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Resumen

La familia de las Sirtuinas, enzimas desacilasas NAD+ dependientes, han sido
descritas como reguladores claves de multiples procesos biolédgicos, implicadas en el
mantenimiento de la homeostasis de los organismos. Participan en diversos procesos
tales como la resistencia al estrés, estabilidad gendmica, metabolismo energético,
envejecimiento y tumorigénesis. Dado su rol en el mantenimiento de la homeostasis,
déficits o alteraciones en las mismas han sido vinculadas a varias enfermedades.

Dentro de esta familia, SIRT6, una sirtuina nuclear en estrecha comunicacién con la
cromatina, ha despertado creciente interés tanto en el area metabdlica como en el area
inflamatoria. Los primeros estudios en modelos de ratones knock out (KO) genéricos para
SIRT6, muestran que su ausencia genera ratones que no logran alcanzar el mes de vida,
desarrollando linfopenia, envejecimiento prematuro e hipoglucemia. Las investigaciones
en modelos murinos SIRT6 KO especificos en adipocitos, macrofagos y células B
pancreaticas, muestran una mayor sensibilidad a los efectos inducidos por una dieta rica
en grasas HFD (del inglés, High Fat Diet). En contraposicion, se ha visto que la
sobreexpresiéon de SIRT6 en ratones incrementa el tiempo de vida, mejora la tolerancia a
la glucosa y atenua la inflamacién del tejido adiposo. Respecto a la relacion de SIRT6 con
la inflamacion, se ha propuesto que la enzima mediante su actividad deacilasa sobre su
sustrato Ac. H3K9 participa en la inhibicidn de la sefializacion mediada por NFKB y c-JUN.
Asi, silencia la sefializacion de estos dos factores de transcripciéon, mostrando un rol anti-
inflamatorio. Adicionalmente, SIRT6, tiene una funcion pro-inflamatoria en la regulacion
de TNFa, participando en la regulacion de su sintesis asi como en su secrecion.

Persisten al dia de hoy, evidencias aparentemente contradictorias respecto a la funcién
de esta Sirtuina que oscilan entre un rol anti-inflamatorio y otro pro-inflamatorio, asi como
un papel benéfico o perjudicial en los procesos de inflamacién crénica que ocurren en la
obesidad. Frente a estas dicotomias, y en vista de que no hay una respuesta clara sobre
cudl es el rol de SIRT6 en procesos inflamatorios agudos y cronicos, nuestro objetivo
consistié en evaluar su participacion en las dos situaciones antes mencionadas.

Iniciamos nuestros estudios analizando el rol de SIRT6 en la respuesta inflamatoria aguda
generada tras un estimulo pro-inflamatorio ampliamente conocido, el lipopolisacarido de
pared de bacterias gram negativas (LPS). Para ello utiizamos abordajes en cultivos
celulares mediante los que pudimos determinar que SIRT6 es regulada temprana y post-
traduccionalmente durante la primera fase de la respuesta inflamatoria aguda. Por medio
de esta regulacién, ocurre un cambio temprano en la estabilidad de SIRT6 y una
localizacion de la enzima en compartimentos citoplasmaticos, enriqueciéndose a nivel del
reticulo endoplasmatico (RE). Es alli, donde se sintetiza el TNFa, producto de la cascada
de sefializacion que se desencadena en respuesta a LPS y donde SIRT6 ejerce su
actividad desmiristoilasa, con la cual la enzima es capaz de orquestar, qué cantidad de
TNFa sera destinado a la degradacion lisosomal y cuanto sera secretado. Al ser inhibida
tempranamente, la secrecion de TNFa baja significativamente en respuesta a LPS. En



concordancia con estos resultados, mediante abordajes in vivo, pudimos confirmar que la
inhibicion especifica de SIRT6, disminuye también la secrecion de TNFa en las células
del peritoneo en respuesta al LPS. Consecuentemente, la sobrevida de ratones expuestos
a LPS es modestamente mayor en aquellos ratones que recibieron el inhibidor de SIRT6.
Todos estos resultados, posicionan a SIRT6 participando dentro de la cascada de
activaciones tