrial mediante la oxidacién de
nlcleos Fe-S de distintas enzimas, como la aconitasa del ciclo de los acidos tricarboxilicos
(Gardner, 1997). Ademas, su interaccién con el NO da lugar al peroxinitrito, un poderoso
oxidante (Brown and Borutaite, 2001). Tanto la manganeso superéxido dismutasa (MnSOD),
que se localiza en la matriz mitocondrial, como la cobre-zinc superéxido dismutasa (Cu-
ZnSOD), presente en el citosol y el espacio intermembrana, y la superéxido dismutasa
extracelular (EC-SOD), localizada en la membrana citosdlica con su sitio activo orientado
hacia la matriz extracelular, catalizan la dismutaciéon de dos moléculas de anién superéxido
en peroéxido de hidrégeno (Macmillan-Crow and Cruthirds, 2001; Oberley, 2005; Powers and
Lennon, 1999; Zelko et al., 2002).

El peroxido de hidrégeno no es un radical libre en si mismo, pero si un intermediario
esencial en la formacién de especies altamente reactivas como el radical hidroxilo. Se trata
de una molécula relativamente estable que puede difundir desde la mitocondria a distintos
compartimentos celulares. Sobre el H,0, actdan diversas enzimas del sistema antioxidante:

- la catalasa (CAT), localizada preferentemente en los peroxisomas, convierte el
peréxido de hidrégeno en H,0 y oxigeno molecular (Goth et al., 2004; Schriner et al., 2005)

- las glutation peroxidasas (GPx) reducen el H,0, o hidroperéxidos organicos a
agua y alcohol, respectivamente. Utilizan el glutation como sustrato. Existen tanto
isoformas citoplasmaticas como mitocondriales (Imai and Nakagawa, 2003)

- las glutation reductasas (GR), con una distribucién similar a las GPx, no se
consideran enzimas antioxidantes primarias, pero son esenciales para el correcto
funcionamiento de las glutation peroxidasas (Powers and Lennon, 1999)

- las peroxirredoxinas (Prx) y tiorredoxinas (Trx) son sistemas enzimaticos
gue actlan conjuntamente en la reduccion de hidroperéxidos, entre ellos el H,0, (Chae et
al.,, 1999). Algunos de sus componentes se expresan preferentemente en mitocondrias,
como las peroxirredoxinas 3 (Prx3) y 5 (Prx5) (Banmeyer et al., 2005; Chang et al., 2004),
la tiorredoxina 2 (Trx2) (Tanaka et al.,, 2002) y la tiorredoxina reductasa 2 (TR2) (Conrad
et al.,, 2004).

Varias moléculas organicas pequefias son también importantes para la eliminacion de
los ROS. Entre ellas se incluyen el ascorbato, el piruvato, los flavonoides, los carotenoides vy,
sobre todo, el glutation, presente en grandes concentraciones en el interior celular (Finkel

and Holbrook, 2000).
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Aparte de los mencionados anteriormente, existe otro mecanismo importante en la
defensa antioxidante, el constituido por las proteinas desacoplantes (UCPs). Las UCPs
son canales proténicos que se localizan en la membrana mitocondrial interna. A través de
ellas los protones pueden retornar a la matriz mitocondrial desde el espacio intermembrana
sin pasar por la ATP sintasa, de manera que parte de la energia derivada de la oxidacién de
los sustratos se disipa en forma de calor. Por tanto, como consecuencia de la accién de
estas proteinas se produce un desacoplamiento entre el consumo de oxigeno y la
generacion de ATP (Krauss et al., 2005). Dado que la produccién de superéxido esta
estrechamente ligada al gradiente protédn-motriz generado en la CTE, se ha propuesto que el
desacoplamiento de la respiracidon mediado por las UCPs puede reducir la produccion
mitocondrial de aniones superéxido y, por tanto, la generacién de ROS (Duval et al., 2002;
Echtay et al., 2002; Vidal-Puig et al., 2000).

Normalmente los complejos sistemas de la defensa antioxidante regulan los niveles
de ROS manteniendo la homeostasis fisiologica. Sin embargo, en condiciones patofisiologicas
la formacion de especies reactivas de oxigeno puede verse incrementada, produciéndose un
desequilibrio entre la produccion de ROS y las defensas antioxidantes, lo que genera estrés
oxidativo.

Uno de los mecanismos que puede inducir un aumento en la produccién mitocondrial
de ROS es la inhibicién de la cadena de transporte electronico mitocondrial. Se ha
demostrado que el tratamiento con inhibidores de los complejos | (Li et al., 2003;
Wolvetang et al., 1994), Il (Albayrak et al., 2003) y lll (Chandel et al., 1998) incrementa la
generacion de especies reactivas de oxigeno, ya que los electrones se acumulan en las
primeras fases de la CTE y pueden ser donados directamente al oxigeno molecular dando
lugar al anion superéxido. Varios estudios han descrito que mutaciones en el ADN
mitocondrial que afectan a la actividad de distintos componentes de la cadena de
transporte electrénico se asocian con un incremento en la generacién de ROS (Birket et al.,
2009; Gonzalo et al., 2005; Li et al., 2008; Pitkanen and Robinson, 1996).

Sin embargo, en las patologias humanas en general y en la enfermedad
cardiovascular en particular, el principal factor desencadenante de una produccién excesiva
de ROS mitocondriales es consecuencia del llamado efecto Warburg. Este efecto fue
descrito inicialmente en células tumorales y consiste en que, cuando hay glucosa suficiente
y/0 la célula esta proliferando, se utiliza preferentemente la via glicolitica (conversion de
glucosa a lactato) para generar ATP, incluso en condiciones de normoxia, inhibiéndose la
entrada del piruvato a la mitocondria (Warburg, 1956).

Numerosos estudios han mostrado que en pacientes con disfuncion metabdlica y/o
diabetes el organismo se encuentra sometido de forma global al efecto Warburg, con un

aumento generalizado del metabolismo glicolitico y una supresion de la actividad oxidativa
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mitocondrial (Mootha et al., 2003). También se ha observado que esta situacién se asocia a
un aumento, aparentemente paradéjico, en la produccién mitocondrial de ROS y a la
aparicién de situaciones de estrés oxidativo. Hasta hace poco se desconocia el mecanismo
que vinculaba al efecto Warburg con el estrés oxidativo, pero trabajos recientes de nuestro
grupo y de otros (Kumashiro et al., 2008; Valle et al., 2005) han servido para proponer que
la excesiva produccion de ROS asociada a la disfuncién metabdlica se debe a que los
mecanismos de detoxificacién y proteccién frente a ROS se encuentran suprimidos cuando
la actividad metabdlica mitocondrial esta inhibida, siendo el coactivador transcripcional PGC-
lTa el responsable de la co-regulacion de la actividad mitocondrial y los sistemas de
proteccion frente a ROS. Se ha propuesto que este fendmeno también tiene lugar en las
primeras fases de la disfuncién endotelial (Addabbo et al., 2009), y que podria estar
causado por un defecto en la respiracion mitocondrial, lo que disminuiria la eficacia en la
generacion de ATP por el proceso de la fosforilacién oxidativa y supondria un aumento en el
ndmero de electrones que se escapan de la CTE para reaccionar con el oxigeno molecular,
generando ROS.

Cuando las células se ven sometidas a una situacién de estrés oxidativo severo, su
supervivencia depende de su habilidad para adaptarse o resistir el estrés y para reparar las
moléculas dafiadas. De forma alternativa, las células pueden responder al estimulo entrando
en apoptosis (Finkel and Holbrook, 2000; Ott et al., 2007).

Dada la importancia del mantenimiento de la homeostasis de las especies reactivas
de oxigeno para la funcionalidad celular, consideramos de gran relevancia estudiar como se
regulan los distintos elementos de la defensa antioxidante en el endotelio vascular, sistema
donde el estrés oxidativo parece jugar un papel determinante en el desarrollo de la
disfuncién endotelial y los procesos de aterosclerosis. Esto nos permitird no sélo entender
qué mecanismos median la respuesta al estrés y las decisiones de supervivencia o induccion
de apoptosis, sino también proponer nuevas aproximaciones terapéuticas para la patologia

vascular.
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3. REGULACION TRANSCRIPCIONAL DE LA DEFENSA FRENTE AL ESTRES
OXIDATIVO

3.1. PGC-1a

Numerosos programas bioldégicos son regulados a nivel transcripcional mediante la
accién coordinada de diversos factores de transcripcion que se unen al ADN. En los Gltimos
anos se ha puesto de manifiesto la importancia de una nueva forma de regulacién, la llevada
a cabo por los coactivadores transcripcionales. Estos factores, que carecen de secuencia de
union al ADN, regulan diferentes procesos mediante la unién selectiva a factores de
transcripcion y el reclutamiento de proteinas reguladoras que modifican la estructura de la

cromatina, lo que promueve la transcripcién génica (Fig. 4).

Complejos coactivadores
(SRC-1, p300, TRAP/DRIP)

Transcripcién

Genes diana ]

Figura 4. Mecanismo de activacién de la transcripcion por el coactivador PGC-1a. El
esquema muestra cémo el coactivador PGC-1a se une a la cromatina mediante la interaccién con
factores de transcripcién (FT) que reconocen secuencias especificas en la regiéon promotora del gen
diana. PGC-1a recluta complejos proteicos que activan la transcripcion mediante la modificacion
enzimatica de la cromatina (como el coactivador-1 del receptor esteroideo [SRC-1] o p300, con
actividad histona-acetiltransferasa), o mediante la interaccién directa con la maquinaria de iniciacién de
la transcripcién (como es el caso del complejo TRAP/DRIP). Se muestran modificaciones especificas de
histonas, como la acetilacién (Ac) y la metilacién (Me), asi como el complejo de la RNA polimerasa |l
(Pol II). Modificado de (Finck and Kelly, 2006).

Uno de los coactivadores transcripcionales mas estudiados en el ambito
cardiovascular es PGC-1o (del inglés peroxisome proliferator-activated receptor vy
coactivator-1a), factor que se identificd inicialmente por su interacciéon funcional con el
receptor nuclear PPAR-y en tejido adiposo marrén (BAT) (Puigserver et al.,, 1998).
Posteriormente se descubrieron dos coactivadores relacionados, PGC-1B, que muestra una
alta homologia con PGC-1a, y PRC (del inglés PGC-T-related coactivator), el miembro de la

familia menos caracterizado (Kressler et al., 2002; Lin et al., 2002a).

Funciones de PGC-Ta: regulacién metabdlica y protecciéon frente al
estrés oxidativo

PGC-1a ha sido descrito como un regulador maestro del metabolismo oxidativo. Una

de sus funciones principales es la estimulacion de la biogénesis mitocondrial y la induccién
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de la expresion de una gran variedad de proteinas mitocondriales, incluyendo las implicadas
en el proceso de la respiracion (Puigserver et al., 1998; Scarpulla, 2002; Vega et al., 2000;
Wu et al.,, 1999). De acuerdo con este papel descrito para PGC-1a, este coactivador se
expresa a niveles elevados en tejidos ricos en mitocondrias y con una alta demanda
energética, como el tejido adiposo marrén, el corazén, el musculo esquelético, el higado, el
rifién y el cerebro (Baar et al., 2002; Lin et al.,, 2003; Lin et al.,, 2004; Puigserver et al.,
1998; Wu et al., 1999).

Aparte de regular la funcién mitocondrial, PGC-1a esta implicado en el control de
numerosas vias metabodlicas de forma especifica de tejido. Se ha propuesto que este
regulador transcripcional es capaz de coordinar la respuesta a varios estimulos ambientales
activando determinados programas metabdlicos en ciertos tejidos, a menudo mediante la
estimulacién de la actividad mitocondrial. Por ejemplo, en respuesta al frio PGC-1a se induce
en BAT y musculo esquelético, donde estimula la biogénesis mitocondrial y promueve la
expresion de genes mitocondriales clave que contribuyen al programa de termogénesis
adaptativa (Puigserver et al., 1998; Wu et al., 1999). PGC-1a también regula la adaptacion
del muisculo esquelético a un incremento en la actividad muscular promoviendo la formacion
de fibras musculares de contraccién lenta (tipo 1), que presentan un alto contenido en
mitocondrias y utilizan el metabolismo oxidativo como principal fuente de energia (Akimoto
et al., 2005; Handschin et al., 2007; Lin et al., 2002b). Asimismo, PGC-1a activa tanto la p-
oxidaciéon de acidos grasos como la gluconeogénesis en higado en respuesta al ayuno
(Herzig et al., 2001; Rhee et al., 2003; Yoon et al., 2001; Zhang et al., 2004).

Trabajos previos realizados en nuestro laboratorio (Valle et al., 2005), asi como
estudios de otros grupos (Kukidome et al., 2006; St-Pierre et al., 2006), han descrito la
implicacién de PGC-Ta en la regulacion del metabolismo de las especies reactivas de
oxigeno. En el trabajo de Valle y colaboradores se demostré por primera vez que PGC-1a
actla como regulador positivo de la expresion de todo el conjunto de genes detoxificantes
responsables de la eliminacion de los ROS generados a nivel de la cadena de transporte
electréonico mitocondrial, siendo necesaria la presencia de este coactivador para la induccion
de dichos genes en la vasculatura. Asimismo, la sobre-expresién de PGC-1a en células del
endotelio vascular reduce los niveles intracelulares de ROS y previene la muerte celular por
apoptosis que tiene lugar en respuesta a agentes oxidantes como el peréxido de hidrégeno
o los niveles elevados de glucosa (Valle et al., 2005).

Posteriormente St-Pierre y colaboradores describieron que PGC-1a se induce en las
células como consecuencia del tratamiento con inductores de estrés oxidativo como el
H,O,, probablemente a través de un mecanismo mediado por la activaciéon del factor de

transcripcion CREB (Irrcher et al., 2009; St-Pierre et al., 2006). Estos autores también
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mostraron la relevancia del papel de PGC-1a en la regulacién del metabolismo de los ROS in
vivo mediante estudios en ratones deficientes en el gen PGC-1a. Cabe destacar que estos
animales, aparte de tener comprometida la funcién cardiaca y ser extremadamente sensibles
al frio, presentaban una elevada sensibilidad al dafio por estrés oxidativo ocasionado a nivel
del sistema nervioso por el MPTP (1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridina) y el acido
kainico, neurotoxinas ampliamente utilizadas en modelos de estudio de la enfermedad de
Parkinson y la epilepsia, respectivamente. Se confirmaba asi el papel critico jugado por PGC-
1a en el control del programa de defensa antioxidante mitocondrial (St-Pierre et al., 2006).

Dado que PGC-To también es capaz de promover procesos que aumentan la
producciéon de especies reactivas de oxigeno, como la biogénesis y la respiracién
mitocondrial, se ha propuesto que este coactivador podria estar ejerciendo un efecto dual
sobre el metabolismo de los ROS, permitiendo que en respuesta a estimulos externos se
produzca un incremento en el metabolismo mitocondrial sin que tenga lugar un aumento del
dafio por estrés oxidativo.

Esta hipOtesis esta apoyada por varios estudios que muestran que, en diversas
patologias que han sido asociadas con el estrés oxidativo, como la diabetes, la enfermedad
coronaria y desdrdenes neuroldgicos, se observan tanto disminuciones en los niveles de
expresion como alteraciones en la actividad de este coactivador (Mootha et al.,, 2003; Sano
and Schneider, 2005; Weydt et al., 2006).

PGC-1a parece asimismo ser importante para la funcionalidad del endotelio vascular.
Tras el trabajo de Valle y colaboradores mencionado anteriormente (Valle et al.,, 2005),
varios estudios han propuesto la implicacién de este coactivador en la regulacién del
metabolismo de los ROS en células endoteliales (Kim et al., 2007; Kukidome et al., 2006),
asi como en el control de procesos como la angiogénesis (Arany et al., 2008) y la migracién
de las células de la musculatura lisa de los vasos (Qu et al., 2009). Dado el papel que el
estrés oxidativo en la célula vascular desempefa en el inicio y posterior evolucion patolégica
de la disfuncién endotelial, la estimulacién de la expresion de PGC-1o podria ser una via

interesante en la prevencién del desarrollo de la aterosclerosis.

Regulacién de PGC-1a

La expresién y la actividad de PGC-1a deben estar estrechamente reguladas dada la

gran variedad de efectos especificos de tejido mediados por este coactivador.
* Son varias las vias de sefializacién que han sido implicadas en la regulacién de la
expresion de PGC-1a. El AMP ciclico (AMPc) es un activador clave de la transcripcion de
PGC-1a a través de la activacion de CREB, un potente transactivador de su expresion

(Herzig et al., 2001). Esta regulacién tiene lugar en numerosos tejidos, entre ellos el higado
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(en respuesta al glucagén) y el tejido adiposo marrén (en respuesta a la estimulaciéon de
receptores p-adrenérgicos) (Wu et al., 1999). Como se ha mencionado anteriormente, se ha
propuesto que los ROS inducen la expresiéon de PGC-1a también a través de la activaciéon de
CREB (St-Pierre et al., 2006). Otro regulador de la expresiéon de este coactivador, con gran
relevancia a nivel vascular, es el 6xido nitrico. Se ha descrito que el NO promueve la
biogénesis mitocondrial mediante la induccion de la expresién de PGC-1a en diferentes tipos
celulares, incluyendo adipocitos marrones (Nisoli et al., 2003), la linea miocitica L6 (Nisoli et
al.,, 2004) y el endotelio vascular (Borniquel et al., 2006). El factor de transcripcién FoxO1
ha sido también descrito como un modulador positivo de la expresiéon de PGC-1a (Daitoku et
al., 2003), mientras que el factor de respuesta a hipoxia HIF-1 parece ser un regulador

negativo de su expresion (Mason et al., 2007) (Fig. 5).

Tejido adiposo marrén

Glucocorticoides Acidos grasos Via p;-adrenérgicos/AMPc
AMPc saturados
y
PG(E—hx 4 |
(or sl D T2
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Sintesis y exportacion Replicacion ADNmt | Termogénesis

Transporte electrénico
Fosforilacién oxidativa

Oxidacién Gluconeogénesis

4cidos Masculo estriado
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Figura 5. Regulacion de PGC-1a. El esquema representa las principales vias de regulacién de PGC-
Ta en higado, tejido adiposo marrén y musculo esquelético. En respuesta a distintos estimulos
fisiolégicos y nutricionales, se induce la expresién y/o actividad de PGC-1a, que interacciona con los
factores de transcripcién indicados dando lugar a la activacién de rutas metabdlicas especificas de
tejido. Adaptado de (Finck and Kelly, 2006)

Distintos sistemas de transduccién de sefiales se han relacionado también con la
regulacién de la expresién de PGC-1a aunque los mecanismos a través de los cuales ejercen

este efecto alin no han sido completamente elucidados. Entre ellos se encuentran la quinasa
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dependiente de calcio/calmodulina, asi como la calcineurina A en respuesta a Ca?*, y la
quinasa activada por AMP (AMPK), que inducen la expresién de PGC-1o en el musculo
estriado (Czubryt et al.,, 2003; Handschin et al., 2003; Schaeffer et al., 2004; Zong et al.,
2002).

* Hasta la fecha se ha descrito que la actividad de PGC-1a se regula de manera post-
traduccional por fosforilacién, acetilacion, metilacién y ubiquitinacion. Varias quinasas
fosforilan directamente a PGC-1a y modifican su actividad. En respuesta a IL-1, la p38 MAPK
activa a PGC-1a en células musculares incrementando la estabilidad de la proteina por
desplazamiento del supresor transcripcional p160 (Fan et al., 2004; Knutti et al.,, 2001;
Puigserver et al., 2001). La quinasa Akt fosforila a PGC-1a en respuesta a insulina/aumento
en los niveles de glucosa, lo que en este caso conlleva la inhibicién de su actividad sobre
genes de gluconeogénesis y p-oxidacién de acidos grasos en higado (Li et al., 2007). La
regulaciéon de PGC-1a por Akt no so6lo es fundamental para entender el efecto Warburg
descrito anteriormente, sino que también es relevante en la regulacién de la respuesta a
estrés (Akt se activa en presencia de estrés oxidativo, promoviendo supervivencia celular)
(Wang et al., 2000) y en el control de la proliferacién via IGF-1 (Borowiec et al., 2007),
aunqgue estos efectos estan aun por explorar. PGC-1a también se activa como consecuencia
de la fosforilacién por AMPK en respuesta a la disminuciéon de nutrientes (Jager et al.,
2007). Por otra parte, se ha propuesto que la glicégeno-sintasa quinasa-3 (GSK-3) inactiva
a PGC-10, marcandolo para su degradacién por el proteasoma (Anderson et al., 2008). Esta
regulacion es relevante tanto para el control metabélico (GSK se inhibe por Akt, controlando
la produccion hepatica de glucosa y la sintesis proteica, y se activa en respuesta a
restriccion calérica) (Anderson et al., 2008; Lochhead et al., 2001) como para el control de
la proliferacion del epitelio (Mill et al., 2005), y quiza la respuesta a estrés (Anderson et al.,
2008; Essers et al., 2005).

Ademas de la fosforilacién, se han descrito otras modificaciones post-traduccionales
que modulan la actividad de PGC-1a y que se ha propuesto podrian conferir a este
coactivador una preferencia para unirse a factores de transcripcién especificos o reclutar
determinados binding partners en la regulacion de distintos programas de expresidn génica.
La deacetilacion de PGC-1a por la enzima SIRT1 aumenta su actividad transcripcional sobre
genes de gluconeogénesis y B-oxidacién de acidos grasos en higado y musculo (Gerhart-
Hines et al., 2007; Rodgers et al., 2005; Rodgers and Puigserver, 2007), mientras que su
acetilacién por GCNS disminuye su actividad sobre los genes de gluconeogénesis hepatica
(Lerin et al., 2006; Rodgers et al.,, 2005). La proteina arginina metiltransferasa-1 (PRMT1)
metila PGC-1a en la region C-terminal y promueve su actividad transcripcional sobre genes

implicados en la biogénesis mitocondrial (Teyssier et al., 2005).
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Cabe destacar asimismo que la via ubiquitina-proteasoma es importante para el
mantenimiento de unos niveles adecuados de la proteina PGC-1a en la célula (Sano et al.,
2007), ya que los efectos que este coactivador ejerce en respuesta a las demandas
metabdlicas son transitorios, siendo la vida media de la proteina relativamente corta (2,28
horas) (Puigserver et al.,, 2001). Finalmente, hay que mencionar que se ha descrito
recientemente que PGC-1a también puede regularse por sumoilaciéon (Rytinki and Palvimo,

2009).

Asociaciéon de PGC-1a a factores de transcripcién

Una caracteristica fundamental de los coactivadores PGC-1 es su habilidad para
interaccionar con una gran variedad de factores de transcripcion que se unen a los
promotores de sus genes diana, lo que les permite inducir y coordinar de forma especifica
distintos programas biol6gicos en diferentes tejidos. PGC-1a, por ejemplo, regula la funcion
mitocondrial a través de su interaccién con los factores de respiracion nuclear NRF-1 y -2
(Wu et al., 1999) y con los receptores relacionados con el receptor de estrégenos ERR-a y -
v (Huss et al., 2002; Mootha et al., 2004; Schreiber et al., 2004); se une y coactiva a varios
miembros de la familia de los PPARs (a, B y 8) en la regulacién de la p-oxidacién de acidos
grasos (Guan et al.,, 2005; Wang et al.,, 2003), y promueve la gluconeogénesis hepatica
mediante su interaccién con el factor de la familia Forkhead FoxO1 (Puigserver et al., 2003),
el factor nuclear de hepatocitos 4a (HNF4a) (Yoon et al., 2001) y el receptor de
glucocorticoides (Kressler et al.,, 2002). Asimismo, PGC-1a modula la secrecién de
lipoproteinas mediante la coactivaciéon del receptor X hepatico (LXR) (Oberkofler et al.,
2003) y promueve la expresion de proteinas especificas de las fibras musculares de
contraccion lenta a través de la interacciéon con el factor activador de miocitos 2 (MEF-2)
(Lin et al., 2002b).

A pesar del papel bien establecido de PGC-1a como regulador de los genes de
detoxificacidn que protegen a la célula del dafio causado por los ROS, al iniciar este trabajo
se desconocia la identidad del factor o los factores de transcripcién que actlan como
mediadores de este efecto de PGC-1a. Recientemente se ha propuesto que el factor ERRa
podria ser importante para la regulacién de los genes de estrés por PGC-1a (Rangwala et al.,
2007). En el presente estudio nos propusimos identificar un factor de transcripcién que
tuviera la capacidad de actuar como binding partner de PGC-1a en la regulacién de los
sistemas de proteccién frente al estrés oxidativo de origen mitocondrial. Nuestros datos
indican que este factor podria ser el regulador transcripcional de la familia Forkhead

FoxO3a.
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3.2. Fox03a

Los factores de transcripcidn pertenecientes a la familia Forkhead se caracterizan
por la presencia de un dominio conservado de unién a ADN denominado “forkhead box”
(Kaestner et al., 2000). La subfamilia FoxO (Forkhead, clase O), descrita inicialmente por su
homologia con el factor DAF-16 de Caenorhabditis elegans, esta formada por cuatro
miembros en mamiferos: FoxO1 (también llamado FKHR, Forkhead in rhabdomyosarcoma),
FoxO3a (FKHRL1, Forkhead transcription factor like 1), FoxO4 (AFX) y Fox06. Todos ellos
se unen a una misma secuencia consenso de reconocimiento en el ADN (GTAAACA) (Brunet
et al., 1999; Furuyama et al., 2000). Los FoxO son ubicuos, pero se expresan a diferentes
niveles segun los tejidos, siendo FoxO1 particularmente abundante en el tejido adiposo,
FoxO3a en el cerebro y FoxO4 en el corazén, mientras que FoxO6 se expresa
predominantemente en el cerebro en desarrollo (Furuyama et al., 2000; Jacobs et al.,
2003). FoxO1 y FoxO3a son las isoformas FoxO que se expresan mayoritariamente en el

endotelio vascular, siendo los niveles de FoxO4 muy bajos en células endoteliales (Potente

et al., 2005).

Funciones celulares de los FoxO

Los factores FoxO estan implicados en la regulacién de procesos celulares muy
diversos mediante la modulacién de la expresién de numerosos genes diana (Fig. 6).

Los FoxO juegan un papel importante en la regulacion del metabolismo de la glucosa,
induciendo la expresion de dos enzimas clave en la gluconeogénesis, la glucosa-6-fosfatasa
(G6Pasa) y la fosfoenolpiruvato-carboxiquinasa (PEPCK). Los efectos de la insulina sobre el
metabolismo de la glucosa estan mediados en parte por la inactivacién de los factores FoxO
por la via PI3K/Akt (Barthel et al., 2005).

Otra de las funciones atribuidas a los miembros de la subfamilia FoxO es el control
del ciclo celular. En células con la capacidad de dividirse, estos factores promueven la
parada de ciclo en las transiciones G1/S y G2/M mediante la regulacién tanto de activadores
como de inhibidores del ciclo celular, entre ellos p21, p27, p130, y las ciclinas D1, D2 y G2
(Kops et al.,, 2002b; Medema et al., 2000; Ramaswamy et al.,, 2002; Seoane et al., 2004;
Tran et al., 2002).
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Figura 6. Funciones de los factores FoxO en las células y en el organismo. Los factores de
transcripciéon FoxO promueven una gran variedad de procesos celulares mediante la regulacién positiva
de genes diana (en cursiva). Las respuestas celulares mediadas por FoxO afectan a numerosos
procesos en el organismo, entre ellos la supresién tumoral, la longevidad, el desarrollo y el
metabolismo. Cabe resefiar que algunos procesos celulares pueden no ser exclusivos de una Unica
funcién en el organismo (por ejemplo, la parada de ciclo celular).

Modificado de (Calnan and Brunet, 2008).

Por otro lado, los FoxO han sido implicados en la induccién de respuestas de
supervivencia celular. Concretamente, se ha descrito que el factor FoxO3a protege a células
quiescentes frente a situaciones de estrés oxidativo (Kops et al., 2002a) y actla como
regulador transcripcional directo de tres importantes enzimas antioxidantes, la MnSOD, la
catalasa y la Prx3 (Chiribau et al, 2008; Kops et al., 2002a; Nemoto and Finkel, 2002).
Recientemente se ha publicado un trabajo en el que se propone que células madre
hematopoyéticas deficientes en FoxO1, FoxO3a y FoxO4 tienen una capacidad de
automantenimiento reducida, debido a que presentan niveles elevados de especies reactivas
de oxigeno como consecuencia de una disminucion en la expresion de genes implicados en la
regulaciéon de los ROS (Tothova et al.,, 2007). Los factores FoxO promueven ademas la
expresion de varios genes relacionados con la reparacion de dafios en el ADN, como
GADDA45 (gen inducible por dafio en el ADN y parada en el crecimiento-45) y DDBI1
(proteina de unién al ADN especifica de dafio-1) (Ramaswamy et al., 2002; Tran et al.,
2002). Por ello, se ha propuesto que la induccion de la parada de ciclo celular por los FoxO
podria dar tiempo a la célula tanto para reparar el dafio en el ADN ocasionado por los niveles

elevados de ROS como para la detoxificaciéon de los mismos.
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Es también importante destacar que la presencia de distintas fuentes de estrés,
incluyendo el estrés oxidativo, el choque térmico y la exposicién a la radiacién ultravioleta,
promueve la relocalizacién de las proteinas FoxO del citoplasma al ndcleo (Brunet et al.,
2004), efecto que parece estar mediado por las proteinas quinasas de respuesta a estrés
JNK (quinasa c-Jun) y MST1 (quinasa de mamiferos similar a Ste20) (Essers et al., 2004;
Lehtinen et al., 2006). El hecho de que el estrés promueva el transporte de FoxO al nucleo,
donde es activo como factor de transcripcién, apoya la idea de que estos factores podrian
jugar un papel como reguladores de la respuesta celular a los niveles elevados de ROS.

El ortélogo de FoxO en C. elegans, DAF-16, aumenta longevidad a través de la
induccién del gen de la MnSOD (SOD3 en nematodos) (Honda and Honda, 1999). Por ello, se
ha propuesto que los factores FoxO podrian estar también implicados en el control de la
longevidad en mamiferos; la base de esta regulacién seria la induccién de los mecanismos de
proteccién frente a estrés oxidativo, dado que el envejecimiento se ha asociado con la
acumulacién del dafio oxidativo en las células y organismos, y la pérdida de la capacidad
regenerativa de las células madre (Ashok and Ali, 1999). Sin embargo, la relevancia de los
factores FoxO como reguladores de longevidad en mamiferos esta todavia por demostrar.

Los FoxO también han sido relacionados con la regulacion de la diferenciacién
celular, actuando como inhibidores o promotores de la misma dependiendo del tejido y de la
isoforma FoxO. Asi, mientras FoxO1 inhibe diferenciacién en adipocitos y mioblastos (Hribal
et al.,, 2003; Nakae et al., 2003), FoxO3a parece promover la diferenciacién eritroide
(Bakker et al., 2004). Tothova y colaboradores han descrito que ratones deficientes en
FoxO1/3/4 presentan alteraciones en los linajes mieloide y linfoide y una deficiencia en la
capacidad de las células madre hematopoyéticas para repoblar la médula 6sea, sugiriendo un
papel de la subfamilia FoxO tanto en promover la diferenciacién como en el mantenimiento
de las células madre hematopoyéticas indiferenciadas (Tothova et al., 2007).

Las funciones que llevan a cabo los FoxO en la regulacién del ciclo celular, la
reparacién del ADN dafiado y la apoptosis han llevado a proponer un posible papel de estos
factores en la supresién tumoral. En linea con esta idea, se ha descrito que la expresién de
formas activas de FoxO1, FoxO3 y FoxO4 reduce la formacién de tumores en ratones nude
(Hu et al.,, 2004; Ramaswamy et al., 2002; Yang et al., 2005). El hecho que los FoxO
puedan asociarse con distintos supresores tumorales, como p53 (Brunet et al., 2004) vy
SMAD (Seoane et al.,, 2004), y oncogenes como p-catenina (Essers et al., 2005), asi como
la observacion de una desregulacidon de estos factores en distintos tipos de tumores, entre
ellos el cancer de mama (Hu et al., 2004), de préstata (Modur et al., 2002) y el
glioblastoma (Seoane et al., 2004), apoya la implicacién de los reguladores FoxO en el

cancer.
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Dada la gran diversidad de funciones celulares de la subfamilia FoxO, se ha
propuesto que tanto la interaccién especifica con otros reguladores transcripcionales como
unos complejos mecanismos de regulacién son criticos para determinar la funcién final
derivada de la actividad de los FoxO en tejidos especificos y en respuesta a distintos tipos o

intensidades de estimulos (Calnan and Brunet, 2008; van der Vos and Coffer, 2008).

Regulacién de los factores de transcripcién FoxO

Los factores FoxO traducen una gran variedad de sefiales ambientales en programas
especificos de expresion génica. Estos estimulos externos controlan la actividad de FoxO
mayoritariamente mediante cambios en su localizacién subcelular, aunque también pueden
modular los niveles de proteina, la unién al ADN y la actividad transcripcional de estos
factores (Calnan and Brunet, 2008). La regulacién precisa de los FoxO se consigue mediante
cambios en las modificaciones post-traduccionales de estas proteinas, incluyendo la
fosforilacién, la acetilacién, la mono- y la poli-ubiquitinacion, y posiblemente otras
modificaciones todavia no identificadas.

Los FoxO son regulados negativamente por una via de sefializacion muy conservada
a lo largo de la evolucién: la ruta PI3K-Akt/SGK. Como se muestra en la figura 7, en
respuesta a insulina, IGFs (del inglés insulin-like growth factors), factores de crecimiento y
factores neurotréficos (Brunet et al., 1999; Guo et al.,, 1999; Jackson et al., 2000;
Yellaturu et al., 2002; Zheng et al., 2002), la fosforilacién de los factores FoxO por las
proteinas quinasas Akt (fosfatidil-inositol 3 quinasa) y SGK (quinasa inducible por suero y
glucocorticoides) promueve su rapida relocalizacién desde el nucleo al citoplasma, lo que
impide la transactivacion por FoxO de sus genes diana (Biggs et al., 1999; Brunet et al.,
1999; Brunet et al.,, 2001). En ausencia de insulina/factores de crecimiento, cuando Akt y
SGK son inactivas, los factores FoxO se localizan mayoritariamente en el nlcleo, donde
actlan preferentemente como potentes activadores transcripcionales.

Aparte de Akt y SGK, otras quinasas fosforilan a los FoxO en respuesta a la
estimulacién por factores de crecimiento, contribuyendo a su secuestro en el citoplasma.
Entre ellas se encuentran la casein quinasa 1 (CK1) (Rena et al., 2002) y la quinasa-2
dependiente de ciclina (Cdk2) (Huang et al., 2006).

Cabe destacar que la fosforilacién de FoxO por Akt en respuesta a insulina/factores
de crecimiento no sélo promueve la localizacion en el citoplasma de las proteinas FoxO, sino
también su degradacién por un mecanismo dependiente del proteasoma (Matsuzaki et al.,
2003; Plas and Thompson, 2003) (Fig. 7). La E3 ubiquitin-ligasa responsable de la
poliubiquitinacién y degradacion via proteasoma de FoxO1 en respuesta a insulina es el

complejo de poliubiquitinacion SCFs? (Skp1/Cull/F-box) (Huang et al., 2005).
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Figura 7. Inhibicion de los factores de transcripcion FoxO en respuesta a
insulina/factores de crecimiento. Los factores FoxO son transportados continuamente entre el
citoplasma y el nulcleo. En ausencia de insulina/factores de crecimiento, FoxO se localiza
mayoritariamente en el nicleo, donde actua activando la transcripciéon de diversos genes diana. La
activacién de la via PI3K-Akt/SGK por insulina y factores de crecimiento promueve la fosforilacion de
FoxO en el nicleo, la unién de la proteina 14-3-3 y la liberacién de FoxO de sus sitios de unién al ADN.
La unién de 14-3-3 puede conducir a la exposicién de NES (sitios de exportacién nuclear) en FoxO y
facilitar su interaccién con Ran/Crm1 en el poro nuclear. En el citoplasma, la proteina FoxO fosforilada
es degradada via proteasoma.

Adaptado de (Greer and Brunet, 2005) y (Calnan and Brunet, 2008).

Es interesante resefiar que, como se ha comentado previamente, la fosforilacion de
FoxO por las quinasas activadas por estrés JNK y MST1 tiene el efecto opuesto a la via
PI3K-Akt/SGK, promoviendo la localizacién de FoxO en el nilcleo (Essers et al.,, 2004;
Lehtinen et al., 2006). El estrés oxidativo induce asimismo la monoubiquitinaciéon de la
proteina Fox04, lo que contribuye a su relocalizacion en el ndcleo por un mecanismo que
todavia no ha sido completamente elucidado (van der Horst et al., 2006).

Por otra parte, la proteina quinasa activada por AMP (AMPK) ha sido implicada en la
regulacién de la actividad transcripcional de FoxO. Se ha descrito que esta quinasa fosforila
a FoxO3a en respuesta a la deprivacion de nutrientes, lo que promueve su actividad
transcripcional sobre genes implicados en metabolismo y resistencia al estrés. Esto
permitiria a la célula adaptarse a cambios en los niveles de energia (Greer et al., 2007b).

La acetilacidn/deacetilacion de los FoxO es otro mecanismo importante de
regulacién de estos factores, que afecta tanto a su localizaciéon subcelular como a su
capacidad de unién al ADN y a su actividad transcripcional. Los niveles de acetilacién de
FoxO se modulan por la accién contrapuesta de proteinas acetilasas -CBP (proteina de unién

a CREB), p300 y PCAF (factor asociado a p300/CBP)- y proteinas deacetilasas, entre las
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que destacan varios miembros de la familia de las sirtuinas (SIRT) (Fukuoka et al., 2003;
Motta et al., 2004).

Se ha descrito que p300 y CBP ejercen un efecto dual sobre FoxO, ya que mientras
la acetilacién de FoxO1 y FoxO3a por estas enzimas interfiere con la unién de dichos
factores al ADN inhibiendo su funcién (Matsuzaki et al., 2005; Tsai et al., 2007), la
interaccién FoxO-p300/CBP permite el reclutamiento de un complejo coactivador a los
promotores de genes dianas especificos (/GFBP-1, proteina-1 de unién a IGF, y AgRP,
proteina relacionada con Agouti), iniciando su transactivacién (Kitamura et al., 2006; Nasrin
et al.,, 2000). Se ha sugerido que el papel antagonista de p300/CBP sobre FoxO podria ser
importante para el control preciso de los niveles de expresién de sus genes diana (Calnan
and Brunet, 2008).

En respuesta al estrés oxidativo, FoxO se acetila y se transloca al nticleo (Fukuoka et
al., 2003; Motta et al., 2004; van der Horst et al., 2004; Wang et al., 2007). La presencia
de un estimulo oxidante promueve asimismo la interaccién y deacetilacién de FoxO por las
enzimas deacetilasas SIRT1 y SIRTZ2, lo que, como se comenta mas adelante, favorece la
actividad transcripcional de este factor sobre ciertos genes diana implicados en la
resistencia al estrés y la parada de ciclo celular (Brunet et al., 2004; Daitoku et al., 2004).
Se ha sugerido que el nimero de sitios acetilados en FoxO, modulado entre otras enzimas
por SIRT, podria representar un “cddigo molecular” que dirigiese el reclutamiento de FoxO

sobre diferentes promotores diana y/o complejos proteicos sobre estos promotores.

FoxO y endotelio

Segun varios estudios recientes, los factores FoxO juegan un papel determinante en
la funcién endotelial. Ratones deficientes en FoxO1 mueren durante la embriogénesis debido
a defectos en el desarrollo vascular, sugiriendo un papel clave de este factor en la formacién
y maduracioén de la vasculatura naciente (Furuyama et al., 2004; Hosaka et al., 2004). Los
FoxO también han sido relacionados con la actividad angiogénica de las células endoteliales
y la formacién de vasos en el adulto. Se descrito que los factores FoxO1 y FoxO3a son
reguladores clave de la formacién de tdbulos y la migraciéon endotelial in vitro. Ambos
factores regulan especificamente una serie de genes implicados en los procesos de
angiogénesis y remodelado vascular, incluyendo el gen de la angiopoietina 2, y el de la
eNOS, que es esencial para la neovascularizacion postnatal. /n vivo, se ha demostrado que la
deficiencia de FoxO3a aumenta la formacién y la maduracién de la vasculatura en dos
modelos de neovascularizacién postnatal (Potente et al., 2005). Asimismo, se ha descrito
que la triple inactivacién condicional de FoxO1, FoxO3a y FoxO4 en ratones adultos conduce
a la formacién de hemangiomas, sugiriendo que estos factores de transcripcién actlan

como supresores tumorales en células endoteliales (Paik et al., 2007).
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Sin embargo, y a pesar de la relevancia fisiol6gica que tiene la produccion de ROS en
la homeostasis vascular, hasta el momento no se ha determinado el papel de los factores
FoxO en la regulacion de la funcion de la célula endotelial en condiciones de estrés oxidativo.
En base a los datos que describen a los FoxO como importantes reguladores del
metabolismo, la respuesta celular al estrés y la funcién del endotelio, y dado que FoxO3a es
el miembro de la subfamilia FoxO que mas claramente ha sido involucrado en la proteccion
frente al estrés oxidativo, nos propusimos estudiar si este factor estd implicado en la

regulacién transcripcional del programa de defensa antioxidante en el endotelio vascular.

FoxO y PGC-1a

Se sabe que los factores FoxO interaccionan con una serie de reguladores
transcripcionales que contribuyen a la activacién, y en algunos casos represién, especifica
de determinados genes diana. En la mayoria de los casos estas interacciones son
promovidas por la proximidad de sitios de uniéon para FoxO y otros elementos de respuesta
en los promotores de genes especificos (Calnan and Brunet, 2008).

Se ha descrito que la interaccion entre FoxO y varios coactivadores transcripcionales
(p300/CBP/SRC, p-catenina, miocardina) es critica para el control de la actividad
transcripcional de estos reguladores (Essers et al.,, 2005; Liu et al., 2005; Nasrin et al.,
2000). Uno de los factores que se ha propuesto que coopera con FoxO en la regulacién de
sus genes diana es el coactivador PGC-1a.

Tanto PGC-Ta como FoxO han sido implicados en la regulacion del metabolismo, asi
como en el control de la funcién endotelial. Como se ha comentado anteriormente, ambos
factores se han relacionado asimismo con la modulacién de la respuesta de la célula a
situaciones de estrés oxidativo.

Son varias las evidencias que apuntan a una posible relaciéon entre FoxO y PGC-1a.
Estos factores parecen actuar conjuntamente en la regulaciéon transcripcional de distintos
programas de expresion génica. Asi, se ha propuesto que la interaccion FoxO1-PGC-1a es
fundamental para la activacion de la transcripcion de genes implicados en la
gluconeogénesis hepatica (Puigserver et al., 2003), mientras que en musculo esquelético la
expresion de PGC-1a inhibe la transcripcién dependiente de FoxO3a de los genes atrogina-1
y MuRF-1, relacionados con la atrofia muscular (Sandri et al., 2006). Aparte de funcionar
como binding partners en la regulacién de estos procesos, se ha descrito que FoxO y PGC-
lTa pueden ser regulados por vias de sefializacion comunes; por ejemplo, ambos son
fosforilados por las quinasas Akt y AMPK (Greer et al., 2007a; Jager et al., 2007; Li et al.,
2007).
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En base a los datos que sugieren que PGC-1a y varios factores de la familia FoxO
pueden cooperar para regular la transcripcion de determinados genes diana, y dados los
resultados previos de nuestro grupo que identificaban a PGC-1a como regulador clave del
sistema de defensa antioxidante en el endotelio vascular, nos planteamos la posibilidad de
que, si efectivamente FoxO3a ejercia un papel en la regulaciéon de dicho sistema en células
endoteliales, pudiese estar actuando conjuntamente con PGC-1a para regular de forma

coordinada la respuesta celular al estrés oxidativo.

3.3. SIRT1

SIRT1 pertenece a la familia de enzimas deacetilasas conocidas como sirtuinas. El
primer miembro caracterizado de esta familia, Sir2 (regulador 2 de silenciamiento de
informacién), fue descrito inicialmente en levaduras como un importante modulador del
silenciamiento génico. Posteriormente se identifico6 como regulador clave de la longevidad
en Saccharomyces cerevisiae y otros organismos modelo como Caenorhabditis elegans y
Drosophila, donde actia mediando el aumento de longevidad que se produce en condiciones
de restriccion calérica (Guarente and Picard, 2005; Kaeberlein et al, 1999; Lin et al.,
2000).

En mamiferos se han descrito siete miembros de la familia de las sirtuinas, SIRT1-7,
de los cuales el mejor caracterizado y mas préoximo evolutivamente a Sir2 es SIRT1. Aunque
los niveles de expresién de esta proteina se incrementan en diversos tejidos humanos y
murinos en respuesta a la restriccion calérica (Cohen et al.,, 2004; Heilbronn et al., 2005;
Nisoli et al.,, 2005), actualmente no hay evidencias definitivas de que las sirtuinas actuen
como mediadores de longevidad en mamiferos. Asi, no se ha demostrado que el tratamiento
con activadores farmacologicos de estas enzimas ni la sobre-expresién de SIRT1 prolonguen
la vida en ratones (Knutson and Leeuwenburgh, 2008).

Las siete sirtuinas descritas en mamiferos se expresan de forma ubicua en los
tejidos humanos, aunque los niveles de expresidon mas elevados de la mayoria de ellas se han

detectado en el cerebro y en los testiculos (Frye, 1999; Michishita et al., 2005).

Mecanismos moleculares de accién de la sirtuinas

Se han atribuido a las sirtuinas dos actividades enzimaticas distintas: deacetilasa
(Imai et al., 2000; Landry et al., 2000) y/o ADP-ribosil transferasa (Liszt et al., 2005).
SIRT1 se clasifica como una deacetilasa de histonas de clase Ill dependiente de NAD+ (Vaziri
et al.,, 2001). SIRT2, SIRT3, SIRT5, SIRT6 y SIRT7 también actlan como deacetilasas,
mientras que SIRT4 y SIRT6 muestran actividad ADP-ribosil transferasa (Fig. 8).
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La reaccién de deacetilacién catalizada por las sirtuinas usa el NAD* para convertir
una proteina sustrato acetilada en una proteina deacetilada, nicotinamida y el metabolito 2’-
O-acetil-ADP-ribosa, formado por la transferencia del grupo acetilo a la ADP-ribosa del NAD+.
Esta reaccién es especifica de las sirtuinas en el sentido de que el NAD*, cofactor de
numerosas reacciones bioquimicas en la célula, actla como co-sustrato (Borra et al., 2004;
Landry et al., 2000; Tanner et al.,, 2000). La actividad deacetilasa de estas enzimas es
controlada por la relacién [NAD+]/[NADH], funcionando el NAD* como activador, mientras
que la nicotinamida y el dinucle6tido NADH reducido actdan como inhibidores del proceso de
deacetilaciéon (Anderson et al., 2003; Lin et al., 2000). Las caracteristicas de esta reaccion
enzimatica han llevado a los investigadores a proponer que las sirtuinas podrian actuar como

sensores del estado energético de la célula.
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Figura 8. Actividad enzimatica de las sirtuinas. Las sirtuinas catalizan una reaccién de
deacetilacién Unica donde el NAD se consume como co-sustrato. Durante la reaccién, la proteina
sustrato es deacetilada y el NAD se rompe en nicotinamida y 2’-O-acetil-ADP-ribosa. La actividad
deacetilasa NAD-dependiente es caracteristica de todas las sirtuinas excepto de SIRT4, que es una
ADP-ribosil transferasa. Esta reaccion implica la creaciéon de una union N- o S-glicosidica entre un
aminoacido especifico (como la arginina o la cisteina) en la proteina aceptora y el residuo ADP-ribosa
del NAD. SIRT6 muestra tanto actividad deacetilasa como actividad auto-ADP ribosilasa.

Adaptada de (Lavu et al., 2008).

Nicotinamida

Sustratos y funciones celulares de las sirtuinas

La funcién de las sirtuinas se relacioné inicialmente con la represién transcripcional,
dada su capacidad para deacetilar histonas. Concretamente, la enzima SIRT1 ha sido
implicada en el silenciamiento de regiones de ADN altamente repetitivas (Oberdoerffer et al.,
2008) y en el silenciamiento epigenético del ADN hipermetilado de genes supresores
tumorales en células cancerigenas (Pruitt et al.,, 2006). Este efecto de las sirtuinas se ha
asociado con su actividad deacetilasa sobre las histonas H1, H3 y H4. La lisina 16 de la
histona H4 es el residuo que parece ser mas critico para el silenciamiento génico mediado

por estas enzimas (Liou et al., 2005; O'Hagan et al., 2008; Vaquero et al., 2004).
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Posteriormente se ha descubierto que numerosas proteinas no-histonas son también
deacetiladas por las sirtuinas. Entre sus sustratos se encuentran varios reguladores
transcripcionales, como FoxO1, FoxO3 y Fox04, p53, la subunidad p65 del factor nuclear-xB
(NF-xB) y PGC-1a (Brunet et al., 2004; Luo et al., 2001; Rodgers et al., 2005; Yeung et al.,
2004), pero también enzimas, como la acetil-CoA sintetasa 2 (AceCS2) y proteinas
estructurales como la a-tubulina (Hallows et al., 2006; North et al., 2003). En la figura 9 se
muestran algunos ejemplos de vias celulares reguladas por SIRT1 mediante su actuacion

sobre distintos sustratos.
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Figura 9. SIRT1 regula importantes vias de sefializaciéon celular mediante la deacetilacion
de proteinas diana o la inhibiciéon de la transcripcidon génica. A. SIRT1 moviliza la grasa del
tejido adiposo blanco inhibiendo la actividad de PPAR-y mediante su interaccién con el co-represor del
receptor nuclear (NCOR). B. SIRT1 reprime la actividad transcripcional de NF-xB mediante la
deacetilacion de la subunidad p65 y la interaccién con el activador de split 1 similar a transducina
(TLE1). C. Se muestra el efecto de SIRT1 sobre la secreciéon de la insulina por las células-p
pancreaticas, via represion de UCP-2. Existen evidencias que apuntan a un papel de SIRT1 en la
regulacién de las vias de sefalizacion de la insulina a través de la deacetilacién del sustrato 2 del
receptor de insulina (IRS2) y la represién de la proteina tirosina fosfatasa 1B (PTP1B). D. A través de
la deacetilacién de PGC-1a SIRT1 controla el nimero y la funcién mitocondrial. E. La interaccién de
SIRT1 con las proteinas FoxO promueve la supervivencia celular en condiciones de estrés. F. Las
proteinas del Sindrome de Werner (WRN) y el Sindrome de rotura de Nijmegen (NBS1) son dianas de
SIRT1, contribuyendo estas interacciones a la estabilidad genémica.

Adaptada de (Lavu et al., 2008).
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Una de las funciones mas importantes atribuidas a SIRT1 es el mantenimiento de la
estabilidad del genoma, efecto que parece estar mediado tanto por la deacetilacién de
histonas como por otros mecanismos independientes. Como se ha comentado
anteriormente, SIRT1 puede deacetilar a histonas relacionadas con el mantenimiento de la
estructura de la cromatina (H1, H4) (Fraga et al., 2005; Harvey and Downs, 2004; Vaquero
et al., 2004). SIRT1 ha sido asimismo implicada en la regulacién del patréon de metilacién en
zonas de ADN dafadas ricas en CpG (O'Hagan et al., 2008). Por otra parte, se ha descrito
que SIRT1 es capaz de deacetilar al factor NBS1 (producto del gen del Sindrome de rotura
de Nijmegen), manteniéndolo en un estado hipoacetilado, lo que permite su fosforilacién por
la quinasa ATM y por tanto su actividad como sensor y reparador del ADN dafiado (Yuan et
al.,, 2007). Esta enzima también esta implicada en la deacetilaciéon y estabilizacién de la
proteina del Sindrome de Werner (WRN), helicasa relacionada con la reparacién de dafios en
el ADN (Furukawa-Hibi et al., 2002). Un estudio reciente ha demostrado que en respuesta al
dafio oxidativo SIRT1 es reclutada a las zonas de rotura del ADN de doble hélice (DSB) en un
proceso mediado por la quinasa ATM y la histona H2AX. La asociacién SIRT1-DSB podria
contribuir a la deacetilacion por SIRT1 de histonas o factores de reparacién del ADN. De
hecho, se ha descrito que SIRT1 y NBS1 coexisten en los sitios de rotura (Oberdoerffer et
al., 2008). La observaciéon de un incremento en las aberraciones cromosémicas y un
deterioro en la reparacion del ADN en embriones deficientes en el gen Sirt7 apoya el papel
de este factor como regulador de la estabilidad genémica (Wang et al., 2008).

Otra de las funciones atribuidas a SIRT1 es la regulacion metabdlica. Esta sirtuina ha
sido relacionada con el control de una gran variedad de procesos metabdlicos en diferentes
tejidos. Se ha descrito que SIRT1 aumenta la secrecion de insulina por el pancreas en
respuesta a glucosa a través de la disminucién en la expresién de UCP-2 (Bordone et al.,
2006). En el higado, SIRT1 induce la gluconeogénesis, inhibe la glicolisis y promueve la
oxidacién de acidos grasos en cooperacién con PGC-1a (Rodgers et al., 2005; Rodgers and
Puigserver, 2007), mientras que en el tejido adiposo inhibe el almacenamiento de grasa e
incrementa la lipolisis mediante la represién de PPARy (Picard et al., 2004).

Por otra parte, se ha propuesto que las sirtuinas de mamiferos pueden jugar un
papel importante en la proteccion celular frente a niveles elevados de ROS, asi como en el
control del destino de la célula ante una situacion de estrés. Se ha sugerido que
posiblemente esta funcion de SIRT1, junto con su papel en la estabilizacién del genoma, sea
relevante para su capacidad de aumentar la longevidad de los organismos (Brunet et al.,
2004).

El incremento en la resistencia al estrés inducido por SIRT esta mediado al menos en
parte por su interacciéon con distintos miembros de la subfamilia FoxO de factores de

transcripcion. Tal y como se describe mdas adelante, es especialmente relevante la
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interaccién y deacetilacion por SIRT1 del factor FoxO3a, que conduce a una induccién
selectiva de los genes diana de FoxO que estan implicados en la resistencia al estrés (Brunet
et al., 2004; Motta et al., 2004). Recientemente se ha sugerido que SIRT1 también puede
proteger a las células frente al estrés mediante la regulacion de la respuesta al choque
térmico (Westerheide et al., 2009).

SIRT1 no sélo parece estar implicada en la estabilizacién de la cromatina, la
detoxificacién de los ROS y la reparacion del dafio al ADN, sino que también se ha
relacionado con la inducciéon de mecanismos que previenen la muerte celular en respuesta a
estrés. Se ha descrito que la deacetilacién de p53 por SIRT1 promueve su degradacién a
través de una via mediada por la ubiquitin-ligasa MDM2 e inhibe su actividad transcripcional,
suprimiendo su efecto inductor de la apoptosis en respuesta a dafio en el ADN y estrés
oxidativo (Luo et al., 2001; Vaziri et al., 2001). Aparte de p53, SIRT1 puede regular
supervivencia mediante la deacetilacién de otros factores implicados en el control de la
apoptosis, como Ku70 (Cohen et al.,, 2004), E2F1 (Wang et al., 2006) y p73 (Dai et al.,
2007). Asimismo, la deacetilacion de FoxO3a por SIRT1 inhabilita a este factor de
transcripciéon para la induccién de genes pro-apoptéticos (Brunet et al.,, 2004). Sin
embargo, cabe destacar que SIRT1 no solo induce vias que antagonizan la muerte celular
por estrés, ya que también es capaz de deacetilar componentes del complejo NF-xB, lo que
favorece la activacion de la cascada apoptoética en estas condiciones (Yeung et al., 2004),

probablemente previniendo asi la supervivencia de células irreversiblemente dafiadas.

Regulacién de SIRT1

Mientras las funciones celulares de SIRT1 han sido ampliamente estudiadas, los
mecanismos que regulan la actividad de esta sirtuina estan sélo parcialmente elucidados.
Como se ha comentado anteriormente, la actividad de SIRT1 aumenta considerablemente en
condiciones de restriccién calérica, al ser modulada por los niveles celulares de NAD+*
(Nemoto et al., 2004). En este sentido, se ha propuesto que tanto la AMPK como la enzima
multifuncional CD38 promueven la actividad de SIRT1 mediante el aumento en los niveles de
NAD+ (Aksoy et al., 2006; Canto et al., 2009).

También se ha descrito que la proteina DBC1 (del inglés Deleted in Breast Cancer-1)
interacciona directamente con SIRT1 e inhibe su actividad anti-apoptética ante un estimulo
de estrés, promoviendo la supervivencia de células tumorales (Kim et al., 2008).

Varios estudios sugieren que SIRT1 puede ser regulada a nivel transcripcional por
FoxO3a, p53, HIC1 y E2F1 (Chen et al.,, 2005; Nemoto et al.,, 2004; Wang et al., 2006),
todos ellos dianas a su vez de esta sirtuina. Se ha propuesto asimismo que el 6xido nitrico
puede actuar como regulador positivo de la expresion de SIRT1 en tejido adiposo blanco

(WAT) (Nisoli et al., 2005).
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Por ultimo, cabe resefiar que tanto la expresion como la actividad de SIRT1 se
regulan positivamente en respuesta al estrés oxidativo. Se ha descrito que el tratamiento
con H,0, provoca un aumento en los niveles de expresion de SIRT1 en células endoteliales
(Zhang et al., 2008) y en células tubulares renales (Hasegawa et al., 2008). La actividad de
SIRT1 también aumenta en respuesta al estrés. Asi, se ha descrito que la exposicién a
agentes oxidantes promueve la deacetilacién por SIRT1 de FoxO3a, lo que a su vez favorece
la induccién por este factor de transcripcion de genes de resistencia a estrés (Brunet et al.,
2004). Asimismo, SIRT1 reprime la apoptosis dependiente de p53 en respuesta al dafio en
el ADN y al estrés oxidativo (Luo et al., 2001). Recientemente se ha propuesto que la
activacion de SIRT1 por estrés promueve la deacetilacion de PGC-1a por esta enzima, lo que
induce su localizacién nuclear y actividad transcripcional sobre genes mitocondriales

(Anderson et al., 2008).

SIRT1 en el endotelio

En los Gltimos afios varios trabajos han puesto de manifiesto la importancia de SIRT1
como reguladora de la homeostasis endotelial. Esta deacetilasa se expresa a niveles
elevados en la vasculatura durante la formacion de los vasos sanguineos, controlando la
actividad angiogénica de las células endoteliales. Ratones mutantes para el gen de SIRT1 -
donde el dominio deacetilasa se elimind por escision mediada por Cre- se caracterizan por un
deterioro en la capacidad para formar nuevos vasos en respuesta a estimulos angiogénicos
como el estrés isquémico (Potente et al., 2007). SIRT1 ha sido también implicada en la
regulaciéon de la expresion de la sintasa de 6xido nitrico endotelial (eNOS) y, por tanto, en la
induccién de la vasodilatacion dependiente del endotelio (Mattagajasingh et al., 2007).
Ademas, se ha descrito que SIRT1 promueve biogénesis mitocondrial en células endoteliales
a través de un mecanismo que implica la induccién de la eNOS (Csiszar et al., 2009). El NO
parece asimismo actuar como regulador positivo de la expresion de SIRT1 (Nisoli et al.,
2005), lo que sugiere la existencia de un mecanismo de retroalimentacién positiva entre
estas dos moléculas (Potente and Dimmeler, 2008b).

De acuerdo con el papel de SIRT1 en el mantenimiento de la funcién endotelial, se ha
demostrado que la inhibicibn de esta enzima mediante farmacos o la supresién de su
expresién por ARN de interferencia induce fenotipos se senescencia prematura en células
endoteliales (Ota et al., 2007; Ota et al., 2009). Por el contrario, la sobre-expresiéon de
SIRT1 previene la senescencia endotelial inducida por peréxido de hidrégeno (Ota et al.,
2007; Ota et al., 2008) y por condiciones de hiperglicemia (Orimo et al., 2009), sugiriendo
que la activaciéon de esta sirtuina podria ejercer un efecto protector frente a la disfuncion

endotelial inducida por estrés oxidativo y la vasculopatia diabética.
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En linea con esta idea, varios trabajos han propuesto un posible papel de SIRT1 en la
proteccion frente al desarrollo de la aterosclerosis (Brandes, 2008; Yu et al., 2009). Zhang
y colaboradores han demostrado que SIRT1 inhibe la apoptosis de células endoteliales
inducida por lipoproteinas de baja densidad oxidadas (oxLDL). Estudios realizados en
ratones transgénicos revelaron que la sobre-expresién de SIRT1 en el endotelio protege
frente al dafio que la dieta rica en grasa (HFD, del inglés high-fat diet) provoca en la
vasodilatacion dependiente del endotelio -en un mecanismo probablemente mediado por la
induccién de la eNOS-, y reduce la formacién de lesiones aterosclerdticas en respuesta a
HFD en ratones ApoE~/- (deficientes en la apolipoproteina E, modelo ampliamente utilizado
para el estudio de la aterosclerosis) (Zhang et al., 2008). De acuerdo con estos resultados,
se ha descrito que el tratamiento con el activador de SIRT1 resveratrol enlentece el

desarrollo de aterosclerosis en ratones (Fukao et al., 2004; Zang et al., 2006).

SIRT1, FoxO3a y PGC-1a

SIRT1 y los reguladores transcripcionales PGC-1a y FoxO3a estan implicados en el
control de procesos comunes, como el metabolismo de la glucosa, la resistencia al estrés y
la funcion endotelial.

Se ha descrito que SIRT1 es capaz de interaccionar, deacetilar y modular la actividad
transcripcional de PGC-1a y FoxO3a sobre genes diana especificos, efecto que podria ser
importante para la determinacién de respuestas celulares apropiadas ante distintos tipos de
estimulos.

PGC-1a es probablemente la diana mas relevante de SIRT1 en el control de la
actividad metabdlica. SIRT1 interacciona directamente con PGC-1a y lo deacetila en al
menos trece residuos de lisina presentes en distintos dominios de la proteina (Nemoto et
al., 2005; Rodgers et al., 2005). Se ha sugerido que la interaccién funcional entre PGC-1a y
SIRT1 y la subsiguiente deacetilacion de PGC-1a podria ser importante para la adaptacién
metabodlica de tejidos especificos a las fluctuaciones de energia y la disponibilidad de
nutrientes. Asi, como se ha mencionado anteriormente, ambos factores parecen actuar de
forma conjunta en la regulacién de los procesos de gluconeogénesis y p-oxidacion de acidos
grasos en el higado en ayunas (Rodgers et al., 2005; Rodgers and Puigserver, 2007) y en la
oxidacion de acidos grasos mitocondrial que se produce en el mudsculo en respuesta a
niveles bajos de glucosa (Gerhart-Hines et al., 2007). Ademas de deacetilarlo, se ha descrito
que SIRT1 puede regular los niveles de expresién génica de PGC-1o. (Amat et al., 2009). Por
todo ello, se ha propuesto que la interaccion SIRT1-PGC-1a media la respuesta celular a la

restriccion caldrica.
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Hay que sefialar que otro miembro de la familia de las sirtuinas, SIRT3, ha sido
relacionado previamente con PGC-1a. La expresién ectépica de SIRT3 en adipocitos
marrones induce la expresion de UCP-1, efecto que se ha propuesto estd mediado por la
induccién de PGC-1a a través de la activaciéon de CREB (Shi et al., 2005).

Por otra parte, se ha demostrado que el estrés oxidativo induce la interaccién y
subsiguiente deacetilacion del factor FoxO3a por SIRT1 en al menos cinco residuos de lisina
distintos, lo que promueve su translocacién del citoplasma al nicleo. (Brunet et al., 2004;
Motta et al., 2004; van der Horst et al., 2004).

El papel de SIRT1 en la regulacién de la actividad de los factores FoxO no esta claro,
ya que mientras algunos estudios sugieren que SIRT1 activa FoxO (Daitoku et al., 2004;
Kobayashi et al., 2005), otros proponen que inhibe su actividad (Motta et al., 2004), o que
el efecto de SIRT1 sobre FoxO depende del contexto (Brunet et al., 2004). En relacién a
esta Ultima idea, se ha propuesto que SIRT1 promueve la induccién por FoxO3a de genes
implicados en parada de ciclo celular y resistencia al estrés, como p27 y GADD45, mientras
que inhibe la capacidad de FoxO3a para inducir genes pro-apoptéticos como Bim o Fas
ligando (Brunet et al., 2004). En linea con estos resultados, se ha descrito que SIRT1 regula
la resistencia al estrés oxidativo en cardiomiocitos en parte mediante la induccién de la
enzima catalasa por un mecanismo dependiente de FoxO1 (Alcendor et al., 2007).

Por todo ello, se ha propuesto que la regulacion diferencial que SIRT1 ejerce sobre
los genes diana de FoxO3a podria promover la induccién por este factor transcripcional de
respuestas de supervivencia celular frente a respuestas de muerte ante una situaciéon de
estrés oxidativo (Giannakou and Partridge, 2004).

Aparte de SIRT1, otros miembros de la familia de las sirtuinas han sido relacionados
con FoxO3a y la respuesta celular al estrés. Asi, se ha descrito que SIRT2 deacetila a
FoxO3a en respuesta al estrés oxidativo y a la restriccién caldrica, y aumenta su unién al
promotor de p27 (Wang et al.,, 2007). También se ha propuesto que SIRT3 es capaz de
interaccionar con FoxO3a y promover su union al promotor de la enzima de detoxificacién
MnSOD (Jacobs et al., 2008). Un estudio reciente (Sundaresan et al., 2009) ha sugerido
que SIRT3 protege frente a la hipertrofia cardiaca mediante la activaciéon de la expresién de
dos dianas de FoxO3a, la MnSOD vy la catalasa, y la disminucién de los niveles intracelulares
de ROS.

Por tanto, se ha descrito que SIRT1 puede cooperar con PGC-1a en la regulacién de
diversos programas metabdlicos en higado y musculo; asimismo, esta deacetilasa modula la
actividad transcripcional de FoxO3a sobre determinados genes diana implicados en la
resistencia al estrés. Teniendo en cuenta que tanto SIRT1 como FoxO3a y PGC-1a parecen
estar implicados en la respuesta celular a condiciones de estrés, y dado que se ha propuesto

previamente que SIRT1 es clave para la funcionalidad del endotelio vascular, nos planteamos
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la posibilidad de que esta deacetilasa pudiese actuar como moduladora de la actividad de
PGC-1a y de FoxO3a en células endoteliales, y mas concretamente, en el contexto de la

proteccién frente al estrés oxidativo.
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Objetivos

En el presente trabajo nos planteamos los siguientes objetivos:

1. Estudiar el papel de FoxO3a en la regulacién transcripcional de los genes

de defensa antioxidante en el endotelio vascular.

Determinar si el factor de transcripcion FoxO3a actia como regulador de la
expresion de genes clave en la defensa antioxidante, especialmente a nivel
mitocondrial, tales como MnSOD, CAT, Prx3, Prx5, Trx2, TR2 y UCP-2.

Analizar si el efecto de FoxO3a sobre el sistema de protecciéon frente a estrés
modula los niveles intracelulares de especies reactivas de oxigeno.

Determinar si el factor FoxO3a enddgeno es necesario para el mantenimiento de los
niveles basales de expresién del sistema antioxidante en células endoteliales

primarias.

2. Analizar la posible cooperacién entre los reguladores transcripcionales

FoxO3a y PGC-Ta en la induccién de los genes de proteccién frente a

estrés oxidativo

Estudiar si los factores FoxO3a y PGC-Ta son capaces de interaccionar en células
endoteliales primarias.

Investigar si PGC-1a puede funcionar como coactivador transcripcional de FoxO3a.
Determinar si estos reguladores transcripcionales son mutuamente dependientes en
la regulacién de la expresion del sistema de defensa antioxidante y los niveles

intracelulares de ROS.

Estudiar la implicacién de SIRT1 en el control del programa transcripcional

de respuesta a estrés oxidativo en células endoteliales

Identificar nuevos genes de respuesta a estrés regulados por SIRT1 en el endotelio.
Estudiar si SIRT1 es capaz de deacetilar tanto a FoxO3a como a PGC-1a en células
endoteliales primarias.

Analizar si el efecto de SIRT1 sobre los genes de respuesta a estrés esta mediado

por su interaccién con los factores FoxO3a y/o PGC-1a.
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Materiales y Métodos

CULTIVOS CELULARES

En todos los casos las células se mantuvieron a 37°C en atmédsfera himeda al 5% de

CO..

a. Establecimiento de cultivos primarios

o Las células endoteliales de vena umbilical humana (HUVEC) se aislaron a partir de
cordones umbilicales segin se ha descrito previamente (Jaffe et al.,, 1973).
Brevemente, se introdujo una canula en la vena umbilical del cordén vy, tras lavado con
solucién salina, se incubd con colagenasa tipo IA (Invitrogen) al 0,1% en PBS durante 20
minutos a 37°C. Posteriormente, las células endoteliales desprendidas se recogieron en
solucién Hank’s (Sigma), se centrifugaron y se resuspendieron en medio M199 (Gibco)
suplementado con 20% de suero fetal bovino (FBS, Gibco), 100 ug/ml de
penicilina/estreptomicina (Biowhittaker) y 50 ug/ml de factor de crecimiento de células
endoteliales (ECGF, preparado en el laboratorio). Las células se cultivaron en placas

previamente gelatinizadas (0,2% en PBS, Sigma) y se utilizaron en pase 3-5.

o Las células endoteliales de aorta bovina (BAEC) se obtuvieron a partir de aortas
toracicas de vaca siguiendo un protocolo similar al descrito para las HUVEC. Las células
se cultivaron en medio RPMI-1640 (Sigma) suplementado con 10% de suero fetal

bovino y 100 ug/ml de penicilina/estreptomicina. Se emplearon células en pase 3-6.

o Las células endoteliales de aorta de ratén (MAEC) se aislaron a partir de la aorta
toracico-abdominal murina segln protocolos previamente descritos (Suh et al.,, 1999).
En resumen, la aorta extraida se limpié y fragmenté en secciones de aproximadamente 1
mm de longitud que se embebieron en matrigel (Matrigel Basement Membrane Matrix,
BD Biosciences). Tras incubacién 30 minutos a 37 °C, se afiadi6 medio DMEM-F12
(Biowhittaker-Cambrex) suplementado con 20% de suero fetal bovino, 100 ug/ml de
penicilina/estreptomicina y 100 ug/ml de ECGF, de forma que cubriese totalmente el
matrigel con las aortas. Tras varios dias de cultivo, las células crecidas a partir de las
secciones de aorta se extrajeron del matrigel mediante incubacién con BD Cell Recovery
Solution (BD Biosciences) durante 1 hora a 4°C y posterior centrifugaciéon. Las células
obtenidas se crecieron en placas gelatinizadas (0,2% en PBS) y, una vez confluentes, se
purificaron mediante separacion magnética con Dynabeads (DYNAL Biotech) utilizando
el anticuerpo anti-PECAM-1 (CD31) de BD Biosciences, en dilucién 1:300. En los

experimentos se emplearon MAEC en pase 3-6.
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o Los fibroblastos embrionarios de ratéon (MEF) se obtuvieron a partir de embriones de
12,5-13,5 dias de desarrollo. Tras separar los embriones de la placenta y lavarlos con
solucién salina, se eliminaron la cabeza y los tejidos no fibroblasticos; el resto del cuerpo
se fraccioné y se incubdé en tripsina (0,25% 1mM EDTA, Gibco) a 37°C durante 45
minutos, resuspendiendo cada 15 minutos para disgregar el tejido. La suspension
resultante se diluyé en medio DMEM (Sigma) suplementado con 10% de suero fetal
bovino y 100 ug/ml de penicilina/estreptomicina, y se sembré en placas de cultivo. A
las 24 horas se renové el medio para eliminar los restos celulares derivados del proceso

de aislamiento. Las células MEF se utilizaron en pase 2-5.

Los fibroblastos embrionarios procedentes de ratones deficientes en el gen FoxO3a

(FoxO3a”-) fueron donados por la Dra. K. Arden (Hosaka et al., 2004).

b. Lineas celulares

Las células HEK-293A (células embrionarias humanas de rifién, Invitrogen) se
crecieron en medio DMEM suplementado con 10% de suero fetal bovino y 100 ug/ml de

penicilina/estreptomicina.

ANIMALES

Se utilizaron ratones C57BL/6 (cepa silvestre, WT o PGC-1a**) y ratones
deficientes en el gen PGC-1a (KO o PGC-1a7), cedidos generosamente por el Dr. B.
Spiegelman (St-Pierre et al., 2006).

Los protocolos utilizados para la manipulacién de los animales estan de acuerdo con
la Declaraciéon de Helsinki y la Guia para el Cuidado y el Uso de Animales de Laboratorio
publicada por el Instituto Nacional de Salud de Estados Unidos (NIH) (ndmero de publicacién

85-23).

AISLAMIENTO DE ARN TOTAL Y RETROTRANSCRIPCION A ADNc

Para el aislamiento del ARN total de células se usé el reactivo TRIzol (Invitrogen),
siguiendo un protocolo basado en las instrucciones del fabricante. Las células se lavaron dos
veces con PBS frio y se lisaron con TRIzol. A continuacion, mediante la adicién de
cloroformo (MERCK) seguida de centrifugacion, se separé la soluciébn en dos fases,
recuperando el ARN de la fase acuosa por precipitacion con alcohol isopropilico (Sigma-

Aldrich). Tras lavado con etanol al 70% (MERCK), el ARN extraido se resuspendié en agua
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libre de RNasas. Posteriormente se cuantific6 por espectrofotometria (Nanodrop) y se
comprobd su pureza y calidad mediante electroforesis en gel de agarosa.

La retrotranscripcion a ADN complementario (ADNc) se realizé a partir de 1 ug de
ARN total previamente calentado 2 minutos a 72°C. Se usé la transcriptasa reversa M-MLV
(Moloney Murine Leucemia Virus Reverse Transcriptase, Invitrogen) de acuerdo a las
instrucciones de la casa comercial, utilizando hexameros no especificos como
oligonucleétidos iniciadores (GE Healthcare).

La cantidad relativa de ADNc se determind mediante la reaccién en cadena de la

polimerasa (PCR) en tiempo real o cuantitativa (QRT-PCR).

RT-PCR CUANTITATIVA

El andlisis cuantitativo de la expresidn génica se realizé mediante gRT-PCR en
Sistemas de Deteccién de Secuencia (SDS) 7900 y 7900FAST de Applied Biosystems.

Para la mayor parte de los genes estudiados, se disefiaron oligonucle6tidos
especificos que fueron sintetizados por Isogen o por Invitrogen (ver Tabla 1), utilizandose
para la reaccién SYBR Green | Dye (SYBR Green master Mix 2X, Applied Biosystems). Las
condiciones de amplificacién fueron las siguientes: 2 minutos (min.) a 50°C, 10 min. a 95°C,
y 40 ciclos de 15 s a 95°C, 30 s a 55-60°Cy 30 sa 72°C.

Para algunos genes se emplearon sondas comerciales Tagman (ver Tabla 2). En
estos casos la amplificacién se llevé a cabo con TagMan Master Mix 2X (Applied Biosystems)
en las mismas condiciones.

Los datos fueron analizados con el programa Sequence Detection System (Applied
Biosystems) por el método de la cuantificacién relativa por comparacién de C; (threshold
cycle, umbral de deteccién establecido). Para la normalizacién de los niveles de expresion
del gen de interés se utiliz6 como control el gen constitutivo 18S (18S rRNA VIC-MGB,
Applied Biosystems).
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Tabla 1. Oligonucleétidos utilizados para qRT-PCR, disefiados para secuencias de
humano (h), ratén (m) o vaca (b)

GEN DIANA OLIGO DIRECTO OLIGO REVERSO
PGC-1a 5’-ggcagtagatcctcttcaagatc-3’ 5’-tcacacggcgctcttcaattg-3’
hmMnSOD 5’-tggccaagggagatgtgttac-3’ 5’-cagcaactctcctttgggttc-3’
bMnSOD 5’-ggaacaacaggtcttatccccct-3’ 5’-ttacttgctgcaagccgtgtatc-3’
hmCAT 5’-attgccggccacctgaagga-3’ 5’-cttgtccagaagagcctggat-3’
mCAT 5’-catgcatgacaaccagggtggt-3’ 5’-gaattgcgttcttaggcttctca-3’
hPrx3 5’-cctttggatttcacctttgtgtg-3’ 5’-ccaatcaaggtggagatgcc-3’
mPrx3 5’-tctggtccteggttgetegt-3’ 5’-gtggaaagaggaactggtgct-3’
Prx5 5’-ccaatcaaggtgggagatgcc-3’ 5’-gcaggtgtgtcttggaacat-3’
mPrx5 5’-ccaatcaaggtgggagatgcc-3 5’-ccaggcacttagaacagcca-3’
bmtTrx2 5’-cagggagatggctcagcga-3’ 5’-gaccacaccattgtgcatgga-3’
bTR2 5’-tgcaggacaggaaagtcaagta-3’ 5’-caaggcaccttcgatgtgcgt-3’
hUCP-2 5’-tacaaagccggattccggcage-3’ 5’-ctccttggatctgtaaccggac-3’
mUCP-2 5’-cagttctacaccaagggctcag-3’ 5’-catggagaggctcagaaaggtgc-3’
bUCP-2 5’-cggctacagatccaaggagaa-3’ 5’-ccgatgccagcatgctcaga-3’
hmFoxO3a 5’-ccggctggaagaactccatc-3’ 5’-catcagggttgatgatccaccaag-3’
hmSIRT1 5’-ccattcttcaagtttgcaaagga-3’ 5’-tgcaaaggaaccatgacactga-3’

Tabla 2. Oligonucleétidos comerciales (Sondas Tagman) utilizados para qRT-PCR

GEN DIANA

PROVEEDOR

18S 18S rRNA pre-developed Endogenous Control, VIC-MGB
hTR2 Hs00272352_m1, 50290330_A Applied Biosystems
mTR2 Mm00496771_m1, 73717G4

INMUNOPRECIPITACION DE CROMATINA (ChIP)

Las condiciones experimentales utilizadas para ChiIP fueron las previamente descritas

(Valle et al., 2005). En resumen, las células se fijaron con una solucién de formaldehido al

1% (Fluka) durante 15 min. Después se lavaron, recogieron y resuspendieron en una

solucién hipoténica (50 mM Tris-HCI, pH 8, 10 mM EDTA, 1% SDS e inhibidores de

proteasas). A continuacién las muestras se sometieron a sonicacién para fragmentar el

ADN. La preparacion de cromatina obtenida se incubé con el anticuerpo primario

correspondiente durante toda la noche a 4°C y en agitacion orbital. Los complejos proteina-

ADN se recogieron mediante incubacién durante 2,5 horas a temperatura ambiente con

proteina A/G-Agarosa (Santa Cruz) y posterior centrifugacién. A continuacién se traté con
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pronasa (Roche) durante a 1 hora a 42°C y después se incub6 5 horas a 65°C para revertir
las uniones proteina-ADN. Por ultimo, el ADN inmunoprecipitado se aisl6 mediante
fenolizacién y se analizé por gRT-PCR usando los oligonucleétidos que se muestran en la

Tabla 3.

Tabla 3. Oligonucleétidos utilizados para ChIP

GEN DIANA OLIGO DIRECTO OLIGO REVERSO
CAT
MnSOD 5’-gacttttgtccttccecttge -3’ 5’-gatgcaggctttctgtcttcaa -3’
Prx3 5’-acagaagccggaagtctctacct-3’ 5’-tcccactgttttgttaaccttgtg-3’
Prx5 5’-tgcatggtcctcagaaactcct -3’ 5’-gagataattttggcctcttgec-3’
Trx2 5’-gcaaaatccaaaaccacggg-3’ 5’-ccctagaggagggaccggaag-3’
Ucp-2 5’-gcaggcctttgcatctgttet-3’ 5’-tagcttttgcgctgagetctg-3’
B-actina 5’-caccttccagcagatgtgga-3’ 5’-agcatttgcggtggacgatgg-3’
PGC-1a 5’-aaaataggagccgggaatcaaag-3’ 5’-ataaggagaacaagccacaaaacc-3’

EXTRACCION DE PROTEINAS CELULARES TOTALES E INMUNODETECCION
(WESTERN BLOT)

Para la obtencion de los extractos celulares totales las células se lavaron dos veces
con PBS frio y se lisaron en presencia de una solucién de 20 mM HEPES pH 7,9, 125 mM
NaCl, 1% NP-40, 1 mM EDTA, 5 mM B-glicerolfosfato, 0,2 mM NaV, 0,2 mM NaF, 10 mM NaP
e inhibidores de proteasas (Protease Inhibitor Cocktail, Sigma).

Las muestras de proteinas obtenidas se cuantificaron por colorimetria mediante una
modificacion del método de Lowry (Bio-Rad DC Protein Assay). Posteriormente, 20-25 ug
de proteina desnaturalizada se separaron por electroforesis en geles de poliacrilamida-SDS
(SDS-PAGE) y se transfirieron a membranas de fluoruro de polivinilideno (PVDF) Hybond™-P
(Amersham Biosciences). Con el fin de evitar uniones inespecificas de los anticuerpos
primarios o secundarios a las membranas, éstas se bloquearon durante 1 hora en leche al
5% en Tris Buffer Salino con 0,1% de Tween 20 (TBS-T). A continuacién, se incubaron
durante toda la noche a 4°C con los anticuerpos primarios especificos de las proteinas de
interés (Tabla 4). Tras lavar las membranas tres veces con TBS-T, se realizé la incubacién
con los correspondientes anticuerpos secundarios conjugados a peroxidasa de rabano (HRP-
conjugados) (Tabla 5), durante 45 min. a temperatura ambiente. Después se realizaron
otros tres lavados con TBS-T de 10-15 min. cada uno. El revelado se llevo a cabo mediante
el sistema de deteccién quimioluminiscente ECL (Amersham Biosciences) y la exposicién de

peliculas autorradiograficas (AGFA).

49



Materiales y Métodos

Tabla 4. Anticuerpos primarios empleados para inmunodeteccién (WB) e
inmunoprecipitaciéon de proteinas (IP)
ANTIGENO FUENTE PROVEEDOR DILUCION
WB IP
PGC-Tar Conejo Santa Cruz (H-300) 1:200 1:20
Cayman Chemical 1:200
Santa Cruz (H-144) 1:1000 1:100
FKHRL1 (FoxO3a) Conejo Cell Signaling 1:1000
Millipore 1:500 1:50
Trx2 Conejo LabFrontier 1:500
TR2 Conejo LabFrontier 1:500
Prx3 Conejo LabFrontier 1:2000
Prx5 Ratén BD Biosciences 1:1000
Conejo Santa Cruz (FL-214) 1:200
Catalasa Conejo Chemicon International 1:1000
MnSOD Conejo Stressgen 1:5000
UCP2 Cabra Santa Cruz (C-20) 1:500
Conejo BioLegend 1:500
SIRT1 Conejo Santa Cruz (H-300) 1:200
Lisina acetilada (Ac-Lys) Conejo Cell Signaling 1:1000
B-actina Raton Sigma 1:1000
HA Ratén Hibridoma 12CA5 1:20 1:2
Tabla 5. Anticuerpos secundarios HRP-conjugados utilizados para WB
ANTICUERPO FUENTE PROVEEDOR DILUCION
IgG de ratén Oveja GE-Healhcare 1:4000
IgG de conejo Burro GE-Healhcare 1:4000
IgG de cabra Burro Santa Cruz Biotechnology 1:4000

INMUNOPRECIPITACION DE PROTEINAS (IP)

Las células resuspendidas en solucién de lisis (20 mM HEPES pH 7,9, 125 mM NaCl,
0,1% NP-40, 1 mM EDTA, 5 mM g-glicerolfosfato, 0,2 mM NaV, 0,2 mM NaF, 10 mM NaP e

inhibidores de proteasas) se sometieron a un ciclo de congelacién-descongelacién rapida en

nitrogeno liquido, se agitaron vigorosamente y se centrifugaron para eliminar los restos

celulares, conservando el sobrenadante. Para las inmunoprecipitaciones (IPs) se utilizé 1 mg

de proteina, que se incubé con el anticuerpo correspondiente durante toda la noche a 4°C y

en agitacién orbital (ver diluciones utilizadas en la Tabla 4). Tras la adicién de proteina A/G-

Agarosa (Santa Cruz) y posterior incubacién dos horas a temperatura ambiente, los

inmunocomplejos se recogieron por centrifugacion, se lavaron tres veces con PBS frio y
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finalmente se sometieron a electroforesis en geles SDS-PAGE, siguiendo el protocolo
descrito anteriormente para la deteccién de proteinas por Western Blot.
Como anticuerpo control para las inmunoprecipitaciones se usé la Inmunoglobulina G

(IgG) normal de conejo o de ratén de Santa Cruz.

ENSAYOS DE INTERACCION ENTRE PROTEINAS /N VITRO

Las proteinas de fusion GST-PGC-1a (GST, Glutation S-transferasa) se generaron
mediante el clonaje de distintos dominios de la proteina PGC-1a (aminoacidos 1-186, 1-
350, 350-580 y 561-797) entre los sitios Xhol y Notl del vector de expresién pGEX-6P-2
(GE Healthcare). Estas proteinas se expresaron en bacterias E.coli BI21DE3 y se purificaron
mediante cromatografia en columnas de afinidad de glutation-agarosa (GE Healthcare).

Mediante el sistema TNT de transcripcién y traduccién in vitro (Promega), se
generaron proteinas FoxO3a marcadas radioactivamente con metionina[S3°]. El vector
utilizado contiene el ADNc de FoxO3a bajo el control del promotor T7 y ha sido descrito
previamente (Anderson et al., 1998). Las proteinas FoxO3a-S*° se incubaron con 1ug de las
proteinas de fusion GST-PGC-1a previamente inmovilizadas sobre bolas de glutation-
agarosa. La mezcla se incubd 1 hora a temperatura ambiente en tampén de unién (20 M
Tris-HCI, pH 8.0, 10% glicerol, 5 mM MgCl,, 0.5 mM EDTA, 0.5 mM EGTA, 2 mM ditiotreitol,
0.1-0.4% NP-40, 100 mM KCl). Tras varios lavados, las muestras fueron sometidas a

electroforesis en geles SDS-PAGE y visualizadas mediante autorradiografia.

VECTORES ADENOVIRALES

a. Vectores adenovirales utilizados

o Ad-FoxQ3a-WT: Este vector, donado por el Dr. K. Walsh (Skurk et al., 2004), contiene la
secuencia humana de FoxO3a wild-type unida al péptido de hemaglutinina (HA) bajo el
control del promotor de citomegalovirus (CMV), ademas de la proteina verde

fluorescente (GFP) bajo el control de un promotor CMV independiente (Fig. 10).

o Ad-FoxQ3a-TM: Vector, también cedido por el Dr. K. Walsh (Skurk et al., 2004), que
permite la expresiéon de una forma constitutivamente activa de la proteina FoxO3a, ya
que los tres sitios susceptibles de fosforilacién por Akt, Thr-32, Ser-253 y Ser-315,
estan sustituidos por residuos de alanina. Contiene la secuencia humana de FoxO3a y la

de la proteina GFP bajo el control de promotores CMV independientes (Fig. 10).
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Figura 10. Estructura de los vectores adenovirales de FoxO3a utilizados. El esquema
muestra la estructura de los vectores adenovirales que expresan la forma wild-type (FoxO3a-WT) o la
forma constitutivamente activa de FoxO3a (FoxO3a-TM). Las sustituciones de nucleétidos realizadas
para obtener el mutante no fosforilable estan indicadas. Las proteinas transgénicas estdn marcadas
con hemaglutinina (HA). Los vectores expresan ademas la proteina verde fluorescente (GFP). TAD:
Dominio de transactivacion.

o Ad-PGCla: El adenovirus recombinante de sobre-expresidén de PGC-1a ha sido descrito
previamente (Valle et al., 2005). Contiene, bajo el control del promotor CMV, la

secuencia murina de PGC-1a unida en el extremo N-terminal a tres copias de HA.

o Ad-GFP-PGCla: Este vector, procedente del laboratorio del Dr. M. Montminy (Herzig et
al., 2001), co-expresa PGC-1a murino y GFP bajo el control de dos promotores CMV

independientes.

o Ad-SIRT1: El vector adenoviral empleado para la sobre-expresién de SIRT1, cedido por el
Dr. Francesc Villarroya, también ha sido referido con anterioridad (Amat et al., 2007).

Contiene la secuencia murina de SIRT1 bajo el control del promotor CMV.

Los vectores adenovirales descritos fueron generados segun el método detallado en
(He et al., 1998). Esta técnica se basa en el clonaje del ADNc de interés en un vector
Shuttle (en estos casos se utilizaron pAdTrack-CMV y pShuttle-CMV) y posterior
recombinacién homéloga entre el vector generado y un vector adenoviral Backbone (pAd-
Easy-1) mediante co-transformacién de ambos plasmidos en bacterias Escherichia coli
(E.coli) BJ5183. Para la generacién de las particulas virales, el vector adenoviral resultante

se transfecta en células empaquetadoras HEK-293A.

o Ad-shRNAs: Los adenovirus que permiten la expresion de ARNs de interferencia
(shRNAs) se generaron utilizando el pSilencer ™ Adeno 1.0 Cytomegalovirus (CMV)
Promoter System de Ambion. En resumen, se disefiaron oligonucleétidos de ADN
directos y reversos que codifican un shRNA especifico para nuestro gen de interés
(Tabla 6). Los insertos de shRNA, generados por hibridacién y ligacion de dichos
oligonucleétidos, se clonaron en el vector Shuttle 1.0 CMV linearizado. Con los

productos de ligacion se transformaron bacterias E.coli DH5a y se obtuvieron
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preparaciones plasmidicas de los clones para comprobar la presencia del inserto por PCR
y verificar su correcta orientacién y ausencia de mutaciones por secuenciacion. A
continuacién se comprobé su capacidad para inducir interferencia del ARN mediante
transfeccion en células que expresan el gen de interés y posterior analisis de la
disminucién en la expresiéon de dicha diana tanto a nivel de ARN como de proteina.
Finalmente, las particulas virales se generaron por recombinaciéon de los vectores
Shuttle 1.0 CMV-shRNA y Adenoviral LacZ Backbone mediante co-transfeccién en
células HEK-293A.

Tabla 6. Oligonucleétidos utilizados para la generaciéon de adenovirus de expresién de
shRNAs

OLIGO DIRECTO REVERSO
HPGC-1 5’tcgagttcatggagcaataaagcgttcaagaga | 5’'ctagtaattcatggagcaataaagcgtctcttga
s -la

cgctttattgctccatgaatta-3’ acgctttattgctccatgaac-3’
HFoxO3 5’tcgaggagctcttggtggatcatcttcaagaga | 5’'ctagtaagagctcttggtggatcatctctcttga
shFox0O3a

gatgatccaccaagagctctta-3’ agatgatccaccaagagctcc-3’

5’tcgagcaccacagagctgccatccttcaagaga | 5’ctagtaacaccacagagctgecatcectetcttg

shControl

ggatggcagctctgtggtgtta-3’ aaggatggcagctctgtggtge-3’

b. Obtencién de preparaciones de adenovirus y titulacién

En todos los casos se emplearon adenovirus no-replicativos que se amplificaron en la
linea celular HEK-293A, que expresa constitutivamente los elementos E1 virales, suprimidos
en este tipo de vectores. La expansion se llevé a cabo mediante infeccién sucesiva de un
ndmero creciente de placas de 293A. Una vez observados los efectos citopaticos, las
células se recogieron, centrifugaron y resuspendieron en PBS. A continuacion, se lisaron
para liberar los virus mediante tres ciclos consecutivos de congelacién rapida en nieve
carbdnica, descongelacién a 37°C y agitacion vigorosa. Finalmente, se centrifugd para
eliminar los restos celulares, obteniéndose una suspensién de particulas virales.

La concentracién de las suspensiones virales obtenidas se determiné por el método
de titulacién en placa sobre células 293A. Brevemente, células en confluencia se infectaron
con diluciones seriadas de la suspension del virus y se mantuvieron en cultivo durante 15
dias. Transcurrido este tiempo, se realizd un recuento del nlmero de halos de lisis formados
con las distintas diluciones, lo que permiti6 determinar el nimero de particulas virales
activas presentes en la preparacién original. En general se obtuvieron titulos del orden de

10""PFU/ml. (PFU, particulas virales infecciosas, del inglés plague-forming units).
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c. Protocolo de infeccion

Las células HUVEC, MAEC, BAEC y MEF se infectaron con los adenovirus descritos
anteriormente a una multiplicidad de infeccién (moi) de 1-50 durante 12-16 horas, salvo en
el caso del Ad-FoxO3a-TM, con el que se realizaron infecciones de 6 horas. Tras la infeccion
se lavo con PBS y se renové el medio de cultivo; transcurridas 24 6 48 horas, segun el
experimento y el adenovirus utilizado, las células se recogieron para realizar los ensayos
correspondientes (analisis de los niveles de ARNm, proteina, ROS, etc).

En todos los experimentos se compard el efecto del adenovirus de expresién de la
proteina de interés con el de un adenovirus control: para los ensayos con los vectores
adenovirales de Fox03a-WT, FoxO3a-TM y GFP-PGCla se utilizé el correspondiente
adenovirus que expresa Unicamente el transgen GFP (Ad-GFP); el vector adenoviral vacio
Ad-Shuttle se usé como control del Ad-PGC1a y del Ad-SIRT1; y como referencia para las
infecciones con Ad-shFoxO3a y Ad-shPGC-Ta se us6 un adenovirus que expresa un ARN de

interferencia control (Ad-shControl).

TRANSFECCION DE CELULAS

Las transfecciones de ADN se realizaron con Lipofectamina 2000 (Invitrogen) en
células a un 70-80 % de confluencia. Brevemente, se prepararon diluciones de ADN y de
Lipofectamina 2000 en medio Opti-MEM | sin suero (Invitrogen). Después de 5 minutos de
incubacién, se mezclaron ambas diluciones y tras agitaciéon suave se incub6 20 minutos a
temperatura ambiente para la formacién de los complejos de ADN-Lipofectamina (relacién 1
ug :2 wl). A continuacién se afadié la mezcla con los complejos a los pocillos con las células
en medio sin antibiético. Tras incubaciéon durante 4-6 horas a 37° C, las células se lavaron

con PBS y se afiadié medio fresco completo.

MEDIDA DE LA ACTIVIDAD LUCIFERASA

Para la medida de la actividad luciferasa se empledé el sistema Dual-luciferase
Reporter Assay System de Promega, siguiendo las instrucciones del proveedor. La
cuantificaciéon se realizé transcurridas 24 horas desde la transfeccidon de los plasmidos

correspondientes, en un luminémetro Orion Microplate (Berthold Detection Systems).
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MUTAGENESIS DIRIGIDA SOBRE EL PROMOTOR DE LA MnSOD

La mutacién puntual en el sitio de unién para FoxO del promotor de sod2 (DBE,
posiciéon -1330), se introdujo con el kit Quick Change XL Site-Directed Mutagenesis de
Stratagene.

Los oligonucleétidos empleados fueron los siguientes:

- Sod2m1/f: 5’-cttctgacgtctgtaaaGaagcccagcccttec-3’

- Sos2m1/r: 5’-ggaagggctgggcttCttctttacagacgtcagaag-3’

La sustitucion de un Unico nucleétido (Citosina por Guanina) en la secuencia
AAACAA del DBE imposibilita el reconocimiento del sitio por parte de FoxO3a, segin se ha

descrito previamente (Kops et al., 2002a).

ANALISIS DE LAS ESPECIES REACTIVAS DE OXIGENO (ROS)

Los niveles celulares de ROS se determinaron mediante citometria de flujo usando
dos fluorocromos distintos.

En un primer método las células se marcaron con 5-clorometil-2’7’-
diclorodihidrofluoresceina diacetato acetil ester (CM-H,DCFDA, Molecular Probes). Las
células se incubaron con CM-H,DCFDA 2 uM (diluido en el medio de cultivo) durante 30 min.
a 37°C; después se tripsinizaron, centrifugaron y resuspendieron en PBS para analizar
posteriormente la intensidad de fluorescencia por citometria de flujo. En el caso de células
infectadas con adenovirus que expresan la proteina GFP, y para evitar posibles interferencias
con la sefal del CM-H,DCFDA, se determiné la sefial correspondiente Unicamente a GFP y se
restd de la sefial total obtenida con el CM-H,DCFDA.

En un segundo método las células se marcaron con dihidrorodamina 6G (DhRG6G,
Molecular Probes). Tras el correspondiente ensayo, las células se tripsinizaron, centrifugaron
y resuspendieron en PBS. A continuacién se incubaron con DhR6G 1 uM durante 15 min. a
temperatura ambiente, para posteriormente analizarlas en el citbmetro de flujo. Con el fin
de controlar posibles variaciones en la sefial de la DhR6G debidas a cambios en el potencial
de membrana mitocondrial (AW,), éste se monitoriz6 mediante marcaje de parte de las
células con tetrametilrodamina metil ester (TMRM, Molecular Probes). Para ello, las células se
incubaron en PBS con TMRM 5 nM durante 30 min. a 37°C antes de analizar la intensidad de

fluorescencia por citometria de flujo.
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ANALISIS ESTADISTICO

El andlisis estadistico de los datos se llevé a cabo mediante el test de Student (t-
test), el andlisis de la varianza (ANOVA) o test no paramétricos, segln los casos. Los
valores de probabilidad (p) iguales o inferiores a 0,05 fueron considerados como
estadisticamente significativos. Los datos se representan como la media = la desviacion

estandar. Todos los experimentos se realizaron al menos tres veces de forma independiente.
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1. ESTUDIO DEL PAPEL DE FOXO3A EN LA REGULACION TRANSCRIPCIONAL DE
LOS GENES DE LA DEFENSA ANTIOXIDANTE EN EL ENDOTELIO.

FoxO3a regula la expresiéon del sistema de proteccién frente a estrés oxidativo
mitocondrial en HUVEC

Diversos trabajos sustentan la hipétesis de que el factor de transcripcion FoxO3a es
un mediador de la respuesta celular a situaciones de estrés. Hay que resaltar que FoxO3a ha
sido descrito como regulador transcripcional directo de los genes de tres enzimas clave del
sistema de defensa antioxidante, la MnSOD, la catalasa y la Prx3, asi como de otros genes
que promueven la supervivencia de la célula ante un estimulo de estrés (Chiribau et al.,
2008; Kops et al., 2002a; Nemoto and Finkel, 2002).

Por otra parte, en los Gltimos afos varios estudios han mostrado que la actividad de
FoxO3a es particularmente relevante para la regulacién de la funcién endotelial, modulando
los procesos de angiogénesis y el remodelado vascular (Paik et al., 2007; Potente et al.,
2005).

En base a estas observaciones, y dado nuestro interés en el estudio de los
mecanismos que regulan la defensa frente al exceso de ROS en el endotelio vascular, nos
propusimos estudiar el papel de FoxO3a en la regulacion transcripcional de los genes de

proteccién frente a estrés oxidativo en células endoteliales primarias.

En primer lugar, decidimos evaluar el efecto de FoxO3a sobre los niveles de
expresion del sistema de defensa antioxidante. Para ello, se infectaron células HUVEC con un
adenovirus que dirige la expresion de una forma constitutivamente activa de FoxO3a (Ad-
FoxO3a-TM) o con un adenovirus control (Ad-GFP). Posteriormente se analizaron los niveles
de ARNm y proteina de los distintos componentes del sistema de proteccion frente a estrés
oxidativo mitocondrial mediante gRT-PCR y Western Blot, respectivamente.

Como se muestra en la Figura 11, se observé que FoxO3a-TM inducia la expresién de
todos los genes de proteccién frente a ROS estudiados, incluyendo tanto factores que ya
habian sido descritos previamente como dianas de FoxO3a (MnSOD, CAT y Prx3), como
dianas no caracterizadas con anterioridad (Prx5, Trx2, TR2 y UCP-2) (Fig. 11.A). En todos
los casos el incremento en la expresion génica inducido por la forma constitutivamente
activa de Fox0O3a se tradujo en el correspondiente aumento en los niveles de proteina (Fig.
11.B).

Dado que el coactivador transcripcional PGC-1a ha sido descrito previamente por

nuestro grupo y otros como un regulador general del sistema de detoxificacidn mitocondrial
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y de la homeostasis de los ROS (St-Pierre et al., 2006; Valle et al.,, 2005), consideramos
relevante determinar si FoxO3a estaba implicado asimismo en la modulaciéon de los niveles
de expresién de este factor. Como se puede observar en la Figura 11 (A y B), la expresion
de FoxO3a-TM caus6é un aumento significativo en los niveles tanto de ARNm como de

proteina PGC-1a.
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Figura 11. FoxO3a regula el sistema de proteccion frente a estrés oxidativo en HUVEC.
Células HUVEC se infectaron durante 6 horas con Ad-FoxO3a-TM o Ad-GFP como control. Transcurridas
48h desde la infeccidn, se recogieron las células para el aislamiento de ARN o la obtencion de extractos
totales de proteinas. (A) Los niveles de ARNm de los genes de detoxificacion de ROS se analizaron por
dRT-PCR, usando como normalizador el ARNr 18S. Se representa la media + la desviacién estandar
respecto a los valores obtenidos para las células control, a los que se asigné el valor arbitrario de 1. (*)
p = 0,05 vs. control. (B) Andlisis por Western Blot de los niveles de proteinas del sistema de defensa
antioxidante. Se usé la expresién de la p-actina como control de carga.

Los resultados obtenidos sugieren que FoxO3a actia como regulador positivo de la
expresién de un conjunto de proteinas que participan en la defensa frente al estrés
oxidativo celular. El hecho de que FoxO3a induzca la expresion del factor PGC-1a plantea la
posibilidad de que la actividad de FoxO3a sobre el sistema de proteccién frente a los ROS
pueda estar mediada bien por un efecto directo de este factor de transcripcién sobre los
genes estudiados, bien por un mecanismo de tipo indirecto a través de la modulacion de los
niveles de PGC-1a, 0 ambos. Para tratar de dilucidar esta cuestidn empezamos por analizar
si FoxO3a regula la expresién de los genes antioxidantes de forma directa a través de la

unién a sus regiones promotoras.
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FoxO3a se asocia directamente a las regiones promotoras de los genes de la

defensa antioxidante

Con el fin de determinar si los genes de proteccién frente a estrés cuya expresion
parecia estar regulada por FoxO3a eran dianas directas de este factor de transcripcion,
estudiamos si FoxO3a era capaz de unirse directamente a las regiones promotoras de dichos
genes mediante experimentos de inmunoprecipitacién de cromatina (ChlP).

En estos ensayos se utilizaron células HUVEC infectadas con el Ad-FoxO3a-TM o el
Ad-GFP como control. A partir de estas células se obtuvieron preparaciones de cromatina
que se sometieron a inmunoprecipitacion con anticuerpos especificos frente a FoxO3a, o
con IgG normal (no inmunizada) como control. Posteriormente, se analizé la presencia en los
inmunoprecipitados de las regiones promotoras de los distintos genes de detoxificacién
mediante RT-PCR cuantitativa. Para ello se utilizaron oligonucleétidos dirigidos contra
regiones del promotor que, o bien son ricas en sitios de union de factores de transcripcion,
0 bien contienen secuencias similares a las descritas para la union de los factores FoxO.

En las células infectadas con el adenovirus control Ad-GFP no fue posible detectar
enriquecimientos significativos en ninguno de los fragmentos analizados en las condiciones
del estudio (20% FBS) (datos no mostrados). Sin embargo, y como se observa en la Figura
12, en las muestras obtenidas a partir de células que expresaban FoxO3a-TM e
inmunoprecipitadas con el anticuerpo especifico frente a FoxO3a, se detecté un
enriquecimiento en las regiones promotoras analizadas de CAT, Prx3, MnSOD, Prx5, Trx2,
UPC-2, asi como en el promotor de PGC-1a. No fue posible determinar la asociacién de
FoxO3a al promotor de la enzima TRZ2, ya que en este caso no se pudieron obtener
oligonucledtidos especificos contra las regiones reguladoras mencionadas que dieran lugar a
buenas amplificaciones por gRT-PCR.

Tomados en su conjunto, los resultados obtenidos en los experimentos de ChIP
sugieren que la regulacion que FoxO3a ejerce sobre la expresién de los genes de
detoxificacion de ROS estd mediada por su asociacién directa a las regiones promotoras de
dichos genes. No obstante, no se puede descartar que parte del efecto observado para
FoxO3a se deba a un aumento en los niveles del coactivador PGC-1a, que segln los ensayos

realizados es también una diana directa de regulacién por FoxO3a.
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Figura 12. Localizacién de FoxO3a
Chip en las regiones promotoras de los
genes de proteccion frente a
estrés. Células HUVEC se infectaron
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20 2] al control de IgG. (*) p = 0,05 vs.

0- 0- control. Se usaron oligonucleétidos
CAT Prx3 MnSOD Prx5 Trx2 UCP-2 PGC-1a  contra el gen de la B-actina como
control negativo de enriquecimiento.

FoxO3a reduce los niveles intracelulares de ROS

Los resultados obtenidos sugerian que FoxO3a actla modulando positivamente la
expresién de una serie de factores implicados en la defensa frente al estrés oxidativo,
incluyendo tanto enzimas que detoxifican los ROS generados a nivel mitocondrial, como la
proteina desacoplante UCP-2, que disminuye la produccién de O,. En base a estos datos,
decidimos evaluar qué efecto tenia la expresidn de FoxO3a sobre los niveles intracelulares
de ROS en células endoteliales.

Con este fin, se infectaron células HUVEC con el Ad-FoxO3a-TM o el Ad-GFP como
control, y posteriormente se determinaron los niveles de ROS mediante citometria de flujo
usando los indicadores fluorescentes dihidrorodamina 6G (DhR6G) y 5-clorometil-2'7’-
diclorodihidrofluoresceina diacetato acetil ester (CM-H,DCFDA).

La DhR6G es un compuesto que se utiliza para monitorizar la produccién celular de
ROS. La captacion por las células vivas y posterior oxidacién de este sustrato incoloro da
lugar a la formacion del compuesto fluorescente rodamina 6G, cuantificable por citometria
de flujo. Como se muestra en la Figura 13.A, la intensidad de fluorescencia detectada tras el
marcaje de las células con este fluorocromo fue significativamente menor en las HUVEC que
expresaban FoxO3a-TM que en las HUVEC control, lo que sugiere una menor acumulacion de
especies reactivas de oxigeno en estas células.

Dado que la DhR6G es sensible a cambios en el potencial de membrana mitocondrial
(Aw,,), éste se monitoriz6 mediante marcaje de parte de las células con tetrametilrodamina
metil ester (TMRM), compuesto cuya acumulacién en la mitocondria es proporcional al AW,
lo que implica un cambio en su espectro de emision de fluorescencia. Como se puede
observar en la Figura 13.B, la expresién de FoxO3a-TM indujo un aumento en la sefal del
TMRM, excluyendo asi que la reduccién observada en la intensidad de fluorescencia emitida
por la DhR6G fuese consecuencia de una disminucidn en el potencial de membrana

mitocondrial.
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Figura 13. La expresion de FoxO3a-TM reduce la acumulacién de ROS en la célula. Células
HUVEC se infectaron durante 6 horas con Ad-FoxO3a-TM o Ad-GFP como control. Tras 48 h, se
determiné el contenido intracelular de ROS (A y C) o el A¥,, (B) mediante citometria de flujo. Las
células se marcaron con DhR6G 1 uM, 15 min. a temperatura ambiente (A), con TMRM 5 nM, 30 min. a
37°C (B), o con CM-H,DCFDA 2 uM, 30 min. a 37°C (C). Los valores obtenidos se representan en
porcentajes, asignando a las células control (GFP) el valor de 100% (A [panel izquierdo] y C), o en
unidades arbitrarias (B). Las barras de error representan las medias = las desviaciones estandar; (*) p
= 0,05 vs. control. (A, panel derecho) Curva representativa de andlisis por citometria de flujo de la
cuantificacién de los niveles de ROS en células marcadas con DhR6G.

Para confirmar el resultado obtenido con la DhR6G, se realizé un experimento similar
marcando las células con el fluorocromo CM-H,DCFDA, compuesto que se vuelve
fluorescente tras la oxidacién celular y la actuacion de esterasas intracelulares que retiran
los grupos acetato de su estructura. En este caso también se detecté una menor intensidad
de fluorescencia, y por consiguiente, unos menores niveles de ROS, en las células infectadas
con el Ad-FoxO3a-TM en comparacion con las células control (Fig. 13.C).

Los experimentos de citometria de flujo realizados mostraron una menor
acumulacién de especies reactivas de oxigeno en células que expresan FoxO3a-TM, lo que
sugiere que en estas condiciones puede que esté aumentada la capacidad de detoxificacion
de los ROS y/o reducida la produccién de los mismos. Este resultado concuerda con el
efecto observado para FoxO3a como regulador positivo de la expresion de las enzimas de la
defensa antioxidante, apoyando la hipdtesis de que este factor juega un papel importante

en el control de la homeostasis de los ROS en la célula endotelial.
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FoxO3a endbégeno es necesario para el mantenimiento de los niveles basales del

sistema de protecciéon frente a ROS en el endotelio

Hasta ahora, los experimentos de expresidn de FoxO3a-TM nos habian permitido
identificar a FoxO3a como un posible modulador del programa transcripcional de defensa
frente al estrés y de la homeostasis de los ROS en células del endotelio vascular. A
continuaciéon decidimos determinar si la presencia de la proteina FoxO3a enddgena es
necesaria para el mantenimiento de los niveles normales de expresién de los genes de
proteccion frente a estrés oxidativo, o si su actividad puede ser complementada por alguno
de los otros factores FoxO presentes en el endotelio (FoxO1, Fox04).

Con este fin se silencié la expresion de FoxO3a en células HUVEC mediante infeccidn
con un adenovirus que expresa un ARN de interferencia especifico para FoxO3a (shFox0O3a),
o con un adenovirus control (shControl). Posteriormente las células se sometieron a
deprivacién de suero (0,5% de FBS) durante 12-16 horas, condiciones en las cuales se
induce la relocalizaciéon de FoxO3a desde el citosol al nucleo celular (Skurk et al., 2004). Los
niveles de ARNm de los genes de proteccién frente a estrés se analizaron por gRT-PCR.

Como se muestra en la Figura 14, la interferencia de la expresion de FoxO3a resulté
en una disminucién de los niveles de expresién de todo el conjunto de genes del sistema de
detoxificacion mitocondrial (MnSOD, CAT, Prx3, Prx5, Trx2, TR2), de UCP-2 y del

coactivador transcripcional PGC-1a.
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Figura 14. El silenciamiento de FoxO3a reduce la expresién de los genes de
detoxificacion de ROS en células endoteliales. Células HUVEC se infectaron durante 12-16
horas con el Ad-shFoxO3a o un Ad-shControl. Tras una deprivacion de suero de 12-16 h, y
transcurridas un total de 48 h desde la infeccién, se aislo el ARN total y se determinaron los niveles de
expresion de los genes de proteccion frente a estrés y de PGC-1a por RT-PCR cuantitativa. La
normalizacién se realizdé respecto a los niveles de expresiéon obtenidos para el 18S. Se representa la
media = |la desviacién estandar respecto a los valores obtenidos para las muestras control (shControl),
a los que se asigné el valor de 100 %. (*) p < 0,05 vs. control.
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Estos resultados sugieren que el factor FoxO3a enddgeno se requiere para el
mantenimiento de los niveles basales del sistema de protecciéon frente a ROS en células
endoteliales.

Con el objeto de evaluar el efecto de la ausencia crénica de FoxO3a sobre el sistema
de detoxificacién, y para confirmar que la regulaciéon observada no estaba restringida al
endotelio sino que también tenia lugar en otros tipos celulares, se determinaron los niveles
de expresion de los genes de proteccion frente a estrés oxidativo en células MEFs aisladas a
partir de ratones wild-type (FoxO3a+* o WT) o de ratones deficientes en el gen FoxO3a
(FoxO3a™).

Mediante gRT-PCR se determind que las MEF procedentes de ratones FoxQO3a”
mostraban niveles de expresién reducidos de todos los genes estudiados, en comparacién
con las MEF obtenidas a partir de animales WT (Fig. 15). Estos datos apoyan la idea de que
FoxO3a es un regulador general del sistema de detoxificacién de ROS mitocondrial y que su

presencia es necesaria para el mantenimiento de los niveles basales del sistema.
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Figura 15. MEFs FoxO3a~- muestran una disminucién en los niveles de expresiéon de los
genes de proteccion frente a estrés oxidativo. La expresion relativa de los componentes del
sistema de defensa frente a ROS se determind en células MEFs aisladas a partir de ratones WT (FoxO3a
+/+) o ratones deficientes en el gen FoxO3a (FoxO3a ) mediante andlisis por RT-PCR cuantitativa. La
normalizacién se realizdé respecto a los niveles de expresiéon obtenidos para el 18S. Se representa la
media = la desviacién estandar respecto a los valores obtenidos para las muestras control, a los que se
asigno el valor de 100 %. (*) p < 0,05 vs. control.
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2. ANALISIS DE LA POSIBLE COOPERACION ENTRE FOXO3A Y PGC-1oa EN LA
INDUCCION DE LOS GENES DE PROTECCION FRENTE A ESTRES OXIDATIVO

Los resultados presentados sugieren que FoxO3a actia como modulador de la
expresion de un conjunto de genes de proteccion frente a estrés que, tal y como se ha
descrito en diferentes estudios y se ha mencionado anteriormente, también se encuentran
bajo el control del coactivador transcripcional PGC-1a. Es importante resefiar que los analisis
de ChIP comentados anteriormente (Fig. 12), y otros descritos previamente por nuestro
grupo (Valle et al., 2005), revelaron que FoxO3a y PGC-1a se unen a las mismas regiones, o
a regiones solapantes, de los promotores de estos genes diana.

PGC-1a es incapaz de unirse al ADN por si mismo y ejerce sus efectos pleiotrépicos
sobre mdltiples vias mediante la interaccién con distintos factores de transcripcion
implicados en el metabolismo celular. Asimismo, la actividad de los FoxO sobre programas
especificos de expresion génica depende de su interaccidon con determinados factores de
transcripcién y cofactores (coactivadores, correpresores) (Finck and Kelly, 2006; van der
Vos and Coffer, 2008).

El hecho de que tanto PGC-1a como FoxO3a necesiten asociarse con otros
reguladores transcripcionales para controlar la activacidon o represién de genes especificos,
unido a las evidencias obtenidas en los experimentos de ChiIP, nos llevaron a plantearnos la
posibilidad de que FoxO3a y PGC-1a pudiesen estar actuando de forma conjunta en la
regulacién de la expresion de los genes del sistema de defensa frente al estrés oxidativo.
Para verificar esta hipétesis, decidimos evaluar si cada uno de estos factores requiere la
presencia del otro para ejercer su efecto regulador sobre el sistema de detoxificacién

mitocondrial.

PGC-1a requiere la presencia de Fox0O3a para inducir la expresién de los genes del

sistema de defensa antioxidante

En primer lugar analizamos si la capacidad de PGC-1a para regular la maquinaria de
proteccion frente a estrés se veia afectada por la ausencia de FoxO3a. Mediante infeccién
adenoviral se sobre-expresé PGC-1a en células MEF procedentes de ratones FoxO3a*+ (wild-
type) o FoxO3a~-, y se analizaron los niveles de expresion de las distintas dianas de estrés
mediante gRT-PCR. También se analizaron por Western Blot los niveles de la proteina
MnSOD, una de las enzimas mas relevantes del sistema de detoxificacién de ROS.

Como se observa en la Figura 16.A, en todos los casos el efecto inductor de PGC-1a
sobre la expresién de los genes de proteccion frente a ROS estaba reducido, o incluso

completamente suprimido, en las células MEF deficientes en FoxO3a, en comparacién con las
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células procedentes de animales WT. A nivel de proteina, se observé el mismo efecto sobre
los niveles de la MnSOD (Fig. 16.B).

Estos resultados sugieren que PGC-1a requiere la presencia de FoxO3a para modular
la expresién del sistema de detoxificacidn mitocondrial, ya que la sobre-expresién de PGC-1a
no es capaz de inducir un aumento en los niveles de expresién de los genes de
detoxificacién en ausencia de este factor de transcripcién. Es importante resefiar que de
nuevo la presencia de FoxO1 o de FoxO4 no parece ser suficiente como para compensar la

ausencia de Fox0O3a.
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Figura 16. La inducciéon por PGC-1a de los genes de proteccion frente a estrés esta
reducida en células FoxO3a~-. MEFs procedentes de ratones wild-type (FoxO3a++) o deficientes en
el gen FoxO3a (FoxO3a”") se infectaron durante 12-16 horas con un adenovirus control (Ad) o con el
adenovirus de expresién de PGC-1a (Ad-P). A las 24 h, las células se recogieron para la obtencion de
ARN o de extractos proteicos totales. (A) Los niveles de expresion de las enzimas del sistema de
detoxificaciéon se determinaron por gRT-PCR, usando como normalizador el gen 18S. Se representa la
media = la desviacién estandar respecto a los valores obtenidos para las muestras control, a los que se
asigno el valor arbitrario 1. (*) p < 0,05 vs. control. (B) Andlisis por Western Blot de los niveles de la
proteina MnSOD.
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Con el fin de analizar los niveles de otras proteinas antioxidantes distintas a la
MnSOD, y dado que no disponiamos de mas células MEF FoxO3a”-, decidimos utilizar un
abordaje distinto para evaluar el efecto que la ausencia de FoxO3a tenia sobre la capacidad
de PGC-1a para regular el sistema de proteccion frente a ROS. Para ello, se silencié la
expresion de FoxO3a en células MEF wild-type mediante infeccidon con un Ad-shRNA. Estos
experimentos se llevaron a cabo en condiciones de deprivacién de suero (0,5 % de FBS) con
el fin de favorecer la localizacién nuclear de FoxO3a.

En primer lugar, y a modo de control, se evalu6 el efecto del Ad-shFoxO3a utilizado
sobre los niveles de ARNm y proteina FoxO3a. En la Figura 17.A se puede observar que la
infeccion con el Ad-shFoxO3a origin6é una reduccién de un 25% en los niveles de ARNm de
FoxO3a en MEF; no obstante, se detecté un efecto mas acusado sobre los niveles de
proteina, que estaban reducidos aproximadamente un 90% en las células infectadas con
dicho adenovirus (Fig. 17.B). Estos resultados sugieren que la interferencia de la expresion
de FoxO3a podria producirse a nivel del proceso de traduccién del ARNm a proteina.

A continuacién, y con el fin de evaluar la capacidad de PGC-1a para inducir la
expresion del sistema antioxidante en presencia/ausencia de FoxO3a, se sobre-expresé PGC-
Ta en células infectadas con un Ad-shControl o con el Ad-shFoxO3a. Posteriormente se
determinaron los niveles de expresién de los distintos componentes del sistema antioxidante
mediante Western Blot con anticuerpos especificos (Fig. 17.C). Es importante resefiar que
el efecto sobre las dianas catalasa y UCP-2 no pudo ser evaluado (datos no mostrados), ya
que no fue posible observar la induccién de la enzima catalasa por PGC-1a, ni detectar la
proteina UCP-2 por Western Blot. Aunque desconocemos el mecanismo implicado, una
posible explicacién de estos resultados podria ser que tanto la actividad de PGC-1a sobre la
catalasa como los niveles celulares de la proteina UCP-2 se ven afectados por las
condiciones de deprivacion de suero utilizadas.

En cuanto al resto de componentes del sistema de proteccién frente a ROS (MnSOD,
Prx3, Prx5, Trx2 y TR2), hay que destacar que la habilidad de PGC-1a para promover la
expresion de estos genes de detoxificacién, observada en células control, estaba reducida
en las células donde se habia interferido la expresiéon de FoxO3a (Fig. 17.C).

Tomados en su conjunto, los datos obtenidos apoyan la hip6tesis de que PGC-1a
requiere la presencia de FoxO3a para regular la expresién del sistema de detoxificacion

mitocondrial.
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Figura 17. El silenciamiento de FoxO3a en MEFs disminuye la capacidad de PGC-1a para
inducir la expresion del sistema de defensa frente a ROS. Células MEF se infectaron durante
12-16 h con un adenovirus control (Ad) o con el adenovirus de sobre-expresién de PGC-1a (Ad-P).
Transcurridas 24 h, las células se infectaron con un Ad-shControl o con el Ad-shFoxO3a y fueron
sometidas a deprivaciéon de suero (0,5% FBS) durante 8-10 h. (A y B) Efecto de la infeccién con el
Ad-shFox0O3a sobre los niveles de ARNm y de proteina FoxO3a. (C) Determinacién mediante Western
Blot de los niveles de las proteinas antioxidantes indicadas. Se usé la B-actina como control de carga.

FoxO3a requiere la presencia de PGC-1a para ejercer su efecto sobre el sistema de

proteccidén frente a estrés oxidativo mitocondrial

A continuacién nos propusimos determinar si la capacidad de FoxO3a para inducir la
expresion de la maquinaria de proteccion frente a estrés era igualmente dependiente de la
presencia de PGC-1a, o estaba mediada por un mecanismo independiente de este
coactivador.

Para tratar de dilucidar esta cuestién se analiz6 el efecto de FoxO3a sobre la
expresion de los genes de la defensa antioxidante en ausencia de PGC-1a. En estos ensayos
se utilizaron células MEF y MAEC obtenidas a partir de ratones wild-type (PGC-1a**) y
ratones deficientes en el gen PGC-1a (PGC-1a7). Se usaron estos dos tipos celulares con el
fin de comprobar que los efectos observados se dan tanto en nuestro sistema especifico de
estudio, el endotelio, como en otros sistemas celulares.

Empezamos por validar el sistema utilizado, para lo cual consideramos relevante
examinar en estas células los niveles basales de expresiéon del sistema de defensa frente a
los ROS. Mediante analisis por gRT-PCR se observdo que la expresién de todos los
componentes del sistema antioxidante estudiados estaba considerablemente reducida en
fibroblastos embrionarios procedentes de animales PGC-1a”- (Fig. 18.A). Los niveles de
expresion de las enzimas MnSOD, Prx5, TR2 y la proteina desacoplante UCP-2 estaban

disminuidos en células MAEC deficientes en PGC-1a, en comparacién con las células wild-
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type (Fig. 18.B). Sin embargo, en este tipo celular no se detectaron cambios en la expresion
de las enzimas Prx3 y Trx2, mientras que la expresiébn de la catalasa resultd estar
aumentada en ausencia de PGC-1a.

Estos cambios se correlacionan con la observacién de que las células MEF y MAEC
procedentes de ratones knock-out para PGC-1a presentan niveles intracelulares de ROS mas
elevados que las células WT, como indica el aumento en la fluorescencia detectado en
presencia del fluorocromo CM-H,DCFDA (Fig. 18.C). Es posible por tanto que, dada la
situacién de mayor estrés oxidativo a la que se encuentran sometidas las células deficientes
en PGC-1a, se activen otro tipo de mecanismos destinados a eliminar el exceso de ROS, lo
que explicaria la induccion de ciertas enzimas de detoxificacién, como la Prx3, la Trx2 y la
catalasa.

Los datos obtenidos concuerdan con resultados previos de nuestro grupo y otros
(St-Pierre et al., 2006; Valle et al., 2005) que identifican a PGC-1a como regulador clave de
la expresion del conjunto de proteinas implicadas en la proteccién frente al estrés oxidativo

mitocondrial y de la homeostasis de los ROS.
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Figura 18. Células MEF y MAEC deficientes en PGC-1a muestran una expresion reducida
del sistema de proteccién antioxidante. Se aisl6 ARN total a partir de células MEF (A) y MAEC
(B) procedentes de ratones wild type (PGC-1a++) o deficientes en PGC-1a (PGC-1a7"). Los niveles de
expresion de los genes de detoxificacién de ROS se analizaron por qRT-PCR, usando como normalizador
el ARNr 18S. Se representa la media = la desviacién estandar respecto a los valores obtenidos para las
células WT, a los que se asigné el valor arbitrario de 1 o de 100 %. (C) Los niveles intracelulares de
ROS de células PGC-1a++ o PGC-1a7- se determinaron por citometria de flujo mediante marcaje de las
células con CM-H,DCFDA 2 uM, 30 min. a 37°C. A los valores obtenidos para las células WT se les
asigno el valor arbitrario de 1. Las barras de error representan la media = la desviacién estandar; *
indica significacién estadistica respecto a los controles WT (p =< 0,05).

70



Resultados

Con el fin de analizar si el efecto inductor de FoxO3a sobre el sistema de proteccion
antioxidante se veia afectado por la ausencia de PGC-1a, se expresé la forma
constitutivamente activa de la proteina FoxO3a (FoxO3a-TM) en células MEF y MAEC
procedentes de ratones WT o ratones deficientes en PGC-1a. Posteriormente se analizaron
los niveles de expresién de los factores de proteccién frente a ROS mediante qRT-PCR y
Western Blot.

En la Figura 19 se puede observar que la capacidad de FoxO3a para aumentar la
expresion de los genes estudiados estaba claramente reducida, o completamente abolida, en
células deficientes en PGC-1a, tanto a nivel de ARNm (Fig. 19.A) como de proteina (Fig.
19.B). Cabe destacar que no todas las dianas de FoxO3a testadas mostraron una
dependencia de PGC-1a similar. En el caso concreto de la MnSOD, aunque la induccién por
FoxO3a estaba reducida en las células PGC-1a”, la diferencia observada en relacién a las

células WT no alcanzé la significacién estadistica.
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Figura 19. FoxO3a requiere la presencia de PGC-1a para inducir la expresiéon del sistema
de detoxificacién en MEFs. Se infectaron células MEF con un adenovirus control (Ad-GFP) o un
adenovirus de expresién de la forma constitutivamente activa de FoxO3a (Ad-FoxO3a-TM) durante 6
horas. 48 h post-infeccién, se analizaron los niveles de ARNm (A) y proteina (B) de los factores de
detoxificacion mediante gRT-PCR y Western Blot, respectivamente. (A) Como normalizador de los
niveles de ARN se utilizé el gen 18S. Se representa la media = la desviacién estandar respecto a los
valores obtenidos para las muestras control, a los que se asigné el valor arbitrario 1. (*) p < 0,05. (B)
La B-actina se us6 como control de carga en los Western Blot.

En lo referente a los ensayos realizados en células MAEC (Fig. 20, A y B), en general
se obtuvieron resultados equivalentes a los descritos para las MEF. Sin embargo, hay que

subrayar que las MAEC respondieron bastante peor que las MEF y las HUVEC a la infeccion
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con el Ad-FoxO3a-TM, observandose en algunos casos inducciones de la enzimas de
detoxificacién muy pequeias (Prx5, TR2 y UCP-2). Este efecto podria estar relacionado con
el hecho de que las MAEC pasan un largo periodo de tiempo en cultivo antes de poder ser
utilizadas. En linea con esta idea, hemos observado en estudios previos realizados en el
laboratorio que en MAEC y otras células endoteliales primarias (HUVEC, BAEC) la respuesta a
PGC-1a disminuye progresivamente con el nUmero de pase, aunque las células no hayan
alcanzado la fase de senescencia. Para todos los genes analizados se observé que en
ausencia de PGC-1a la induccién de las dianas por FoxO3a estaba reducida, o incluso
completamente anulada. El hecho de que tan solo se detectasen diferencias significativas
respecto a las células control en el caso de CAT, Prx3 y TR2 probablemente se explique por

los bajos niveles de induccién observados en respuesta al Ad-FoxO3a-TM.
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Figura 20. La capacidad de FoxO3a para inducir la expresion del sistema de defensa
antioxidante esta reducida en MAEC deficientes en PGC-1a. Células MAEC procedentes de
ratones wild-type o knock-out para PGC-1a se infectaron durante 6 horas con el adenovirus control
Ad-GFP o el Ad-FoxO3a-TM. A las 48 h de la infeccién, se analizaron los niveles de ARNm (A) y
proteina (B) de las enzimas de detoxificacion mediante qRT-PCR y Western Blot, respectivamente. (A)
Como normalizador de los niveles de ARN se utilizé el gen 18S. Las barras de error representan la
media = la desviacion estandar. A las muestras control se les asigné el valor arbitrario de 1. * indica
significacién estadistica (p <= 0,05). (B) La expresién de la B-actina se usé como control de carga.

Por ultimo, cabe sefialar que, tanto en MEF como en MAEC, para algunos de los
factores estudiados (Trx2 y TR2, por ejemplo) las inducciones detectadas en respuesta al
FoxO3a-TM en células PGC-1a** fueron notablemente mayores a nivel de proteina que a
nivel de ARNm. Es posible por tanto que exista algun tipo de mecanismo de regulaciéon que
actle a nivel post-transcripcional promoviendo un aumento en los niveles de ciertas

proteinas de detoxificacidon de manera dependiente de la presencia de PGC-1a.
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Los resultados de los experimentos realizados en MEF y MAEC procedentes de
ratones deficientes en PGC-1a sugieren que, efectivamente, FoxO3a requiere la presencia de
este coactivador transcripcional para poder ejercer su efecto inductor de la expresién de los
genes de proteccion frente a los ROS mitocondriales. Por tanto, podemos concluir que PGC-
Ta y FoxO3a son mutuamente dependientes en la regulacién del programa transcripcional

de respuesta a estrés.

La capacidad de FoxO3a para reducir los niveles de ROS es menor en ausencia de
PGC-1a

A continuacién nos propusimos comprobar si la dependencia mutua observada entre
FoxO3a y PGC-Ta en la modulacion de la expresion del sistema de defensa antioxidante
afectaba a la regulacion de los niveles intracelulares de especies reactivas de oxigeno.

Para ello, se compar6 el efecto que la expresion de FoxO3a-TM tenia sobre los
niveles de ROS en presencia y en ausencia de PGC-1a, bien mediante la interferencia de su
expresion con shRNAs, bien utilizando células procedentes de ratones knock-out para PGC-
1a.

Se llevo a cabo un primer experimento en células HUVEC donde se expres6 FoxO3a-
TM y posteriormente se silencié la expresién de PGC-1a mediante infeccidon adenoviral. A
continuacioén se determinaron los niveles de ROS por citometria de flujo mediante marcaje
de las células con el fluorocromo CM-H,DCFDA. Como se muestra en la Figura 21.A, se
observd una menor reduccion en los niveles de ROS en respuesta a FoxO3a en células
deficientes en PGC-1a que en células control, aunque las diferencias observadas no fueron
estadisticamente significativas. Una posible explicacién de este resultado es que, dado que
FoxO3a induce la expresion de PGC-1a, esto compense parcialmente el efecto supresor del
shPGC-1a, lo que estaria a su vez promoviendo una disminucién en los niveles celulares de
especies reactivas de oxigeno.

Por ello, a continuacion se decidi6 testar el efecto que FoxO3a ejerce sobre los
niveles de ROS en células MEF y MAEC procedentes de ratones PGC-1a** o ratones PGC-1a-
-, Estas células se infectaron con el adenovirus control Ad-GFP o el Ad-FoxO3a-TM, para
posteriormente determinar los niveles de ROS utilizando el mismo método que en el caso
anterior. Como se observa en la Figura 21 (B y C), la capacidad de FoxO3a para reducir los
niveles intracelulares de ROS estaba significativamente disminuida en ausencia de PGC-1q,
tanto en células MEF (B) como en MAEC (C).

Los datos obtenidos en los experimentos de citometria de flujo apoyan la idea de
que el efecto protector frente a los ROS de FoxO3a es dependiente, al menos en parte, de

la presencia del coactivador transcripcional PGC-1a.
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Figura 21. FoxO3a es mas eficiente reduciendo los niveles de ROS cuando PGC-1a esta
presente. (A) Células HUVEC se infectaron con Ad-GFP/Ad-FoxO3a-TM durante 6 horas vy, a
continuacién, con Ad-shControl/Ad-shPGC-1a durante 12-16 horas. Transcurridas 24 h desde la
segunda infeccién, se analizaron los niveles de ROS por citometria de flujo tras marcaje de las células
con CM-H,DCFDA 2 uM, 30 min. a 37°C. Células MEF (B) o MAEC (C) se infectaron durante 6 h con
Ad-GFP/Ad-FoxO3a-TM. Transcurridas 48 h desde la infeccién, se analizaron los niveles de ROS segin
se ha descrito en (A). A los valores obtenidos para las células control se les asigné el valor arbitrario
de 100%. Las barras de error representan la media = la desviacién estandar; (*) p < 0,05.

FoxO3a y PGC-1a interaccionan directamente en células endoteliales

Dado que PGC-1a no puede unirse directamente al ADN, y en base a los resultados
obtenidos que sugerian una dependencia mutua entre este coactivador y el factor FoxO3a
en la regulacion de la expresién del sistema antioxidante, nos preguntamos si el efecto
cooperativo observado podria estar mediado por una interaccién directa entre estos
reguladores transcripcionales.

Con el fin de determinar si FoxO3a y PGC-1a forman parte del mismo complejo
transcripcional en células endoteliales, se llevaron a cabo experimentos de co-
inmunoprecipitacién.

Se infectaron células HUVEC con un adenovirus de sobre-expresion de PGC-1a o con
un adenovirus control. Posteriormente se obtuvieron extractos celulares totales que se
sometieron a inmunoprecipitacién con anticuerpos especificos frente a FoxO3a o PGC-1a. A
continuacién, el material inmunoprecipitado se analizdé mediante Western Blot con
anticuerpos especificos frente a ambas proteinas. Como se puede observar en la Figura 22
(A y B), se detecté FoxO3a en los inmunoprecipitados anti-PGC-1a, tanto en condiciones
basales como en condiciones de sobre-expresién de PGC-Toa. Asimismo, se detectd la
presencia de PGC-1a en el material inmunoprecipitado con el anticuerpo anti-FoxO3a (Fig.

22.B).
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Estos resultados indican que FoxO3a y PGC-1a interaccionan en células endoteliales,
siendo detectable esta interaccién incluso en condiciones en las que estos factores no son

sobre-expresados.

IP: Input PGC-1a I9G Figura 22. FoxO3a y PGC-Ta
Ad-P: - + _ + _ " interaccionan en células vivas. (A)

‘ Extractos celulares totales obtenidos a partir de

WB: Fox03a | ¢ " ‘ ' HUVEC infectadas con un adenovirus control o
= un adenovirus de sobre-expresién de PGC-l1a

WB: PGC-1a ot E 3 “ ’ (Ad-P), se sometieron a inmunoprecipitacion (IP)
: - con un anticuerpo anti-PGC-1a o IgG de conejo

como control; la presencia de FoxO3a o PGC-1a
en el material inmunoprecipitado se detectd por
B. + Ad-P Western Blot (WB) (B) Células HUVEC se

IP: Input Fox03 IgG PGCla infectaron con Ad-PGC-1a (Ad—P?, se obtuV|.er.or,1
extractos celulares totales, y se inmunoprecipitd

WB: PGC-1a . . . ' con los anticuerpos indicados; mediante WB se

detectd la presencia de PGC-1a y de FoxO3a en

los inmunoprecipitados. Input: extracto celular
WB: Fox03a { w li total no sometido a inmunoprecipitacién.

Con el objeto de confirmar el resultado de los experimentos de co-
inmunoprecipitacién, y para identificar el dominio de PGC-1a implicado en la interaccién con
FoxO3a, se llevaron a cabo ensayos de interaccién de proteinas in vitro.

Se generaron proteinas de fusiéon a glutation S-transferasa (GST) de cuatro
dominios distintos de PGC-1a y, mediante ensayos de pull-down de GST, se testé su unién a
proteina FoxO3a marcada con S3° y traducida in vitro. Como se muestra en la Figura 23, se
detectd que el dominio C-terminal de PGC-1a (residuos 580-797 de la proteina) unido a
GST, se unia a la proteina FoxO3a-S3%°. Esta asociacién era especifica, ya que Fox03a-S3° no
fue capaz de unirse al control que llevaba Unicamente proteina GST, ni a ninguno de los
otros dominios analizados.

Los ensayos de interaccién realizados mostraron que FoxO3a y PGC-1a
interaccionan entre si en células endoteliales primarias, y que se trata de una interaccién
directa que tiene lugar a través del dominio C-terminal de PGC-1a. Era posible por tanto que
esta interaccion estuviera mediando la asociacién de ambas proteinas en la regulacion de la

expresion de los genes del sistema de proteccién frente a estrés oxidativo.
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NP-40 0,4% NP-40 0,1%
GST D C B AGSTD C B A F-S3
Fox03a+‘ i -~ —

A:aa 1-186 C: aa 350-580
B: aa 1-350 D: aa 580-797

Figura 23. Interaccién de FoxO3a y PGC-1a in vitro. Se generaron proteinas de fusiéon a GST
de distintos dominios de PGC-1a (A-D, que contienen los residuos indicados). FoxO3a-S35, traducido in
vitro en un sistema de reticulocitos de conejo, se sometié a ensayos de pull-down de GST con una
matriz de glutation-agarosa unida a las proteinas de fusién indicadas. Las proteinas unidas se separaron
por SDS/PAGE y se visualizaron mediante autorradiografia. El ensayo se realizé en dos condiciones
distintas: 0,1 6 0,4% de NP-40. La proteina FoxO3a unida se indica mediante una flecha a la izquierda
del panel. Carriles 1 y 6, control de GST; carril 11, input de FoxO3a-S3s.

PGC-1a actéia como coactivador transcripcional de FoxO3a

Dado que FoxO3a y PGC-1a parecian depender mutuamente entre si para regular el
sistema de proteccion frente a estrés, y ademas eran capaces de interaccionar en las células
endoteliales, nuestro siguiente objetivo fue comprobar si ambos factores podian formar un
complejo funcional para regular la expresion de sus genes diana comunes.

Como se ha comentado anteriormente, PGC-1a ejerce sus efectos mediante la
coactivacion de distintos factores de transcripcion. Por tanto, decidimos determinar si PGC-
Ta puede actuar como coactivador transcripcional de FoxO3a. Para ello se utilizé un vector
reportero portador del gen de la luciferasa bajo el control de un promotor que contiene tres
sitios de reconocimiento para FoxO o DBE (p3xDBE-luc). Este vector se co-transfecté con
los vectores de expresion de FoxO3a y/o de PGC-1a en células BAEC. Como se muestra en
la Figura 24, en las co-transfecciones realizadas de forma conjunta con los vectores de
FoxO3a y de PGC-1a se observd un incremento en la actividad luciferasa que fue superior al
detectado al co-transfectar con el vector reportero Unicamente el vector de expresién de

FoxO3a.

3xDBE
*
100+ L Figura 24. PGC-1a coactiva a Fox0O3a. Células BAEC

2 [ se co-transfectaron con el vector reportero p3xDBE-luc y
'g 2 80 las cantidades indicadas de los vectores de expresién de
o & 60 b PGC-1a y de FoxO3a, o el correspondiente plasmido vacio
E © | como control. La actividad luciferasa, expresada en
‘<" 90__’ 40 i unidades arbitrarias (UA), se determind 24 h después de la

8 20- transfeccion. Las barras de error representan la media = la

- 0. desviacién estandar; (*) p < 0,05.

PGC-1aa - 25ng - 25ng
FoxO3a-T™M - 25 ng
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Los resultados obtenidos indican que FoxO3a y PGC-1a actidan de forma
cooperativa sobre la construccion promotora estudiada, sugiriendo que PGC-1a puede

funcionar como coactivador transcripcional de FoxO3a.

PGC-1a coactiva a FoxO3a en el promotor de sod2

Con el fin de investigar si la co-regulacion de los genes antioxidantes observada es
dependiente de la coactivacién de FoxO3a por PGC-1a, se analizé la actividad
transactivadora de estos dos factores sobre un fragmento de 2 kb del promotor del gen
codificante de la MnSOD (sod2), enzima del sistema de detoxificacion de ROS y diana de
ambos. Dicho fragmento del promotor contiene un sitio de unién funcional para FoxO (DBE)
previamente caracterizado (Kops et al., 2002a).

Para realizar este ensayo se generd un vector reportero portador del gen de la
luciferasa bajo el control del promotor de sodZ2 (psodZ-luc), y se co-transfecté6 con los
vectores de expresion de PGC-Ta y/o de FoxO3a en células BAEC. Como cabia esperar,
tanto PGC-1a como FoxO3a dieron lugar a un aumento en la expresion de la luciferasa (Fig.
25). Es importante destacar que el incremento en la actividad luciferasa observado fue aun
mayor cuando se co-transfectaron de forma conjunta los vectores de expresién de PGC-1a
y de FoxO3a con el vector psodZ-luc.

Estos resultados indican que FoxO3a y PGC-1a son capaces de cooperar para
regular la actividad del promotor de sodZ, y sugieren que PGC-1a puede actuar como

coactivador transcripcional de FoxO3a sobre este promotor.

Promotor sod?

*

Figura 25. PGC-1a actia como coactivador de
150 FoxO3a en la regulacién del gen sod2. Células BAEC
se co-transfectaron con el vector reportero psodZ2-luc y las
cantidades indicadas de los vectores de expresiéon de PGC-
lTa y FoxO3a, o el correspondiente pldsmido vacio como
control. La actividad luciferasa, expresada en unidades
0- arbitrarias (UA), se determiné 24 h después de la
PGC-1a - 0.5ng - 0.5ng transfeccion. Las barras de error representan la media = la
i CiA 4 - (%
FoxO3a-TM i 2.5 ng desviacion estandar; (*) p < 0,05.

Actividad
luciferasa (UA)
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La induccién de sod2 por PGC-1a requiere un sitio FoxO funcional

A continuacién, y una vez observado que PGC-1a y FoxO3a actuaban
conjuntamente en la regulacién transcripcional de sod2, decidimos comprobar si el efecto
inductor de PGC-Ta sobre sodZ? estaba mediado por su interaccién con el factor FoxO3a
unido a la regién promotora de dicho gen.

Para ello se generd un vector reportero de luciferasa que contenia el fragmento de 2
kb del promotor de sod? mutado en el sitio de unién funcional descrito para FoxO
(psodZ2mut-luc). Esta mutacién, originada por sustitucién del nucleétido C por G en la
secuencia AAACAA del DBE, redujo aproximadamente 3 veces la actividad basal del
promotor (Fig. 26.A). A continuacion se realizaron experimentos de co-transfeccién en
BAEC del vector portador del promotor intacto o el promotor mutado con los vectores de
expresion de FoxO3a o PGC-1a.

Como se muestra en la Figura 26.B, la mutacion introducida en el DBE disminuyé
drasticamente la induccion del promotor de sod2 mediada por FoxO, confirmando que es a

través de la unién a dicha secuencia como FoxO3a ejerce su efecto regulador sobre este

promotor.
Promotor sod?2
A B. C
" *
4 8- * 4 -
, 4.
0 3| 0 »n 34
(] (O] [0}
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prom. sod2  wt mut prom. sod2  wt mut

Figura 26. PGC-1a requiere un sitio FoxO funcional para regular la actividad del
promotor de sod2. (A) Células BAEC se transfectaron con el vector reportero portador del
promotor de sodZ intacto (wt), o el promotor mutado en un sitio FoxO (mut). (B y C) Co-
transfeccion en BAEC de los vectores reporteros psodZ-luc (wt) o psodZmut-luc (mut) y las
cantidades indicadas de los vectores de expresion de FoxO3a (B) y PGC-1a (C), o los
correspondientes plasmidos control. La actividad luciferasa se determind 24 h después de la
transfeccion. Se representa la tasa de aumento de la actividad luciferasa respecto al control, al que se
asigno el valor arbitrario de 1. Las barras de error representan la media = la desviacién estandar; (*) p
< 0,05.

De la misma manera, en los ensayos de co-transfeccion con el vector de expresion
de PGC-1a se observd una reduccion drastica en la actividad transactivadora de PGC-1a

sobre el promotor de sod2 mutado, en comparacién con el promotor intacto (Fig. 26.C),
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indicando que PGC-1a requiere la presencia de un sitio FoxO funcional para poder ejercer su
actividad reguladora sobre el promotor de la MnSOD.

Los resultados obtenidos apoyan la idea de que FoxO3a puede actuar como
mediador de la actividad transcripcional de PGC-1o sobre el gen sod2, ya que este
coactivador parece requerir la union de FoxO3a a la region promotora de dicho gen para

inducir su expresion.

3. ESTUDIO DE LA IMPLICACION DE SIRT1 EN LA REGULACION DEL PROGRAMA
TRANSCRIPCIONAL DE RESPUESTA A ESTRES OXIDATIVO EN CELULAS
ENDOTELIALES.

Se ha propuesto que la enzima deacetilasa SIRT1 podria estar implicada en la
regulacién de la supervivencia celular en respuesta a situaciones de estrés oxidativo
mediante la activacién de los sistemas intracelulares destinados a la reparacién del dafo. De
hecho, se cree que éste podria ser uno de los mecanismos mediadores del efecto de esta
sirtuina sobre la longevidad de diversos organismos (Brunet et al., 2004; Cohen et al.,
2004; Lin et al., 2002c).

Varios estudios han demostrado que SIRT1 puede deacetilar y regular la actividad
tanto de FoxO3a como de PGC-1a en el control transcripcional de distintos programas
biolégicos. De hecho, su interaccion con FoxO3a parece promover respuestas de
supervivencia frente a muerte celular ante un estimulo de estrés (Brunet et al., 2004;
Gerhart-Hines et al., 2007; Rodgers et al., 2005).

En base a estas observaciones, nos planteamos la hipétesis de que SIRT1 estuviese
involucrada en la regulacién de la expresidn de los genes del sistema de defensa
antioxidante mitocondrial y que, en este contexto, pudiese actuar modulando la actividad

del complejo FoxO3a/PGC-1a.

SIRT1 regula positivamente la expresién de varias enzimas clave en la defensa

antioxidante en BAEC

En primer lugar decidimos evaluar el papel de SIRT1 en el control de la expresion de
la maquinaria de proteccion frente a estrés oxidativo. Para ello, se infectaron células BAEC
con un adenovirus que dirige la sobre-expresién de la proteina SIRT1 (Ad-SIRT1) o con un
adenovirus control (Ad-Shuttle). Posteriormente, se analizaron los niveles de expresién de

los componentes del sistema antioxidante por qRT-PCR y Western Blot.
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Como se muestra en la Figura 27, SIRT1 fue capaz de modular positivamente la
expresion de varias de las enzimas clave en la detoxificacion de los ROS de origen
mitocondrial, como la MnSOD, la CAT, Prx5 y TR2. Sin embargo, la sobre-expresién de SIRT1
no indujo cambios significativos en los niveles de expresion de la enzima Prx3 y causé una

disminucién en la expresién de la Trx2 y de la proteina desacoplante UCP-2.

A. ARNm B. Proteina
SIRT1 - +
SIRT1 s
[72)
8 MnSOD | s s
(0]
o; CAT | s S
g A PrxS| 0 -
SIRT1

-+ -+ -+
Prx3 Trx2 UPC-2 P [——

Figura 27. SIRT1 regula el sistema de proteccidon frente a estrés oxidativo en BAEC.
Células BAEC se infectaron durante 12-16 horas con un adenovirus de sobre-expresion de la proteina
SIRT1 (Ad-SIRT1) o con un adenovirus control (Ad-Shuttle). Transcurridas 24 h desde la infeccién, las
células se recogieron para el aislamiento de ARN o la obtencién de extractos totales de proteinas. (A)
Los niveles de ARNm de los genes antioxidantes se analizaron por qRT-PCR, usando como normalizador
el ARNr 18S. Se representa la media = la desviacién estandar respecto a los valores obtenidos para las
células control, a los que se asigné el valor arbitrario de 1. (*) p = 0,05 vs. control. (B) Anadlisis por
Western Blot de los niveles de proteinas del sistema de detoxificaciéon. Se usé la expresiéon de la B-
actina como control de carga.

De igual forma, se analizé si la sobre-expresién de SIRT1 afectaba a la expresién de
FoxO3a y de PGC-1a, ambos reguladores positivos del sistema. En la Figura 28 se puede
observar que SIRT1 caus6é un aumento en los niveles de ARNm tanto de FoxO3a como de
PGC-1a. Aunque se trata de resultados todavia por confirmar, experimentos preliminares
que hemos realizado sugieren que esta regulacion positiva se da también a nivel de proteina
(datos no mostrados).

Los resultados obtenidos indican que SIRT1 esta implicada en la regulacion de la
expresion de las proteinas del sistema de defensa frente a los ROS, asi como en la

modulacion de los niveles de los reguladores FoxO3a y PGC-1a en células endoteliales.
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> se recogieron para el aislamiento de ARN. Los niveles de
> 1+ 4- ARNm de FoxO3a y PGC-1o se analizaron por gRT-PCR,
0.5 > usando como normalizador el ARNr 18S. Se representa la
2 _ media = la desviacion estandar respecto a los valores
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FoxO3a PGC-1a

SIRT1 requiere la presencia de PGC-1a y de FoxO3a para inducir la expresién de los

genes del sistema de defensa antioxidante

SIRT1 parece estar involucrada en la regulacién de la expresién de varios de los
genes del sistema de defensa antioxidante que, segln nuestros resultados previos, son
dianas directas de los factores PGC-1a y FoxO3a. Por ello, a continuacion decidimos evaluar
si el efecto inductor de SIRT1 sobre dicho sistema es dependiente de la presencia de estos
dos reguladores transcripcionales.

Para ello se sobre-expres6 SIRT1 en células BAEC donde se interfirié la expresion de
PGC-1a o de FoxO3a mediante infeccidn con vectores adenovirales que expresan ARNs de
interferencia especificos.

Por gRT-PCR y Western Blot se analizaron los niveles de expresion de las enzimas
del sistema de detoxificacibn que en los experimentos de sobre-expresién habiamos
identificado como genes regulados positivamente por SIRT1 (MnSOD, CAT, Prx5 y TR2).
Como se observa en la Figura 29, la capacidad de SIRT1 para aumentar la expresién de los
genes estudiados estaba claramente reducida, o incluso completamente abolida, en células
que tenian suprimida la expresion de PGC-1a, tanto a nivel de ARNm como de proteina.

De forma similar, se observé que el efecto inductor de SIRT1 sobre la expresién de
los genes de proteccion frente a ROS estaba disminuido o totalmente cancelado en las
células deficientes en FoxO3a, en comparacion con las células control. A nivel de proteina, el
efecto observado fue el mismo (Fig. 30).

Estos resultados indican que tanto PGC-1a como FoxO3a son requeridos, al menos
en parte, para la regulacion por SIRT1 de un conjunto de genes implicados en la

detoxificacion de los ROS de origen mitocondrial. Cabe resefiar que estos genes han sido ya
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identificados como dianas directas del complejo FoxO3a/PGC-1a, lo que parece apoyar la

idea de que SIRT1 podria jugar un papel en la regulacion de la formacién de dicho complejo.

A. ARNm B. Proteina
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Figura 29. SIRT1 requiere la presencia de PGC-1a para inducir la expresiéon de los genes
del sistema antioxidante. Células BAEC se infectaron durante 12-16 horas de forma simultanea con
Ad-SIRT1/Ad-Shuttle y Ad-shPGC-1a/Ad-shControl. A las 24 h de la infeccién, y tras 12-16 horas en
0,5% de suero, las células se recogieron para la obtencién de ARN o extractos totales de proteina. (A)
Anilisis por qRT-PCR de los niveles de expresién de las enzimas del sistema de detoxificacién. A los
valores obtenidos para las células control se les asignd el valor arbitrario de 1. Las barras de error
representan la media = la desviaciéon estandar; (*) p < 0,05. (B) Determinacién de los niveles de las
proteinas de la defensa antioxidante mediante Western Blot. La expresién de la p-actina se utiliz6 como

control de carga.
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Figura 30. La presencia de FoxO3a es necesaria para la induccién por SIRT1 de los
genes del sistema de protecciéon frente a ROS. Células BAEC se infectaron durante 12-16 horas
con el Ad-SIRT1 o con el control Ad-Shuttle. Tras 32-36 h de recuperacién, se infect6 con el Ad-
shFox03a o con Ad-shControl durante 12-16 h; posteriormente se renové el medio de cultivo y se
sometié a las células a deprivacion de suero (0,5% FBS) durante 8 h. (A) Andlisis de los niveles de
ARNm de las enzimas de detoxificacion por qRT-PCR. A los valores obtenidos para las células control se
les asignd el valor arbitrario de 1. Las barras de error representan la media = la desviacién estandar; (*)
p = 0,05. (B) Extractos celulares totales se analizaron por Western Blot con los anticuerpos indicados.
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El tratamiento con el inhibidor de SIRT1 nicotinamida aumenta la acetilacion de
PGC-1a

La mayoria de las funciones biolégicas atribuidas a SIRT1 dependen de su actividad
enzimatica como deacetilasa dependiente de NAD*. Se ha descrito que esta sirtuina puede
regular la expresidn génica tanto positiva como negativamente a través de la deacetilacién
de distintos factores, entre los que se incluyen varios reguladores transcripcionales como
FoxO3a y PGC-Ta. Mediante estudios de espectrometria de masas se ha demostrado que
FoxO3a y PGC-1a pueden ser acetilados en cinco y trece residuos de lisina, respectivamente
(Brunet et al., 2004; Rodgers et al., 2005).

En base a estos datos, y teniendo en cuenta nuestras observaciones que sugerian
un efecto regulador de SIRT1 sobre la expresion de los genes de detoxificacion de ROS
controlados por PGC-1a y FoxO3a, nos preguntamos si SIRT1 podria estar actuando sobre
estos genes a través de la modulacién del estado de acetilacién y la actividad de PGC-1a
y/0 de FoxO3a.

En primer lugar decidimos comprobar si en nuestro sistema de estudio -células
endoteliales primarias- y condiciones experimentales, SIRT1 era capaz de modificar el nivel
de acetilacién de PGC-1a y de FoxO3a.

Para ello analizamos la acetilacion de ambos factores en células BAEC en presencia
de nicotinamida, un inhibidor de SIRT1. Este compuesto se genera como producto
intermediario en la reaccién de deacetilacion catalizada por SIRT1 y otras sirtuinas, siendo
capaz de inhibir su actividad enzimatica por un mecanismo de retroalimentacién negativa
(Bitterman et al., 2002).

Cabe resefiar que, como los niveles endégenos de PGC-1a en el endotelio son muy
bajos (Valle et al, 2005), fue necesario sobre-expresar este factor para poder
inmunoprecipitarlo eficientemente y detectar variaciones en su nivel de acetilacion. Para
ello, y Unicamente en las inmunoprecipitaciones de PGC-1a, las células BAEC se infectaron
con un adenovirus de sobre-expresion de esta proteina (Ad-GFP-PGC-1a) previamente a la
adicién de nicotinamida. Tras el tratamiento de las células con dicho inhibidor, se obtuvieron
extractos totales de proteina a partir de los cuales se inmunoprecipité6 PGC-1Ta o FoxO3a,
para a continuaciéon determinar los niveles de la forma total y acetilada de estas proteinas
mediante Western Blot, utilizandose un anticuerpo especifico para detectar proteinas
modificadas por acetilacion en residuos de lisina.

Tal y como se muestra en la Figura 31.A (panel izquierdo), al inhibir SIRT1 se
observd un incremento en la cantidad de proteina PGC-1a total inmunoprecipitada, resultado
que sugiere que SIRT1 podria estar implicada en la regulacién negativa de los niveles

celulares de PGC-1a cuando este coactivador transcripcional se encuentra sobre-expresado.
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Asimismo, el tratamiento con nicotinamida causdé un aumento en la acetilacién de PGC-1a
(panel derecho), lo que indica que SIRT1 es capaz de deacetilar a esta proteina en células
endoteliales. Hay que destacar también el hecho de que en los inmunoprecipitados de PGC-
1a se observan bandas de alto peso molecular acetiladas, que son mas abundantes en los
lisados procedentes de células tratadas con el inhibidor de SIRT1 que en células control. Se
ha descrito previamente que PGC-1a puede ser ubiquitinado y enviado a degradacion por el
proteasoma, siendo la acetilacion una de las modificaciones que podria inducir la
degradaciéon de esta proteina (Anderson et al., 2008; Olson et al., 2008). Teniendo en
cuenta estas observaciones, es posible que las bandas de alto peso molecular observadas
correspondan a especies ubiquitinadas de PGC-1q, y que por tanto la acetilacion pueda estar
jugando un papel en la activacion de los mecanismos de poliubiquitinacién y degradacién por

el proteasoma de esta proteina.
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Figura 31. SIRT1 deacetila a PGC-1a en células endoteliales. (A) Células BAEC se infectaron
durante 12-16 h con el adenovirus de sobre-expresion de PGC-1a (Ad-GFP-PGC-1a). Transcurridas 8 h
desde la infeccion, las células se trataron con nicotinamida 10 mM (Nam) durante 15 h; extractos
totales de proteina se sometieron a inmunoprecipitacién (IP) con anticuerpo anti-PGC-1a (PGC1) o IgG
normal de conejo como control (IgG). Las muestras se analizaron por Western Blot (WB) con el
anticuerpo anti-PGC-1a. (panel izquierdo) o un anticuerpo que detecta proteinas acetiladas en
residuos de lisina (Ac-Lys) (panel derecho). (B) Células BAEC se trataron durante 15 h con
nicotinamida 10 mM, se obtuvieron extractos totales de proteina y se sometieron a
inmunoprecipitacién con anticuerpo anti-FoxO3a (FOXO) o IgG de conejo. Las muestras se analizaron
por WB con el anticuerpo anti-FoxO3a (panel izquierdo) o anti-Ac-Lys (panel derecho). INPUT:
extracto celular total no sometido a inmunoprecipitacion.

En el caso de FoxO3a (Figura 31.B), el tratamiento con nicotinamida redujo

ligeramente los niveles totales de proteina (panel izquierdo), resultado que concuerda con la
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observacién previa de que SIRT1 aumenta la expresion de este factor de transcripcion. En
cuanto a la forma acetilada, no se observo el esperado aumento en el nivel de acetilacion en
respuesta al tratamiento con el inhibidor de SIRT1 (panel derecho). No obstante, si se
observd un incremento en el material inmunoprecipitado de alto peso molecular, que estaba
fuertemente acetilado y que podria corresponderse con formas poliubiquitinadas de FoxO3a,
descrito con anterioridad como sustrato de ubiquitinacion y degradacion por el proteasoma
(Plas and Thompson, 2003). Por tanto, y aunque no hayamos observado de forma directa
un incremento en la acetilacion de FoxO3a en células tratadas con nicotinamida, los
resultados obtenidos sugieren que SIRT1 podria estar implicada en la modulacién del estado
de acetilacién de esta proteina, y que, al igual que en el caso de PGC-1a, la acetilacion
podria constituir una marca para la inducciéon de la poliubiquitinacién y degradacion de
FoxO3a.

Tomados en su conjunto, los experimentos realizados sugieren que PGC-1a, y
probablemente FoxO3a, son deacetilados por SIRT1 en células endoteliales primarias. Por
tanto, estos datos apoyan la hip6tesis de que SIRT1 puede actuar como modulador de la
actividad de estos dos reguladores transcripcionales en nuestro sistema. Asimismo, SIRT1
parece estar relacionada con la modulacién de los niveles celulares de ambas proteinas,
quizas mediante la regulacion de su ubiquitinacién y degradacién por el proteasoma; SIRT1
actuaria previniendo la poliubiquitinacién y degradacién tanto de FoxO3a como de PGC-1a,
aunque en el caso de PGC-1a este efecto parece solaparse con otro que promueve la
disminucién en los niveles de este coactivador cuando éste se sobre-expresa. La relevancia

funcional de esta regulacién esta aun por determinar.

El tratamiento con H,0, induce la deacetilacién de PGC-1a y de FoxO3a por SIRT1

Dado que la nicotinamida puede inhibir la actividad de otras sirtuinas aparte de
SIRT1, y con el fin de confirmar que esta enzima es responsable de modular el estado de
acetilacién y la estabilidad tanto de PGC-1a como de FoxO3a, decidimos evaluar de forma
directa su actividad sobre ambas proteinas. Para ello, analizamos el efecto de la sobre-
expresion de SIRT1 sobre el estado de acetilacion de PGC-1a y FoxO3a en condiciones
basales y en presencia de estrés, situacién en la que se ha descrito previamente que
aumenta tanto la actividad de SIRT1 como su asociaciéon con FoxO3a (Brunet et al., 2004;
Hasegawa et al., 2008).

Células BAEC se co-infectaron con el vector adenoviral que dirige la sobre-expresion
de SIRT1 (Ad-SIRT1) y el vector de sobre-expresiéon de PGC-1a (Ad-GFP-PGC-1a). Tras el
tratamiento de las células con H,0, 50 uM durante 4 horas, se obtuvieron extractos

celulares totales a partir de los cuales se inmunoprecipit6 PGC-1a. con un anticuerpo
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especifico. Los niveles de PGC-1a acetilado, asi como la cantidad de proteina total
inmunoprecipitada, se determinaron por Western Blot.

Como se muestra en la Figura 32, la sobre-expresién de SIRT1 en condiciones
basales causé una disminucién en los niveles de proteina PGC-1a total (panel izquierdo
superior), efecto que no se observé en condiciones de estrés, donde los niveles totales de
esta proteina aumentaron ligeramente al sobre-expresar SIRT1 (panel derecho superior).
Ademas, el nivel de acetilacion de PGC-1a no disminuyé de forma significativa por la
expresion de SIRT1 en ausencia de estrés (panel izquierdo inferior), pero si en células
tratadas con peréxido de hidrégeno (panel derecho inferior).

Los resultados obtenidos sugieren que la presencia de un agente inductor de estrés
oxidativo como el H,0, promueve la deacetilacion de PGC-1a por SIRT1 en células
endoteliales. Asimismo, apoyan la idea de que SIRT1 puede modular tanto positiva como
negativamente los niveles celulares de PGC-1a, dependiendo de la presencia o no de una

situacion de estrés en la célula.
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Figura 32. SIRT1 deacetila a PGC-1a en respuesta al tratamiento con H,0,. Células BAEC
se infectaron simultdneamente con los vectores adenovirales Ad-SIRT1 (o su control Ad-Shuttle) y Ad-
GFP-PGC-10 durante 12-16 horas. A las 24 horas de la infeccién, las células se mantuvieron durante 4
horas en ausencia (panel izquierdo) o presencia (panel derecho) de H,0, 50 uM. Posteriormente
se obtuvieron extractos celulares totales que se sometieron a inmunoprecipitacién con un anticuerpo
especifico anti-PGC-1a (PGC1) o IgG normal de conejo como control (IgG). A continuacién las muestras
se analizaron por Western Blot con los anticuerpos indicados. INPUT: extracto celular total no sometido
a inmunoprecipitacién

De la misma forma, células BAEC se infectaron simultaneamente con el vector de
sobre-expresién de SIRT1 (Ad-SIRT1) y el vector Ad-FoxO3a-WT. Este adenovirus permite la
sobre-expresion de la forma nativa de la proteina FoxO3a marcada con el péptido HA para
facilitar su deteccion. Tras someter a las células a deprivacion de suero (0,5% de FBS) con
el fin de promover la translocacion de FoxO3a al ndcleo, donde es activo, se trataron con

H,0, 50 uM durante 4 horas. Posteriormente se obtuvieron extractos celulares totales a
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partir de los cuales se inmunoprecipité FoxO3a con un anticuerpo especifico frente a HA.
Mediante Western Blot se analizaron los niveles de la proteina FoxO3a total y acetilada.

En la Figura 33 se puede observar que, en condiciones basales, los niveles de
proteina FoxO3a totales aumentaron ligeramente al sobre-expresar SIRT1 (panel izquierdo
superior). Sin embargo, en este caso (0,5 % FBS), y a diferencia de lo mostrado en la Figura
31.B (20 % FBS), en ausencia de estrés no se detecté la forma acetilada de FoxO3a (panel
izquierdo inferior). Como consecuencia de la exposicién de las células al H,0,, los niveles de
FoxO3a total disminuyeron drasticamente, aumentando de forma considerable al expresar
SIRT1 (panel derecho superior). Ademas, en condiciones de estrés oxidativo si fue posible
identificar la banda correspondiente a la proteina FoxO3a acetilada; esta banda desaparecid
al sobre-expresar SIRT1 (panel derecho inferior).

Los ensayos realizados indican que en respuesta al estrés FoxO3a se acetila, como
ya se ha descrito previamente (Brunet et al., 2004), y sus niveles celulares disminuyen.
Asimismo, sugieren que en condiciones de estrés oxidativo SIRT1 puede tanto deacetilar
como estabilizar a la proteina FoxO3a en células endoteliales.

Tomados en su conjunto, los resultados obtenidos en los experimentos de
inmunoprecipitacién de proteinas, unidos a la observaciéon de que SIRT1 puede inducir la
expresion de PGC-1a y FoxO3a a nivel de ARNm, apoyan la idea de que SIRT1 puede actuar
como moduladora de la actividad de estos dos reguladores transcripcionales mediante su

deacetilacién y estabilizacién/induccién en respuesta a situaciones de estrés oxidativo.
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Figura 33. El tratamiento con H,0, induce la deacetilacion de FoxO3a por SIRT1 en
BAEC. Células BAEC se co-infectaron con los vectores adenovirales Ad-SIRT1 (o su control Ad-
Shuttle) y Ad-FoxO3a-WT durante 12-16 horas. A las 24 horas de la infeccién, y tras un periodo de
12-16 horas en deprivacion de suero (0,5% FBS), las células se mantuvieron durante 4 horas en
ausencia (panel izquierdo) o presencia (panel derecho) de H,0, 50 uM. Posteriormente se
obtuvieron extractos celulares totales que se sometieron a inmunoprecipitacién con un anticuerpo
especifico anti-HA (HA) o IgG normal de conejo como control (IgG). A continuacién las muestras se
analizaron por Western Blot con los anticuerpos indicados. INPUT: extracto celular total no sometido a
inmunoprecipitacién
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La disfuncion del endotelio vascular contribuye al inicio y a la progresion de los
procesos ateroscleréticos, ya que favorece la vasoconstriccién, aumenta la permeabilidad
del endotelio y promueve la adhesién y activacién leucocitaria. El dafio endotelial y la
respuesta inflamatoria generada pueden estimular la migracién y proliferacién de las células
de la musculatura lisa, que se acumulan contribuyendo al engrosamiento de la pared arterial.
A largo plazo, este conjunto de procesos tiene como resultado la aparicion de una lesién, la
placa de ateroma, que invade el lumen del vaso y que puede llegar a desprenderse y
bloquear el flujo sanguineo (Ross, 1999).

Numerosas evidencias obtenidas a partir de modelos animales y estudios en
humanos apuntan a que el exceso en la produccidn de especies reactivas de oxigeno
constituye uno de los principales mecanismos que promueven el dafio endotelial y el inicio y
mantenimiento de la aterosclerosis (Cersosimo and DeFronzo, 2006; Wadsworth, 2008). El
papel clave de los ROS en la patologia vascular pone de manifiesto la relevancia del estudio
de los sistemas de proteccién frente al estrés oxidativo, asi como de sus mecanismos de
regulacién, en la célula endotelial, tanto para profundizar en el conocimiento de este tipo de
procesos como para facilitar la blsqueda de posibles estrategias farmacolégicas que
posibiliten su tratamiento y prevencion.

Estudios previos realizados en nuestro laboratorio pusieron de manifiesto el papel
clave del coactivador transcripcional PGC-1a en el control de un conjunto de genes que
estan implicados en la proteccion de la célula endotelial frente a condiciones de estrés
oxidativo. En el presente trabajo se propone que el factor de transcripcion FoxO3a actia
también como regulador del programa antioxidante en el endotelio vascular y que forma
junto con el coactivador PGC-Ta un complejo funcional responsable de la regulacion
coordinada de los genes de proteccién frente a estrés. Nuestros resultados sugieren que la
enzima deacetilasa SIRT1 podria estar implicada en la modulacién de la formacion y/o

actividad de dicho complejo transcripcional en células endoteliales.

FoxO3a actda como regulador de la homeostasis de los ROS en el endotelio

vascular

Para iniciar la caracterizacion del posible papel de FoxO3a en la regulacién del
sistema de proteccién frente a estrés oxidativo en el endotelio, se realizaron experimentos
de expresién de una forma mutante de esta proteina que es constitutivamente activa dado
que no es susceptible de fosforilacién por Akt.

Estudios previos habian demostrado la implicacién de FoxO3a en la regulacién
directa de tres enzimas que participan en la detoxificacion de los ROS. En el afio 2002 se

describié el efecto inductor de este factor de transcripcion sobre la expresion de la MnSOD
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en células 293T (Kops et al., 2002a) y de la catalasa en células tumorales de rata PC12
(Nemoto and Finkel, 2002); posteriormente Chiribau y colaboradores identificaron a la
peroxirredoxina 3 como diana de FoxO3a en fibroblastos cardiacos humanos (Chiribau et al.,
2008).

Los ensayos realizados con la forma constitutivamente activa de FoxO3a en células
HUVEC sugieren que la regulaciéon de la MnSOD, la catalasa y la Prx3 por este factor de
transcripcion también tiene lugar en células endoteliales primarias, tanto a nivel de ARNm
como de proteina. Asimismo, muestran la participacién de FoxO3a en el control de la
expresién de otros componentes clave de la defensa antioxidante, incluyendo a las enzimas
detoxificantes de ROS peroxirredoxina 5, tiorredoxina 2 y tiorredoxina reductasa 2, y a la
proteina desacoplante UCP-2, importante reguladora de la formacién de especies reactivas
de oxigeno a nivel de la mitocondria. Por tanto, nuestros resultados indican que FoxO3a
actla regulando positivamente la expresiéon de un todo un conjunto de genes implicados en
la proteccioén frente al estrés oxidativo de origen mitocondrial en el endotelio.

Los datos obtenidos muestran asimismo que FoxO3a es capaz de inducir la
expresion del coactivador transcripcional PGC-1a. PGC-1Ta ha sido descrito previamente
como un modulador positivo del sistema de detoxificacidn mitocondrial en el endotelio
vascular. Su sobre-expresién en células endoteliales primarias reduce los niveles
intracelulares de ROS y previene la muerte celular por apoptosis que se produce como
consecuencia de la exposiciéon a condiciones de estrés oxidativo (Valle et al., 2005). Por
tanto, es posible que al menos parte del efecto inductor observado para FoxO3a sobre el
programa de defensa antioxidante esté mediado por la actividad reguladora de este factor
de transcripcion sobre la expresiéon de PGC-1a.

Con el fin de determinar si FoxO3a ejerce un efecto directo sobre la transcripcién de
los genes antioxidantes, se llevaron a cabo experimentos de inmunoprecipitacion de
cromatina. Estos ensayos mostraron la asociacién de este factor de transcripcion a las
regiones promotoras de todos los genes diana analizados salvo en el caso de la tiorredoxina
reductasa 2, que no pudo ser analizada. Asimismo, FoxO3a es capaz de asociarse al
promotor de PGC-1a. Asi pues, los resultados obtenidos sugieren que tanto los genes de
proteccion frente a estrés como PGC-1a son dianas directas del regulador FoxO3a. Hay que
resaltar que los ensayos de ChIP realizados revelaron la asociacién de FoxO3a a las mismas
regiones de los promotores de los genes antioxidantes, o a regiones solapantes, que
habiamos caracterizado anteriormente para la unién de PGC-1a (Valle et al., 2005), lo que
sugeria una posible cooperaciéon entre ambos factores en la regulacién del programa de
defensa frente al estrés.

Es importante sefalar que en estudios previos realizados en el laboratorio se habia

observado que la sobre-expresién de PGC-T1a induce a su vez un aumento en los niveles de
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proteina FoxO3a. Este efecto no se corresponde con un incremento en los niveles de ARNm,
por lo que parece ser de tipo post-transcripcional. Ademas, afecta preferentemente a la
forma no fosforilada o activa de la proteina FoxO3a, de manera que PGC-1a podria actuar
estabilizando esta forma de la proteina o bloqueando su fosforilacién, dado que la forma
fosforilada o inactiva es diana de la maquinaria de ubiquitinacién y degradaciéon por el
proteasoma. Por tanto, es posible que los efectos de PGC-1a sobre el programa de defensa
frente a estrés estén mediados tanto por su asociacién directa a las regiones promotoras de
los genes antioxidantes, como por una elevacién/estabilizaciéon de los niveles de proteina
FoxO3a. La regulacion mutua observada entre ambos factores es una evidencia mas que
apoya la hipotesis de que FoxO3a y PGC-1a estan actuando de forma conjunta en el control
transcripcional del sistema de proteccion frente a estrés oxidativo, y quiza también de otros
procesos celulares en cuya regulacién estan implicados.

La importancia de FoxO3a para el mantenimiento de los niveles del sistema de
proteccion frente a estrés y del coactivador PGC-1a se puso de manifiesto mediante los
experimentos de silenciamiento génico en HUVEC. La interferencia de la expresién de
FoxO3a provocé una reduccién en los niveles de ARNm de todos los componentes del
sistema antioxidante, asi como de PGC-1a. Estos resultados indican que la presencia del
factor FoxO3a enddgeno es necesaria para la induccién de la maquinaria de defensa frente a
los ROS. Asimismo, sugieren que la ausencia de FoxO3a no parece compensarse por otros
factores FoxO también presentes en el endotelio, como FoxO1 y FoxO4, implicados en el
control de diversos aspectos de la funcién endotelial -como la angiogénesis y la proliferacion
de la células endoteliales, respectivamente- y relacionados también previamente con la
resistencia al estrés oxidativo (Dejana et al., 2007; Potente et al., 2005; Tothova et al.,
2007).

Aunque hemos centrado nuestro estudio en la caracterizacién de la actividad
reguladora de FoxO3a en el endotelio, también evaluamos si el efecto observado para este
factor sobre la maquinaria de detoxificacién de ROS tenia lugar en otros sistemas celulares.
Los ensayos realizados en fibroblastos embrionarios procedentes de ratones control
(FoxO3a*+) y ratones deficientes en el gen de FoxO3a (FoxO3a’-) mostraron que los niveles
de expresion tanto de PGC-1a como de los genes de proteccion frente a estrés estan
reducidos cuando FoxO3a no esté presente, en consonancia con los resultados obtenidos en
los experimentos de silenciamiento génico en HUVEC. Esta reduccion en respuesta a la
ausencia crénica de FoxO3a indica la relevancia fisioldgica de la regulacién del sistema
antioxidante por este factor de transcripcién. Asimismo, los resultados obtenidos apoyan la
hipétesis de que no se trata de un fendmeno restringido al endotelio vascular, sino que
probablemente sea relevante también en otros tejidos. De acuerdo con estos datos,

Tothova y colaboradores han descrito una disminucién en la expresion de genes asociados
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con la respuesta celular al estrés, asi como un incremento en los niveles de especies
reactivas de oxigeno, en células madre hematopoyéticas (HSC) aisladas a partir de ratones
deficientes en FoxO (Tothova et al., 2007). En este trabajo se puso de manifiesto la
relevancia in vivo del control de los ROS por FoxO, al mostrar que el exceso de especies
reactivas de oxigeno en las HSC de ratones FoxO~- origina una deficiencia en su capacidad
autoregenerativa in vivo, efecto revertido por el tratamiento de estos animales con agentes
antioxidantes.

Las evidencias obtenidas en los experimentos realizados con Ila forma
constitutivamente activa de FoxO3a y en los ensayos de pérdida de funcion, nos llevaron a
investigar si el efecto que este factor de transcripcidon ejerce sobre la expresién de los
genes antioxidantes tiene como consecuencia una alteracion en los niveles celulares de
especies reactivas de oxigeno. Los experimentos de citometria de flujo realizados en HUVEC
muestran unos niveles de ROS menores en células que expresan la forma constitutivamente
activa de FoxO3a que en células control. La disminucién observada en los niveles de ROS
podria atribuirse en principio tanto a una menor produccién de especies reactivas a nivel de
la cadena de transporte electrénico mitocondrial como a una capacidad de detoxificacién
incrementada de las células en estas condiciones, o incluso a ambas situaciones. Se ha
observado que FoxO3a induce la expresion tanto de enzimas que actlan detoxificando los
ROS generados en la cadena de transporte electrénico, como la MnSOD vy la catalasa, como
de la proteina UCP-2, que disminuye la produccién de anién superédxido en la mitocondria;
por tanto, ambos mecanismos podrian estar operando de forma conjunta. El hecho de que
las células que expresan FoxO3a-TM presenten un potencial de membrana incrementado
paralelamente a unos niveles disminuidos de ROS sugiere que el aumento en la capacidad de
detoxificacién celular en estas condiciones compensa con creces el incremento en la
producciéon de ROS que se asocia generalmente a un aumento en el flujo electrénico a través
de la ETC, siendo el efecto final una reducciéon en los niveles de especies reactivas de
oxigeno. Las razones dultimas del aumento en el potencial de membrana nos son
desconocidas, pero podrian estar relacionadas con el aumento en los niveles de PGC-1a,
factor que, como ya se ha descrito previamente, aumenta la actividad y el potencial de
membrana mitocondrial (Sano et al., 2004; Soriano et al., 2006; St-Pierre et al., 2003; Valle
et al., 2005; Wu et al., 1999).

Trabajos previos han demostrado que los FoxO juegan un papel clave en los
procesos de vasculogénesis, angiogénesis y diferenciaciéon de la célula endotelial (Dejana et
al.,, 2007; Paik et al.,, 2007; Potente et al., 2005). Tomados en su conjunto, nuestros
resultados aportan evidencias que apuntan a una nueva funcién de estos factores en el
endotelio: la regulacién de la homeostasis de los ROS y de los mecanismos de defensa

frente al estrés oxidativo. Los datos obtenidos sugieren por tanto que FoxO podria ejercer
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un papel protector frente al desarrollo de la aterosclerosis, proceso claramente asociado a la
elevada produccion de ROS en la célula endotelial. Asimismo, plantean la posibilidad de que
la actividad descrita para FoxO en angiogénesis esté mediada por su papel como regulador
de los niveles de ROS.

Varios estudios han descrito que las especies reactivas de oxigeno funcionan como
moléculas sefializadoras que acttan mediando los procesos de angiogénesis en condiciones
fisiolégicas (cierre de heridas) (Duval et al.,, 2003) y patolégicas (crecimiento tumoral)
(Ushio-Fukai and Nakamura, 2008; Wu, 2006). Tanto la activacion de la via PI3K/Akt (Wu,
2006) como un aumento en los niveles de ROS (Bucci et al, 2005; Polytarchou and
Papadimitriou, 2005) parecen ser procesos necesarios para la angiogénesis dependiente de
o6xido nitrico (NO), VEGF e hipoxia. Asimismo, se ha propuesto que la angiogénesis endotelial
requiere la inactivacion de los factores FoxO por Akt (Hosaka et al., 2004; Potente et al.,
2005). En base a estos datos y al papel que hemos descrito tanto para FoxO3a como para
PGC-1a en el control del metabolismo de los ROS en el endotelio, en nuestro laboratorio
decidimos evaluar si la supresion de la expresion de PGC-1a por éxido nitrico (Borniquel et
al., 2006) podria estar también implicada en la regulacién de los niveles de ROS y la
activacion de los procesos de migracion endotelial en respuesta a NO. Los resultados que se
han obtenido hasta la fecha sugieren que PGC-1a es un regulador negativo de la migraciéon
endotelial en respuesta a NO y que la modulacién negativa de la expresién de PGC-1a por
NO a través de la via PI3K/Akt/FoxO3a provoca un aumento en los niveles de ROS que
media, al menos en parte, la respuesta al NO de la célula endotelial.

Los datos presentados en esta primera parte del trabajo concuerdan con estudios
realizados anteriormente en otros sistemas celulares que proponen un papel protector de
FoxO3a frente a situaciones donde los niveles de ROS estan elevados. Entre estos trabajos
destacan el de Kops y colaboradores, que muestra que FoxO3a protege a células
quiescentes del dafio por estrés oxidativo (Kops et al., 2002a), y mas recientemente el de
Tothova y colaboradores, que propone a los factores FoxO como mediadores clave de la
resistencia al estrés y el mantenimiento del nicho de células madre hematopoyéticas
(Tothova et al.,, 2007). Asimismo, el hecho de que los FoxO sean capaces de regular la
expresion de genes de parada de ciclo celular (Medema et al.,, 2000) y de reparacién de
dafios en el ADN (Tran et al., 2002) apoya el papel de estos factores como reguladores
clave de la resistencia al estrés.

Sin embargo, hay que destacar que varios miembros de la familia FoxO estan
también implicados en la regulacion de vias que en principio se oponen a las mencionadas,
como la pro-apoptética, mediante la induccion de la expresién de genes como Bim o Fas
ligando (Brunet et al., 1999; Dijkers et al., 2000). El hecho de que regulen funciones

celulares aparentemente tan dispares refleja la dualidad de los factores FoxO. Se ha
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propuesto que la activacion de estos reguladores en presencia de una fuente de estrés
(Brunet et al., 2004; Essers et al.,, 2004), podria promover distintos tipos de respuesta, de
muerte o de reparacién del dafio y supervivencia, en funcion del tipo o de la intensidad del
estimulo. Aunque de momento no existen evidencias claras de cuales son los mecanismos
que determinan el que FoxO promueva de forma selectiva un tipo de respuesta u otro, se ha
sugerido que su interaccion con determinados factores de transcripcidn y coactivadores, asi
como su deacetilacién por la sirtuina SIRT1, puede influir en la activacion especifica de sus

genes diana (Calnan and Brunet, 2008).

FoxO3a y PGC-1a actdan conjuntamente en la regulacién de los genes de la

defensa antioxidante

Como se ha comentado anteriormente, se ha descrito que el regulador
transcripcional PGC-1a actla como modulador positivo del sistema de proteccién frente a
estrés oxidativo mitocondrial en células endoteliales y en otros tipos celulares (Kukidome et
al., 2006; St-Pierre et al., 2006; Valle et al., 2005). Como coactivador transcripcional, PGC-
Ta no puede unirse directamente al ADN y necesita interaccionar con factores especificos
para regular la expresion de distintos grupos de genes diana en respuesta a diferentes
estimulos. Numerosos factores de transcripcion han sido identificados como binding
partners de PGC-1a en la regulacidén de multiples vias, permitiendo el reclutamiento de este
coactivador a las regiones promotoras de sus genes diana de forma especifica de tejido
(Finck and Kelly, 2006). A pesar del papel bien establecido de PGC-1a. como regulador del
sistema de defensa antioxidante, al iniciar este trabajo se desconocian los factores de
transcripcion que se asocian con PGC-1a y median sus efectos sobre los genes de
detoxificacién de ROS. Nuestros resultados sugieren que un factor de transcripcién clave
podria ser FoxO3a.

PGC-1a se induce en las células como consecuencia del tratamiento con agentes
inductores de estrés oxidativo como el H,0, (Irrcher et al., 2009; St-Pierre et al., 2006). Se
ha propuesto que esta induccién estd mediada por los factores de transcripcién CREB (St-
Pierre et al., 2006) y USF-1 (Irrcher et al., 2009). La presencia de una fuente de estrés
oxidativo promueve asimismo la relocalizacion de los FoxO al ndcleo, donde son activos
como factores de transcripcion (Brunet et al., 2004); este efecto parece estar mediado por
las proteinas quinasas de respuesta a estrés JNK y MST1 (Essers et al., 2004; Lehtinen et
al.,, 2006) y por la deacetilasa SIRT1 (Brunet et al., 2004). Los ensayos de expresién de
FoxO3a-TM y de silenciamiento génico que hemos realizado, asi como los andlisis de ChIP

anteriormente comentados, muestran que la expresion de PGC-1o esta fuertemente
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regulada por FoxO3a, lo que hace sospechar que este factor de transcripcion podria estar
también implicado en la induccidn de la expresion de PGC-1a en condiciones de estrés.

Segun nuestros resultados, la presencia de FoxO3a parece ser clave para el
mantenimiento de wunos niveles de expresién normales del coactivador PGC-Ta.
Anteriormente, otro miembro de la subfamilia FoxO, el FoxO1a, habia sido descrito como
regulador positivo de PGC-1a, uniéndose a las secuencias de respuesta a insulina en su
promotor (Daitoku et al., 2003). FoxOla muestra una alta homologia con FoxO3a y
reconoce las mismas secuencias consenso en el ADN. El hecho de que dos miembros
distintos de la subfamilia FoxO regulen la expresion de PGC-1a apoya la idea de que debe
existir una importante relacién funcional entre los factores FoxO y PGC-1a. Estudios previos
habian descrito a su vez que FoxOla es capaz de interaccionar con PGC-1a y cooperar con
éste en la regulacién de genes implicados en gluconeogénesis y en la biosintesis de grupos
hemo en el higado (Handschin et al., 2005; Puigserver et al., 2003).

Finalmente, experimentos previos de nuestro laboratorio habian mostrado que PGC-
lTa puede estabilizar a la proteina FoxO3a en su forma activa o desfosforilada. La co-
regulacién observada entre FoxO3a y PGC-1a sugiere por tanto que ambos factores pueden
estar relacionados funcionalmente y estar implicados en la modulacién de programas
biolégicos comunes. De acuerdo con estos datos, se ha descrito que varios factores de
transcripciéon que son binding partners de PGC-1a, como PPARy, PPARS o ERRa pueden
también inducir su expresién (Hondares et al., 2006; Hondares et al., 2007; Huss et al.,
2002), pudiendo representar estos “bucles” de regulacién un grado adicional de
especificidad en el control de vias biolégicas determinadas.

Para analizar la posible cooperaciéon entre FoxO3a y PGC-1a en el control de los
genes de la defensa antioxidante, se evalu6 si cada uno de estos factores dependia de la
presencia del otro para ejercer su actividad sobre el sistema de proteccién frente a estrés.

Los ensayos de sobre-expresion de PGC-1a realizados en células MEF procedentes
de animales control o knock-out para FoxO3a muestran como la ausencia de este factor
provoca una disminucién o incluso supresidon total del efecto de PGC-1a sobre la
transcripcién de todos los genes estudiados del sistema de defensa frente a los ROS. El
efecto observado se valoré a nivel de proteina mediante el silenciamiento de la expresién de
FoxO3a con un ARN de interferencia especifico, observandose el mismo patrén de respuesta
en el caso de las enzimas MnSOD, Prx3, Prx5, Trx2 y TR2. El efecto sobre las proteinas UCP-
2 y catalasa no pudo ser evaluado (datos no mostrados), probablemente debido a que, por
un mecanismo que desconocemos, las condiciones de deprivacion de suero afectan a la
regulacién de la catalasa por PGC-1a y disminuyen los niveles celulares de UCP-2. Tomados

en su conjunto, los resultados obtenidos indican que la presencia de FoxO3a es clave para la
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induccién por PGC-1a de la maquinaria de detoxificacion de los ROS mitocondriales,
sugiriendo que FoxO3a podria actuar como partner de PGC-1a en esta regulacién.

De forma similar, se evalu6 el efecto de PGC-1a sobre la transcripcion génica
dependiente de FoxO3a. Para ello se utilizaron células MEF y MAEC aisladas a partir de
ratones wild-type o deficientes en PGC-1a.

Nuestros datos indican que las células PGC-Ta”- presentan una expresién basal
disminuida de varios componentes del sistema de defensa antioxidante, asi como unos
niveles aumentados de ROS. La observacién de que, tanto a nivel de ARNm como de
proteina, los niveles de algunas de las enzimas analizadas no estan reducidos o incluso se
encuentran elevados en ausencia de PGC-1a (Prx3, Trx2, CAT), podria ser consecuencia de
la activacion de mecanismos compensatorios en respuesta al mayor estrés oxidativo al que
se encuentran sometidas estas células. Algunas de las vias implicadas podrian ser la de ARE
(elemento de respuesta antioxidante)/Nrf2 (Mann et al., 2007) y las mediadas por los
reguladores transcripcionales AP-1 y NF-xB (Zhou et al.,, 2001). Nuestros resultados se
correlacionan con los obtenidos por St-Pierre y colaboradores, que describen como en
distintos tejidos deficientes en PGC-1a, como el corazén, el cerebro y el tejido adiposo
marrén, los niveles de expresidn de ciertas enzimas antioxidantes son variables y no siempre
disminuyen de forma paralela a los de PGC-1a (St-Pierre et al., 2006).

Los experimentos de expresidn de la forma constitutivamente activa de FoxO3a
realizados en células PGC-1a”- muestran que la ausencia de este coactivador se relaciona
asimismo con una reduccién o cancelacién total de la capacidad activadora de FoxO3a sobre
los factores de proteccién frente a estrés, tanto a nivel de ARNm como de proteina.

En el caso de las MAEC se observaron diferencias entre las células control y las
células deficientes en PGC-1a para todos los factores estudiados, aunque sélo fueron
significativas en el caso de la CAT, la Prx3 y la TR2. Probablemente esto se deba a que en
estas células el nivel de induccién de las dianas por FoxO3a fue notablemente menor que en
fibroblastos o en HUVEC, hecho que podria explicarse por una caracteristica inherente de
este tipo celular o ser consecuencia del largo periodo de tiempo que las MAEC deben
mantenerse en cultivo antes de su uso. En el laboratorio hemos observado previamente una
correlacién entre el nimero de pase de las células endoteliales primarias y una bajada en la
respuesta a la sobre-expresion de PGC-1a (Borniquel et al., 2006; Valle et al., 2005).

De la misma forma, cabe destacar las diferencias observadas en los dos tipos
celulares utilizados (MEF y MAEC) entre los niveles de ARNm y proteina de algunas de las
enzimas estudiadas. Asi, en respuesta a la infeccién con el Ad-FoxO3-TM se detectaron
pequefias inducciones de los niveles de ARNm de las tiorredoxinas Trx2 y TR2, que a nivel

de proteina fueron notablemente mayores. Es posible por tanto la existencia de mecanismos
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de regulacién post-transcripcional que promuevan un incremento en los niveles de algunas
de las proteinas de detoxificacion.

Tomados en su conjunto, los datos presentados sugieren que FoxO3a y PGC-1a
cooperan entre si para regular la expresion de los genes que forman parte del sistema de
defensa antioxidante. El hecho de que la capacidad de FoxO3a para reducir los niveles
celulares de ROS esté disminuida en ausencia de PGC-1a pone de manifiesto la relevancia
fisiologica de esta cooperacion.

Es importante sefialar que el grado de dependencia entre ambos factores no parece
ser el mismo en la induccién de todas las dianas estudiadas, siendo notablemente menor en
el caso de la MnSOD que en el de otras enzimas detoxificantes de ROS. Probablemente otros
reguladores transcripcionales participen en la regulacidon de la expresion de éste y otros
genes junto con FoxO3a y PGC-1a, de forma que la ausencia de uno de estos dos factores
no sea suficiente para abolir completamente el efecto inductor del otro. Hay que destacar
que otros factores FoxO ejercen también un efecto antioxidante en la célula, como el FoxO1
(Kajihara et al., 2006; Subauste and Burant, 2007; Tothova et al., 2007) y el FoxO4 (Essers
et al., 2004; van der Horst et al., 2004). Asimismo, el coactivador PGC-1p también parece
estar implicado en la proteccién frente al estrés oxidativo (Lelliott and Vidal-Puig, 2009; St-
Pierre et al., 2006).

Normalmente, los factores de transcripcion y cofactores que forman parte de los
sistemas de regulacion transcripcional de la expresion génica se ensamblan de forma estable
o transitoria en complejos multiproteicos. Dado que PGC-1a carece de secuencia de union al
ADN, y que este coactivador y FoxO3a parecen depender mutuamente entre si para regular
la expresiéon del sistema de defensa antioxidante, decidimos analizar si el efecto cooperativo
observado esta mediado por una interaccién directa entre ambos factores.

Para comprobar esta hipdtesis se examind la asociacion entre PGC-1a y FoxO3a en
el endotelio. Los estudios de co-inmunoprecipitacién realizados indican que estos dos
factores forman parte de un mismo complejo proteico. Ensayos de interaccién in vitro
mediante pull-down de GST nos permitieron mapear las regiones implicadas en dicha
asociacion, observandose interaccidn de la proteina FoxO3a-S3° con el dominio carboxi-
terminal (aminoacidos 580-797) de PGC-1a. Por tanto, los datos obtenidos muestran la
capacidad de PGC-1a y FoxO3a para interaccionar directamente tanto in vivo como in vitro.

Como se ha comentado anteriormente, se ha descrito que PGC-1a puede
interaccionar con otro factor de transcripcién Forkhead, FoxO1a, en hepatocitos de ratén
(Puigserver et al., 2003). De acuerdo con nuestros resultados, Puigserver y colaboradores
demostraron que esta asociacion tiene lugar a través del dominio C-terminal de PGC-1a. Por

tanto, esta regién de la proteina PGC-1a parece estar implicada en la interaccién con
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distintos miembros de la familia FoxO, de forma que PGC-1a podria unirse a uno u otro
factor de forma especifica de tejido para regular diferentes programas biol6gicos, como la
gluconeogénesis en higado (FoxOla) o la protecciéon frente al estrés oxidativo en el
endotelio (FoxO3a).

La funcionalidad de la asociacion entre PGC-1a. y FoxO3a en células endoteliales se
puso de manifiesto mediante los experimentos de transactivacion realizados sobre un
fragmento de 2 Kb del promotor de sodZ. Esta region contiene un sitio de union para FoxO
que ha sido descrito con anterioridad (Kops et al., 2002a) y que media la actividad
reguladora de este factor de transcripcidn sobre el promotor del gen de la MnSOD.

Los datos obtenidos muestran que PGC-1a y FoxO3a pueden activar la transcripcién
de este promotor de forma sinérgica, lo que sugiere que PGC-1a puede actuar como
coactivador transcripcional de FoxO3a. Es importante destacar que la introducciéon de una
mutacion puntual en el sitio de unién para FoxO provoca una reduccién drastica en la
capacidad transactivadora de PGC-1a sobre el promotor estudiado. Estos resultados indican
que, efectivamente, PGC-1a requiere la unién de un factor FoxO al promotor de sodZ para
poder regular su expresion y apoyan la hipotesis de que la interaccién PGC-1a-FoxO3a es
importante para la co-regulacién de los genes de proteccién frente a estrés.

En base al conjunto de datos mostrados, proponemos que PGC-1a y FoxO3a forman
un complejo proteico responsable de la regulacién coordinada del sistema de proteccién
frente al estrés oxidativo de origen mitocondrial y la homeostasis de los ROS. Si bien la
asociacion PGC-1a-FoxO3a parece ser clave para la modulacion de la expresién de los genes
de detoxificacién, no podemos obviar que posiblemente la interaccién con otros factores
también sea importante en esta regulacién. Es probable que otros factores de transcripcion
puedan cooperar con PGC-1a en la regulacion de los genes de estrés, solos o conjuntamente
con FoxO3a. De hecho, los factores FoxO suelen asociarse con otros factores de
transcripcion para regular programas especificos de expresion génica. En este contexto es
importante resaltar que se ha propuesto que el receptor o asociado a estrégenos (ERRa)
esta implicado en la induccién por PGC-1a de varios genes antioxidantes, como la MnSOD, la
Trx2 y las peroxirredoxinas 3 y 5 (Rangwala et al., 2007). Seria por tanto interesante
determinar si ERRa puede modular la formacién o asociarse al complejo PGC-1a-FoxO3a en
la regulacién del programa de defensa antioxidante.

Como se ha mencionado anteriormente, FoxO3a esta implicado en el control de una
gran variedad de procesos celulares, en ocasiones antagénicos. Dado que, segln nuestros
resultados, PGC-1a interacciona funcionalmente con FoxO3a promoviendo la induccion de
genes de la defensa antioxidante, planteamos que la asociacién PGC-1a-FoxO3a podria

constituir un mecanismo que favorezca vias de resistencia al estrés y supervivencia frente a
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vias de muerte celular. En este contexto resultaria de interés estudiar si PGC-1a es capaz de
modular la actividad transcripcional de FoxO3a sobre otros genes diana, especialmente
sobre genes pro-apopto6ticos como Bim o Fas-ligando, asi como analizar si el efecto de PGC-
1a sobre FoxO3a varia en respuesta a condiciones de estrés oxidativo.

El hecho de que PGC-1a sea capaz de inhibir la capacidad de FoxO3a para inducir la
transcripcién del gen de la atrogina-1 en musculo (Sandri et al., 2006) apoya la hipdtesis de
que este coactivador actla de forma selectiva sobre los genes diana de FoxO3a, pudiendo o
bien inducir o bien suprimir su actividad reguladora de la transcripcién. Aunque el
mecanismo mediador de este efecto se desconoce, una posibilidad es que PGC-1a provoque
un cambio conformacional en FoxO3a que afecte a su habilidad para unirse a ciertas

secuencias en el ADN.

PGC-1a, FoxO3a y SIRT1 en la regulacién de la proteccién frente al estrés

oxidativo

Dado el papel que atribuimos al complejo PGC-1a-FoxO3a en la proteccion frente al
estrés oxidativo, creemos que el estudio de cdmo se regula tanto su formacion como su
actividad puede ser de gran relevancia para profundizar en el conocimiento de los
mecanismos que determinan la induccién de respuestas de resistencia o de muerte celular
ante estimulos de estrés de distinta clase, intensidad o duracién.

Tanto PGC-1a como FoxO3a se inducen o activan como consecuencia de la
elevacién de los niveles celulares de ROS en un proceso que se ha propuesto podria estar
mediado por la activacion de distintas vias de sefalizacién.

La localizacion nuclear de FoxO se ve incrementada como resultado de la exposicién
a distintos tipos de estrés, incluyendo el H,0,, la menadiona y el choque térmico (Brunet et
al.,, 2004; Wang et al.,, 2007). Se cree que este efecto podria estar mediado por la
activaciéon de quinasas de respuesta a estrés como la JNK (Essers et al., 2004) y la MST-1
(Lehtinen et al., 2006), que promueven la translocacién de FoxO al nucleo induciendo su
actividad transcripcional sobre genes tanto antioxidantes como pro-apoptéticos. La quinasa
activada por AMP (AMPK) es un sensor energético cuya activacion en respuesta a estrés
esta bien demostrada, aunque se desconoce el mecanismo implicado; éste podria ser
secundario a una disminucién en los niveles de ATP celulares como consecuencia de la
bajada en la actividad mitocondrial inducida por los ROS (Hardie and Hawley, 2001).
Recientemente se ha descrito que la AMPK fosforila a FoxO3a y aumenta su actividad
transcripcional sobre genes implicados en la resistencia al estrés sin modificar su localizacion

subcelular (Greer et al., 2009; Greer et al., 2007b).

101



Discusion

Asimismo, se ha descrito que el tratamiento con H,0, induce la expresién de PGC-1a
a través de un mecanismo en el que parece estar implicada la proteina de unién al elemento
de respuesta a AMPc (CREB) (St-Pierre et al., 2006). La induccién de PGC-1a en respuesta a
condiciones de estrés oxidativo también se ha asociado recientemente con la activacion de
la quinasa AMPK y del factor de transcripcién USF-1 (Irrcher et al., 2009). La AMPK es
ademas responsable de la fosforilacién directa de PGC-1a, lo que aumenta de manera
aparentemente inespecifica su actividad transcripcional (Jager et al., 2007). Dado que
FoxO3a es también diana de AMPK, es posible que esta quinasa actle regulando la
respuesta al estrés a través de la modulacién del complejo PGC-1a-FoxO3a.

Otra quinasa que podria estar implicada en la regulacién de la actividad de PGC-1a
en condiciones de estrés es la p38MAPK, dado que se activa en estas condiciones y se ha
descrito que fosforila directamente a PGC-1a, aumentando la estabilidad de la proteina y
bloqueando su interaccién con el co-represor p160 myb (Fan et al., 2004).

La via de sefalizacion PI3K/Akt podria constituir también un mecanismo de
regulacién de la asociacion PGC-1a-FoxO3a en respuesta a estrés, aunque en este caso se
trataria de una regulacién negativa. Se ha descrito que esta via se induce por estrés (Pham
et al., 2000) y que modula negativamente tanto a FoxO3a (Brunet et al., 1999; Kops et al.,
1999) como a PGC-1a (Li et al., 2007). La activaciéon de PI3K/Akt ha sido asociada con un
incremento en los niveles intracelulares de ROS al promover la inactivacion de los factores
FoxO -via fosforilacion y secuestro en el citoplasma-, lo que impide su efecto inductor de la
expresion de proteinas antioxidantes como la MnSOD o la CAT (Dolado and Nebreda, 2008;
Nogueira et al., 2008). También se ha demostrado que Akt fosforila e inactiva tanto a
FoxOla como a PGC-Ta en el contexto de la regulacion de la gluconeogénesis hepatica,
disminuyendo la interaccién entre ambos factores en respuesta a insulina (Li et al., 2007;
Puigserver et al., 2003). La regulacién negativa de PGC-1a por Akt podria ser no soélo
directa sino estar también mediada por la inactivacién de los factores FoxO que actlan
como reguladores transcripcionales directos de la expresion de PGC-1a, FoxO1a (Daitoku et
al., 2003) y FoxO3a (segln los datos presentados en este trabajo). Cabe destacar que se
ha descrito que la quinasa inducible por suero y glucocorticoides (SGK) parece actuar
conjuntamente con Akt mediando los efectos resultantes de la activacion de la PI3K, entre
ellos la inactivacion de FoxO (Brunet et al., 2001).

La glucégeno sintasa quinasa-3 (GSK3) esta implicada en la respuesta metabdlica al
ayuno (Cross et al, 1995). Al igual que PGC-1a y FoxO, esta enzima es regulada
negativamente por Akt y ha sido relacionada previamente con la resistencia al estrés
oxidativo (King and Jope, 2005; Koh et al., 2004). Sorprende quiza por ello que Anderson y

colaboradores han descrito recientemente que la GSK3p fosforila a PGC-1a y regula
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negativamente su estabilidad en respuesta a estrés (Anderson et al., 2008). Sin embargo, y
de forma quizas mas coherente con el sistema, se ha propuesto que en condiciones de
estrés oxidativo FoxO3a actlua como regulador negativo de la actividad de la p-catenina
cuando ésta se estabiliza tras la inactivacion de la GSK3p (Essers et al., 2005; Gross et al.,
2009; Hoogeboom et al., 2008; Liu and Habener, 2008).

Aparte de las vias de sefalizacibn que se han descrito y que podrian estar
relacionadas con la modulacién de la formacién/actividad del complejo PGC-1a-FoxO3a, un
factor determinante en el control de los niveles y actividad de estos factores podria ser la
deacetilasa dependiente de NAD* SIRT1.

Se ha propuesto que SIRT1 actda como un sensor de los niveles de energia y del
estado redox de la célula, ya que su actividad depende del cociente NAD*/NADH, que varia
en funcién del estado metabdlico celular (Chua et al.,, 2005; Fulco et al.,, 2003; Smith,
2002). Esta deacetilasa ha sido implicada en la proteccion frente a la apoptosis y en la
induccién de vias de supervivencia en respuesta a estrés en distintos tipos celulares, aunque
su mecanismo de accién no ha sido completamente elucidado (Alcendor et al., 2004; Parker
et al., 2005; Pillai et al., 2005). Hay que sefalar que la mayor parte de estudios que han
relacionado a SIRT1 con la proteccion frente al estrés oxidativo estan basados en el uso del
compuesto polifenélico resveratrol, un activador de SIRT1. No obstante, el resveratrol actla
sobre numerosas dianas en la célula (Pirola and Frojdo, 2008), de forma que posiblemente
los efectos observados para este compuesto no sean exclusivamente dependientes de
SIRT1, sino que estén mediados por su actividad simultanea sobre multiples moléculas.

Estudios recientes han propuesto que SIRT1 esta implicada en la regulacion de dos
enzimas de detoxificacién de ROS, la manganeso superéxido-dismutasa y la catalasa. Asi, se
ha sugerido que SIRT1 protege frente al estrés promovido por oxidantes mediante la
inducciéon de la expresion de la MnSOD en cardiomiocitos (Abstract M. Tanno et al,
Circulation 2008; 118: S_388) y de la catalasa en células tubulares renales y cardiacas
(Alcendor et al., 2007; Hasegawa et al., 2008). Otras sirtuinas han sido también implicadas
en la regulacién de estas enzimas: se ha descrito que SIRT2 induce la expresién de la MnSOD
en fibroblastos embrionarios murinos NIH3T3 (Wang et al., 2007) y que SIRT3 promueve la
expresion tanto de la MnSOD como la CAT en cardiomiocitos (Sundaresan et al., 2009).

Por otra parte, se sabe que SIRT1 interacciona funcionalmente y deacetila tanto a
PGC-1ac (Nemoto et al., 2005) como a FoxO3a (Motta et al., 2004). La
acetilacién/deacetilacion de PGC-1a y de FoxO3a parece jugar un papel clave en la
regulacién de la actividad transcripcional de estos factores. La deacetilacién de FoxO3a por
SIRT1 cancela su actividad transactivadora sobre genes pro-apoptdticos como Bim, pero no
afecta a la regulacion de genes relacionados con la proteccién frente al estrés como

GADD45 (Brunet et al., 2004). Cabe destacar que no sélo SIRT1 sino también SIRT2
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deacetila a FoxO3a en respuesta a condiciones de estrés como la exposicién a H,0, (Brunet
et al.,, 2004; Wang et al.,, 2007), promoviendo su localizacién nuclear. Asimismo, se ha
descrito que otro miembro de la familia de las sirtuinas, SIRT3, interacciona y deacetila a
Fox0O3a, induciendo su unién al promotor de la enzima antioxidante MnSOD (Jacobs et al.,
2008; Sundaresan et al., 2009). De acuerdo con su posible papel en la proteccion frente al
estrés, el ortlogo de los factores SIRT en C. elegans, Sir2, promueve longevidad a través
de un mecanismo dependiente de la activacién de sod?2 por el factor de transcripcién DAF-
16, ortélogo de los factores FoxO (Tissenbaum and Guarente, 2001).

La deacetilacion de PGC-1a por SIRT1 es requerida para la actividad inductora de
este coactivador sobre genes de gluconeogénesis y p-oxidacion de acidos grasos en
condiciones de restricciéon calérica (Rodgers et al., 2005; Rodgers and Puigserver, 2007).
Ademas, tanto SIRT1 como SIRT3 actlan como reguladores positivos de la expresion de
PGC-1a por mecanismos que aun no estan bien caracterizados (Amat et al., 2009; Shi et al.,
2005).

Este conjunto de datos, unido a la observacién de que, al igual que PGC-1a y
FoxO3a, SIRT1 se induce en respuesta al estrés (Edwards et al., 2003), nos llevé a
plantearnos que esta sirtuina podria estar implicada en la modulacién de la interaccion PGC-
Ta-FoxO3a y su funcidn protectora frente a los ROS.

Para comprobar esta hipdtesis, comenzamos evaluando el papel de SIRT1 en la
regulacién de la expresidon de los genes del sistema antioxidante en células endoteliales
primarias, sistema en el que hemos descrito la actividad protectora de FoxO3a y PGC-1a y
donde esta sirtuina actlia modulando diversos procesos, entre ellos la angiogénesis
endotelial por un mecanismo mediado, al menos en parte, por el factor FoxO1 (Potente and
Dimmeler, 2008a; Potente et al., 2007).

En consonancia con los datos previos que proponen a SIRT1 como regulador positivo
de la expresion de la MnSOD y la CAT en cardiomiocitos y células tubulares renales y
cardiacas, los ensayos de sobre-expresiéon de SIRT1 realizados indican que la regulacion de
estas dos enzimas por SIRT1 también tiene lugar en el endotelio, tanto a nivel de ARNm
como de proteina. Ademas, muestran que SIRT1 induce significativamente la expresién de
Prx5 y TR2, enzimas hasta el momento no identificadas como dianas de esta sirtuina. El
hecho de que los niveles de Prx3, Trx2 y UPC-2 no estén aumentados, o incluso estén
disminuidos, en células que sobre-expresan SIRT1 puede indicar que esta deacetilasa modula
de forma selectiva la expresién de los distintos miembros del sistema de proteccion
antioxidante, aunque sera necesario realizar ensayos de pérdida de funcién para llegar a una
conclusion definitiva. La bajada en los niveles de UPC-2 inducida por SIRT1 ha sido descrita
previamente por Bordone y colaboradores en células pB-pancreaticas, donde se ha

relacionado con la regulacion de la secrecién de la insulina (Bordone et al., 2006).
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Nuestros resultados sugieren por tanto que la deacetilasa SIRT1 puede estar
jugando un papel en el control de la expresién de los componentes del sistema de la defensa
antioxidante. No hemos analizado por el momento si los niveles de expresion de estos genes
se ven alterados en ausencia de SIRT1 o si el efecto regulador positivo de SIRT1 varia en
respuesta al estrés oxidativo, por lo que cabe la posibilidad de que en estas condiciones se
detecten cambios mas acusados en la expresion de dichos genes, o regulaciones de otras
dianas que no hemos detectado en los ensayos de sobre-expresiéon. Seria también
interesante evaluar si el efecto observado para SIRT1 sobre el sistema de detoxificacién
tiene como consecuencia una variacion en los niveles intracelulares de ROS y si juega
asimismo algun papel en la proteccién de la célula frente a la apoptosis inducida por agentes
oxidantes.

La realizacién de experimentos de inmunoprecipitacién de cromatina seria necesaria
para determinar si el efecto regulador de SIRT1 sobre la expresion de los genes de la
defensa antioxidante es de tipo directo y estd mediado por su unién a los promotores de
dichos genes y subsiguiente deacetilaciéon de la cromatina. Este tipo de ensayos permitirian
comprobar si SIRT1 se localiza en las mismas regiones promotoras de los genes de
detoxificacidon que PGC-1a y FoxO3a, lo que apoyaria la posible implicacion de esta enzima
en la regulaciéon mediada por el complejo PGC-1a-FoxO3a de los genes de estrés. El analisis
simultdneo de los niveles de acetilacién de histonas en estos genes permitiria asimismo
dilucidar si SIRT1 actla sobre ellos, al menos en parte, mediante la modificacién de la
estructura de la cromatina.

Hay que sefalar que es posible que el efecto observado para SIRT1 sobre el sistema
de defensa antioxidante pueda estar mediado al menos parcialmente por la modulacion
positiva de la expresién de FoxO3a y de PGC-1a. Estudios previos han descrito que tanto
SIRT1 (Amat et al., 2009) como sus activadores resveratrol y SRT1720 (Feige et al., 2008;
Lagouge et al., 2006), asi como SIRT3 (Shi et al., 2005), tienen un efecto positivo sobre la
expresion del gen PGC-1a, y que SIRT1 se une a la regiéon proximal del promotor de dicho
gen (Amat et al.,, 2009). De acuerdo con estos datos, hemos observado que la sobre-
expresion de SIRT1 en BAEC induce un aumento en los niveles de ARNm de PGC-1a, asi
como de FoxO3a. Aunque se trata de experimentos todavia por confirmar, nuestros
resultados preliminares apuntan a que, en ambos casos, esta modulacién positiva se refleja
en un aumento en los niveles de proteina.

Cabe destacar que, como se comenta mas adelante, la regulacién de FoxO3a y PGC-
Ta por SIRT1 parece no tener lugar Gnicamente a nivel transcripcional, sino que esta enzima
también podria estar implicada en la regulaciéon de la estabilidad/degradacion de ambas
proteinas, como indican los resultados obtenidos en los experimentos con el inhibidor

nicotinamida y en los ensayos de sobre-expresion de SIRTT.
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Varios estudios previos han relacionado a distintos miembros de las familias FoxO y
SIRT en la regulacién de los factores de la defensa antioxidante. Asi, Alcendor y
colaboradores han propuesto que SIRT1 puede proteger a cardiomiocitos del estrés
oxidativo en parte mediante la induccién de la catalasa por un mecanismo dependiente de
FoxO1 (Alcendor et al., 2007), mientras que se ha descrito que SIRT3 es capaz de
promover la unién de FoxO3a al promotor de la MnSOD en células de carcinoma de colon
humanas (Jacobs et al., 2008).

En base a estas observaciones, y dados los resultados obtenidos en los
experimentos de sobre-expresion de SIRT1, decidimos evaluar a continuacién si el efecto
observado para SIRT1 sobre los genes de detoxificacion requiere la presencia de FoxO3a y/o
de PGC-1a. Los ensayos de sobre-expresion de SIRT1 realizados en células deficientes en
FoxO3a o en PGC-1a muestran que, efectivamente, la presencia de estos dos reguladores
transcripcionales es necesaria para la induccién por SIRT1 de la MnSOD, la CAT, la Prx5 y la
TR2.

Estos resultados sugieren un posible papel de la sirtuina SIRT1 en el control de la
maquinaria de detoxificacion de ROS en el endotelio a través de un mecanismo de regulaciéon
transcripcional en el que parecen estar implicados los factores FoxO3a y PGC-1a. Con el fin
de profundizar en este posible papel propuesto para SIRT1, seria interesante analizar si la
actividad transcripcional de PGC-1a y de FoxO3a sobre los genes de estrés varia en funcién
de la presencia/ausencia de SIRT1. En este tipo de ensayos podriamos utilizar el vector
empleado en los experimentos de cooperatividad entre FoxO3a y PGC-1a, que contiene el
gen de la luciferasa bajo el control de un fragmento del promotor de sodZ. El uso de la
forma mutada de este promotor (que contiene una mutacién en el sitio de unién para FoxO)
nos permitiria analizar ademas si el efecto de SIRT1 en la regulaciéon de sodZ estda mediado
por la unién de FoxO3a al DBE en el promotor de dicho gen.

Asimismo, los datos obtenidos apoyan la idea de que SIRT1 podria formar parte
junto con FoxO3a y PGC-Ta de un mismo complejo regulador de la transcripciéon de los
genes antioxidantes. Para demostrar la existencia de dicho complejo, seria preciso realizar
experimentos de co-inmunoprecipitacion que permitan determinar la asociacién simultanea
de SIRT1 a ambos reguladores transcripcionales. También seria interesante estudiar si la
formacion y actividad de dicho complejo se regula en respuesta a condiciones de estrés.

SIRT1 es una enzima que ejerce sus efectos sobre distintos procesos biolégicos a
través de la deacetilacién de numerosos sustratos. Como se ha mencionado anteriormente,
se ha propuesto que esta sirtuina puede deacetilar y modular la actividad transcripcional
tanto de PGC-1a como de FoxO3a (Motta et al., 2004; Nemoto et al.,, 2005). En base a

estos datos, nos planteamos la hipdtesis de que el efecto regulador de SIRT1 sobre el
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sistema de defensa antioxidante, que parece ser dependiente de PGC-1a y de FoxO3a,
pudiese estar mediado por su actividad deacetilasa sobre estos dos reguladores
transcripcionales.

Como primer paso para testar esta hipétesis, decidimos evaluar si SIRT1 puede
modificar el estado de acetilacion de PGC-1a y de FoxO3a en células endoteliales. Varios
estudios han mostrado anteriormente la deacetilacion de PGC-1a por SIRT1 en células 293T
(Rodgers et al., 2005) y células de musculo esquelético (Gerhart-Hines et al., 2007). De
acuerdo con estos datos, los ensayos de inmunoprecipitacion realizados en BAEC con el
inhibidor de SIRT1 nicotinamida mostraron un incremento en la cantidad de proteina PGC-1a
total y acetilada en respuesta al tratamiento con dicho inhibidor, sugiriendo que SIRT1 es
capaz de deacetilar al coactivador PGC-1a también en células endoteliales y que la proteina
PGC-1a acetilada es mas estable. Estos datos se confirmaron posteriormente mediante la
sobre-expresion de SIRT1, que dio lugar a una disminucién tanto en el estado de acetilacion
de PGC-Ta como en sus niveles de proteina.

El hecho de que los niveles totales de proteina PGC-1a aumenten al inhibir la
actividad de SIRT1 con nicotinamida y disminuyan al sobre-expresar esta enzima podria
parecer en principio contradictorio con la observacién, comentada anteriormente, de que en
condiciones basales SIRT1 induce un incremento en los niveles de ARNm (y probablemente
proteina) de PGC-1a. Esta diferencia podria deberse a que los ensayos con nicotinamida, asi
como los de acetilacién/deacetilacién, se realizaron en condiciones de sobre-expresién de
PGC-1a. En experimentos previos realizados en el laboratorio ya habiamos observado que en
células donde este coactivador se sobre-expresa de forma ectopica, la expresién de SIRT1
provoca una disminucién drastica en los niveles de proteina PGC-1a (datos no mostrados).
Por tanto, el efecto negativo de SIRT1 sobre la estabilidad de PGC-1a podria s6lo ponerse
de manifiesto cuando la célula se expone a un nivel anormalmente alto de PGC-1a.

Por otra parte, cabe destacar que en estos experimentos se observaron una serie de
bandas de alto peso molecular en los inmunoprecipitados de PGC-1a, mas abundantes en los
lisados procedentes de células tratadas con el inhibidor de SIRT1 que en los de células
control. Se sabe que el proceso de marcaje de proteinas para su degradacion por el
proteasoma implica la poliubiquitinaciéon de la proteina diana por ligasas especificas. Dado
que ha sido descrito previamente que PGC-1a es un sustrato de ubiquitinacién y
degradaciéon por el proteasoma (Olson et al., 2008; Sano et al., 2007) y se ha sugerido que
la deacetilaciébn por SIRT1 previene dicha degradaciéon (Anderson et al., 2008), seria
interesante determinar mediante anticuerpos especificos si las bandas de alto peso

molecular observadas corresponden a especies ubiquitinadas de PGC-T1a. Si esto se
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confirma, el hecho de que dichas especies sean mas abundantes en presencia de
nicotinamida seria indicativo de una posible implicacién de SIRT1 en el turnover de PGC-1a.

Nuestros datos indican por tanto que SIRT1 puede deacetilar y modular los niveles
de PGC-T1a en células endoteliales. Estos resultados sugieren que la regulacion del sistema
de defensa antioxidante por SIRT1 dependiente de PGC-1a podria estar mediada por la
deacetilacién de PGC-T1a por esta sirtuina. Para confirmar esta hipotesis, seria interesante
evaluar si la actividad transcripcional de PGC-1a varia en presencia de una forma mutante de
SIRT1 defectiva en actividad deacetilasa. Por otra parte, el efecto de SIRT1 sobre PGC-1a
probablemente esté mediado por una asociacién entre ambos factores, por lo que seria
relevante determinar si ambas proteinas son capaces de interaccionar entre si en el
endotelio.

Se ha demostrado que SIRT1 interacciona y deacetila al miembro de la familia
Forkhead FoxO1 en células HUVEC, inhibiendo asi su actividad anti-angiogénica (Potente et
al., 2007). Para valorar la actividad deacetilasa de SIRT1 sobre FoxO3a en el endotelio, se
realizaron ensayos de inmunoprecipitacién con anticuerpos especificos frente a FoxO3a en
presencia del inhibidor nicotinamida. Varios trabajos previos han descrito la deacetilacién de
FoxO3a por SIRT1 in vitro (Brunet et al.,, 2004; Motta et al., 2004; Sundaresan et al.,
2009). Hay que sefalar que en estos estudios se muestra la deacetilaciéon por SIRT1 de una
forma de FoxO3a que ha sido previamente acetilada por las acetil-transferasas PCAF o
p300, o en respuesta a una fuente de estrés. Aunque en el trabajo de Motta y
colaboradores se sugiere que en condiciones basales la nicotinamida induce un aumento de
la acetilacién de FoxO3a endodgeno, los resultados no son tan claros como cuando se trata a
las células con H,0, o se co-transfectan con vectores de expresién de FoxO3a y de p300.
Asimismo, en el trabajo de Brunet y colaboradores se describe como el tratamiento sélo con
nicotinamida no tiene efecto sobre la acetilacion de FoxO3a (no detectandose la forma
acetilada de esta proteina), mientras que la combinacién de nicotinamida con tricostatina A
(TSA, inhibidor general de deacetilasas de histonas de clase | y IlI) produce un aumento en la
acetilaciéon de FoxO3a enddgeno o expresado de forma ectdpica.

En los experimentos realizados observamos una pequefia disminucién en los niveles
de proteina FoxO3a total en respuesta al tratamiento con el inhibidor nicotinamida. Esta
bajada podria ser debida al efecto positivo observado para SIRT1 sobre la expresién de
FoxO3a, y es coherente con los resultados obtenidos posteriormente en los experimentos
de sobre-expresién de SIRT1, condiciones en las cuales se observd un incremento en los
niveles de proteina FoxO3a total. En el caso de FoxO3a, por tanto, SIRT1 parece estar
ejerciendo un efecto positivo sobre la expresién de la proteina.

Cabe destacar también la observacibn de un incremento en el material

inmunoprecipitado de alto peso molecular en respuesta al tratamiento con el inhibidor de
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SIRT1. Teniendo en cuenta que se ha descrito previamente la degradacién de los FoxO por la
via del proteasoma dependiente de ubiquitina (Hu et al., 2004; Plas and Thompson, 2003),
estos datos apoyan la idea de que SIRT1 podria ser capaz de regular los niveles de FoxO3a
no solo a nivel transcripcional sino también mediante el control de vias de degradacién de
esta proteina. El hecho de que el anticuerpo anti-lisina acetilada detectara
fundamentalmente bandas de alto peso molecular sugiere que lo que estamos observando
es una ubiquitinacion selectiva de la forma acetilada de FoxO3a al suprimirse la actividad de
las sirtuinas.

De acuerdo con los resultados presentados en los trabajos mencionados
anteriormente, no se detectdé un aumento significativo en una banda de peso molecular
correspondiente a la forma acetilada de FoxO3a en las células tratadas. Sin embargo, el
hecho de que el tratamiento con nicotinamida ocasione un incremento en las especies de
alto peso molecular en los inmunoprecipitados anti-FoxO3a analizados con el anticuerpo
anti-Ac-Lys, nos lleva a pensar que realmente SIRT1 podria estar ejerciendo un efecto sobre
el estado de acetilacién de FoxO3a en este sistema.

Hay que sefalar que los experimentos con nicotinamida se llevaron a cabo en
presencia de suero, condiciones en las que la mayor parte de FoxO3a se encuentra en el
citoplasma en estado inactivo. Cuando intentamos detectar FoxO3a acetilado en ausencia
de suero (ver ensayo de sobre-expresion de SIRT1, condiciones basales), no fuimos capaces
de detectar la forma acetilada de la proteina, sugiriendo que los niveles basales de
acetilaciéon de FoxO3a son muy bajos en estas condiciones. Este resultado podria indicar que
la acetilacion de FoxO3a es mas activa (o la deacetilacion menos) cuando FoxO3a esta
inactivo en el citosol (fosforilado por Akt), y la acetilacion es menos activa (o la
deacetilacién mas) cuando FoxO3a esta activo en el nlcleo celular (no fosforilado por Akt,
fosforilado por JNK, etc), lo cual apoyaria la idea de la existencia de una regulacién cruzada
entre las quinasas y las deacetilasas y/o una compartimentalizacién subcelular de la
regulacién por deacetilacion.

Un aspecto relevante que aln no ha sido investigado es si SIRT1 modula el estado
de fosforilacién de FoxO3a y su localizaciéon nuclear. En el caso de FoxO1 si que se ha
propuesto previamente que la deacetilacién por SIRT promueve su translocacién al nicleo
para regular genes de gluconeogénesis, que también son regulados por PGC-1a (Frescas et
al.,, 2005). Asimismo, debemos recordar que, segln nuestros datos, el propio PGC-1a
parece favorecer el estado de activacion y la estabilidad de FoxO3a.

Los resultados obtenidos, tomados en su conjunto, sugieren que PGC-la, y
posiblemente FoxO3a, pueden ser deacetilados por SIRT1 en células endoteliales. Asimismo

apuntan hacia una posible implicacion de esta enzima en la modulacién de los niveles
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celulares de ambas proteinas, siendo uno de los mecanismos posibles la regulacién de su
degradacion por el proteasoma por un mecanismo dependiente de ubiquitina.

Es importante resefiar que la nicotinamida no actta Unicamente sobre SIRT1, sino
que también actla inhibiendo otras sirtuinas, fundamentalmente SIRTZ2. Dado que se ha
propuesto que condiciones de estrés oxidativo promueven la activacion de SIRT1 y su
asociacion con FoxO3a, deacetilandolo (Brunet et al., 2004), y con el fin de evaluar de
forma mas directa el efecto de SIRT1 sobre la acetilacion de PGC-1a y FoxO3a en respuesta
al estrés, decidimos realizar experimentos de sobre-expresion de SIRT1 en
presencia/ausencia de un agente oxidante. Para ello las células se trataron con H,0, 50 uM
durante 4 horas previamente a la inmunoprecipitacién con anticuerpos especificos frente a
PGC-1a 0 a FoxO3a. La concentracién de peréxido de hidrogeno utilizada se considera una
fuente de estrés moderado, que es capaz de inducir la activacion de los mecanismos de
respuesta a ROS, pero no dafio citotéxico.

Los datos obtenidos muestran que, en ausencia de estrés, la sobre-expresién de
SIRT1 induce una disminucidén en los niveles de proteina PGC-1a total. Este resultado
concuerda con ensayos preliminares que hemos realizado -mencionados anteriormente- que
muestran la induccién por SIRT1 de una disminucion drastica en los niveles de PGC-1a en
células donde este coactivador es sobre-expresado, sugiriendo que en estas condiciones
SIRT1 puede estar implicado en la activacion de vias de degradacién de PGC-1a. Cabe
destacar no obstante que la desestabilizacién de PGC-1a por SIRT1 no parece tener lugar
cuando las células estan sometidas a estrés oxidativo, ya que la sobre-expresién de SIRT1
en estas condiciones mantiene o incluso aumenta ligeramente los niveles totales de la
proteina PGC-1a. Estos resultados apoyan la idea de que SIRT1 es capaz de regular los
niveles celulares de PGC-1a, reduciéndolos o manteniéndolos en funcion de la presencia de
estrés oxidativo, mediante un mecanismo que podria implicar la degradacién/estabilizacion
de la proteina PGC-1a. Por otra parte, SIRT1 podria actuar modulando la expresion génica de
este coactivador, ya que hemos observado previamente que su sobre-expresién aumenta
los niveles de ARNm de PGC-1a en células endoteliales.

En condiciones basales la sobre-expresién de SIRT1 no parece disminuir de forma
significativa los niveles de acetilacién de PGC-1a, lo que plantea la posibilidad de que la
regulacién de la estabilidad de PGC-1a por SIRT1 no esté mediada por su actividad
deacetilasa. Nuestros datos indican que el tratamiento de las células con peréxido de
hidrégeno induce un aumento en la acetilacion de PGC-1a, resultado que esta de acuerdo
con lo descrito previamente por Anderson y colaboradores (Anderson et al., 2008). Hay que

destacar que en células expuestas al H,0, se observé una disminucion en los niveles de
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proteina PGC-1a acetilada al sobre-expresar SIRT1, indicando que condiciones de estrés
oxidativo promueven la deacetilacién de PGC-1a por esta sirtuina.

El hecho de que el tratamiento con un agente oxidante induzca tanto la
deacetilacién como la estabilizaciéon/induccion de PGC-1a por SIRT1 apoya un posible papel
de esta enzima deacetilasa en la modulaciéon de la actividad de PGC-Ta en respuesta a
situaciones de estrés celular. Anderson y colaboradores han descrito previamente que PGC-
la se acetila de forma transitoria en respuesta al estrés oxidativo para posteriormente
deacetilarse en un mecanismo mediado por SIRT1, que promueve la acumulacién de PGC-1a
en el ndcleo y su actividad transcripcional (Anderson et al., 2008). Estos datos concuerdan
con nuestros resultados, ya que hemos observado que la exposicién de las células al
peréxido de hidrégeno induce la acetilacién de PGC-1a, asi como su deacetilaciéon por SIRT1.
Asimismo, en el trabajo mencionado se propone que el estrés oxidativo induce la
ubiquitinacion y degradacion de PGC-1a por el proteasoma, y que el tratamiento de las
células con nicotinamida disminuye los niveles totales de esta proteina. Estos datos apoyan
la idea de que la deacetilacién de PGC-1a por SIRT1 podria prevenir la degradacién de PGC-
1a inducida por estrés.

Anderson y colaboradores proponen que es la fosforilacion de PGC-1a por la quinasa
GSK3pB, y no el estado de acetilacién como tal, la que dirige la degradacion de PGC-1a por el
proteasoma, regulando asi la duracion de su actividad. Segin el modelo propuesto por estos
autores, condiciones de estrés agudo activarian a la quinasa GSK3p, lo que conduciria a la
activacion transitoria de PGC-1a y su subsiguiente degradacidn por el proteasoma. En
respuesta al estrés cronico, la induccién de SIRT1 y la inhibicion de la GSK3p activaria y
estabilizaria a PGC-1q, resultando en un efecto sostenido sobre la expresién de sus genes
diana. Sin embargo, hay que resaltar que aunque los datos que presentan estos autores
concuerdan con esta hipétesis, no la demuestran formalmente; es decir, observan que la
inhibicion de la GSK38 aumenta los niveles de PGC-1a y que la fosforilacién de PGC-1a por
GSK3p se induce por estrés oxidativo, pero no demuestran que la degradacién de PGC-1a
inducida por estrés esté suprimida cuando se inhibe GSK3.

También se realizaron ensayos de inmunoprecipitacién para evaluar el efecto de
SIRT1 sobre los niveles y la acetilacién/deacetilacién del factor de transcripcion FoxO3a en
respuesta al estrés. Los resultados obtenidos en estos experimentos muestran que, en
condiciones basales, la sobre-expresion de SIRT1 induce un ligero aumento en los niveles
totales de la proteina FoxO3a, probablemente consecuencia del efecto inductor
transcripcional de SIRT1 sobre la expresion de FoxO3a y de acuerdo con los resultados

obtenidos en los experimentos de nicotinamida.
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Por otra parte, el tratamiento de las células con H,0, provoca una disminucion
drastica en los niveles de este factor de transcripcion que se acompafia de un notable
aumento en los niveles de su forma acetilada, lo que concuerda con estudios previos que
han descrito que FoxO se acetila en respuesta al estrés. Se sabe que el tratamiento con
agentes oxidantes promueve la translocacién al nicleo de estos factores y su interaccién
con acetilasas como p300/CBP y el factor asociado a p300/CBP (PCAF), resultando en la
acetilacion de FoxO en varios residuos de lisina (lisinas 242, 259, 271, 290 y 569 en el
caso de Fox0O3a) (Brunet et al., 2004; Mahmud et al., 2002; van der Horst et al., 2004). La
acetilacién podria marcar a la proteina para su poliubiquitinacién y posterior degradacién por
el proteasoma, lo que explicaria la observacién de una disminucién drastica en los niveles de
proteina FoxO3a como consecuencia de la exposicion al H,0,.

El efecto que el estrés oxidativo ejerce sobre FoxO3a parece revertirse
completamente al sobre-expresar SIRT1, aumentando considerablemente los niveles de
proteina FoxO3a total, y desapareciendo la banda correspondiente a la forma acetilada de la
proteina. Esto también apoya datos anteriores que muestran que, en respuesta al estrés, la
proteina FoxO nuclear previamente acetilada y fosforilada por JNK puede interaccionar con
SIRT1, que lo deacetila (Brunet et al., 2004; Wang et al., 2007; Kobayashi et al., 2005). La
activacion de SIRT1 en respuesta a un estimulo oxidante seria por tanto posterior a la de las
acetilasas responsables de la acetilacion inicial de FoxO, y conllevaria una induccién de la
expresion de FoxO tanto a nivel de ARNm como de proteina. Esta hip6tesis estaria de
acuerdo con los resultados obtenidos por los grupos de Kajihara y van Gorp en 2006, que
han descrito como la exposicion a una fuente de estrés oxidativo durante periodos de
tiempo prolongados (24-48 horas) induce la expresion del ARNm y la proteina FoxO3a en
células endometriales indiferenciadas (Kajihara et al., 2006) y en células derivadas de
médula 6sea Ba/F3 (van Gorp et al.,, 2006). Asimismo, concordaria con los resultados
publicados respecto a la regulacién de los niveles de PGC-1a en respuesta a estrés, ya que
se ha descrito tanto un aumento en los niveles de ARNm de PGC-1a (Irrcher et al., 2009)
como una disminucién en los niveles de su proteina -mediada por poliubiquitinacién y
posterior degradacion por el proteasoma- como consecuencia de la exposicién a una fuente
oxidante (Anderson et al., 2008).

El hecho de que SIRT1 deacetile y estabilice/induzca a FoxO3a en condiciones de
estrés oxidativo, sugiere que esta enzima actla como reguladora de la actividad de este
factor de transcripcion en la respuesta celular al estrés. De acuerdo con esta idea, se ha
propuesto que la deacetilacién por SIRT1 aumenta la capacidad de FoxO3a para inducir la
transcripcion de genes implicados en la detencién del ciclo celular y la resistencia al estrés,

mientras que su capacidad para inducir muerte celular se ve inhibida (Brunet et al., 2004;
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Giannakou and Partridge, 2004). Asimismo, la presencia de SIRT1 parece ser esencial para la
induccién del gen GADD45 por FoxO4 en respuesta a estrés (Kobayashi et al., 2005).

Dado que SIRT1 parece estar implicada en la regulacién de la expresiéon de varios
genes de detoxificacion de forma dependiente de la presencia de PGC-1a y FoxO3a, que es
capaz de deacetilar y estabilizar/inducir los niveles de expresion de ambos factores en
respuesta al estrés oxidativo, y que se ha descrito previamente que puede regular de forma
selectiva la actividad de PGC-1a y FoxO3a sobre distintos procesos celulares, proponemos
que SIRT1 podria estar implicada en la regulacién de la formacion y/o actividad del complejo
PGC-1a-FoxO3a en el control de la respuesta de la célula a una situacion de estrés.

En el modelo de regulacién que proponemos (Fig. 34), en condiciones basales en las
que las células no se encuentran sometidas a un estimulo de estrés, la actividad del sistema
seria baja y SIRT1 estaria actuando como un regulador positivo de la expresion de FoxO3a y
de PGC-1a. FoxO3a se localizaria mayoritariamente en el citosol celular. La sobre-expresion
de PGC-1a en estas condiciones favoreceria la degradacidn de este coactivador a través de
un mecanismo mediado por SIRTT.

La exposicion de las células a un estimulo oxidante de alta intensidad durante un
corto periodo de tiempo (estrés agudo), promoveria la acetilacion de PGC-1a y de FoxO3a -
que se translocaria del citosol al nlcleo- y su activacion. Mientras que se desconocen los
genes diana que estaria regulando PGC-1o en estas condiciones, FoxO3a actuaria
promoviendo la expresidn de genes pro-apoptdticos, lo que conduciria finalmente a la
muerte de la célula al no poder afrontar el dafio ocasionado por la exposicién a este tipo de
estrés. Tras actuar sobre sus genes diana, PGC-1a y FoxO3a serian ubiquitinados y enviados
a degradacién por el proteasoma.

El estrés de tipo crénico (estimulo de baja intensidad pero prolongado en el tiempo)
también induciria la acetilacién y activacién de PGC-1a y de FoxO3a. En estas condiciones,
ambos factores serian susceptibles de deacetilacion por SIRT1. Esta deacetilacién
promoveria la estabilizacidon de PGC-1a y de FoxO3a, favoreciendo la formaciéon de un
complejo formado por ambos factores, y quizas también SIRT1, sobre los promotores de los
genes que forman parte del sistema de defensa antioxidante. La actividad de este complejo
seria clave para la induccion de la expresién de los genes de resistencia al estrés y de

respuestas de supervivencia celular ante un estimulo oxidante.
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Figura 34. Modelo de regulacién transcripcional de la respuesta celular al estrés por los
factores PGC-1a, FoxO3a y SIRT1. En ausencia de estrés, SIRT1 actuaria regulando positivamente
la expresién de FoxO3a y PGC-1a; FoxO3a se localizaria fundamentalmente en el citosol, inactivo. En
estas condiciones, la sobre-expresion de PGC-1a favoreceria su degradacion a través de un mecanismo
mediado por SIRT1. La exposiciéon de la célula a una fuente de estrés agudo promoveria la acetilacion
de PGC-1a y de FoxO3a, que se translocaria al nicleo, y su actuacién sobre sus genes diana, para
posteriormente ser enviados a degradacién por el proteasoma. En estas condiciones FoxO3a induciria la
expresion de genes pro-apoptéticos, lo que conduciria finalmente a la muerte celular. El estrés crénico
promoveria a su vez la acetilacién y activacién de FoxO3a y PGC-1a. La deacetilacion de estos factores
por SIRT1 promoveria su estabilizacién y la formacién de un complejo regulador transcripcional
responsable de la induccién de los genes del sistema de defensa antioxidante, lo que promoveria la
supervivencia de la célula ante este tipo de estrés.

Para verificar la existencia de un complejo SIRT1-PGC-1a-FoxO3a, seria relevante
evaluar la interaccion de SIRT1 con el complejo PGC-1a-FoxO3a mediante ensayos de co-
inmunoprecipitacién entre SIRT1 y ambos factores. Asimismo, seria interesante determinar
si SIRT1 afecta a la interaccion PGC-1a-FoxO3a y de forma similar si la interacciéon FoxO3a-
SIRT1 y PGC-1a-SIRT1 depende de la presencia de PGC-1a y FoxO3a, respectivamente.

Con el fin de evaluar la relevancia del estado de acetilacién/deacetilacion de los
distintos factores en estudio para la formacion y actividad del complejo, seria necesario
evaluar el nivel de acetilacion de PGC-1a en ausencia de FoxO3a, y viceversa, asi como
analizar si la mutacién en los sitios de acetilacién descritos para PGC-1a y FoxO3a afecta
tanto a la interacciéon entre ambos factores como a su efecto inductor sobre distintos
grupos de genes diana, no solo los implicados en la proteccién frente al estrés, para evaluar

la especificidad de la regulacién.
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También resultaria de interés profundizar en el estudio de cémo la actividad del
complejo transcripcional caracterizado se modula en respuesta a diferentes condiciones
metabdlicas o de estrés. En este contexto seria (til el empleo de técnicas que permitan
visualizar la localizacién celular de las proteinas en estudio, para analizar su translocacién
nucleo/citosol y posible co-localizacion en los compartimentos celulares.

La identificacién de los factores de transcripcién implicados en la regulaciéon de los
mecanismos de defensa frente al estrés oxidativo adquiere una gran relevancia en el
contexto del endotelio vascular, donde los niveles elevados de ROS juegan un papel
determinante en la disfuncion endotelial y, por consiguiente, en el inicio y progresiéon de los
procesos ateroscleroticos. Los resultados presentados en este trabajo sugieren que los
reguladores transcripcionales PGC-1a y FoxO3a, asi como la enzima deacetilasa SIRTT,
podrian formar parte de un mismo complejo regulador de la transcripcién de los genes
antioxidantes, pudiendo actuar como factores protectores frente al desarrollo de la
patologia vascular.

La asociacidon PGC-1a-FoxO3a-SIRT1 podria ser asimismo importante para el control
de otros procesos relacionados con la funcion endotelial, como la angiogénesis, proceso en
el que los ROS juegan un papel relevante, y con el que estos tres factores han sido
relacionados con anterioridad (Arany et al.,, 2008; Potente et al., 2007; Potente et al.,

2005).
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El factor de transcripcion FoxO3a es un regulador positivo directo de la expresién de un
conjunto de genes implicados en la defensa antioxidante en células endoteliales,
incluyendo las enzimas de detoxificacién de ROS MnSOD, CAT, Prx3, Prx5, Trx2 y TR2, y

la proteina desacoplante UCP-2, asi como del coactivador transcripcional PGC-1a.

FoxO3a es necesario para el mantenimiento de los niveles basales de expresién de las

enzimas antioxidantes en el endotelio y probablemente en otros tipos celulares.

FoxO3a regula la homeostasis de las especies reactivas de oxigeno (ROS) en la célula

endotelial.

La presencia de FoxO3a es necesaria para la regulacién por PGC-1a de la maquinaria de

detoxificacion de ROS mitocondrial.

FoxO3a requiere la presencia de PGC-1a para ejercer su efecto sobre el sistema de

defensa antioxidante.

FoxO3a y PGC-Ta dependen mutuamente entre si en la regulaciéon del programa

transcripcional de respuesta a estrés.

PGC-1a y FoxO3a forman parte de un mismo complejo e interaccionan directamente en

el endotelio a través del dominio carboxi-terminal de PGC-1a.

PGC-1a coactiva FoxO3a en la regulacion de los genes de proteccion frente a estrés.

La deacetilasa SIRT1 regula positivamente la expresién de las enzimas de detoxificacion
MnSOD, CAT, Prx5 y TR2, y requiere la presencia tanto de PGC-1a como de FoxO3a para

ejercer dicho efecto.
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10. SIRT1 regula el estado de acetilacién, la expresion y la estabilidad de PGC-1a y de

FoxO3a en células endoteliales.

11. El estrés oxidativo estimula la actividad deacetilasa y estabilizadora de SIRT1 sobre PGC-

Ta y FoxO3a en células endoteliales.

12. SIRT1 podria estar implicada en la regulacion de la formacién y/o actividad del complejo

PGC-1a-FoxO3a en el control de la respuesta celular al estrés.
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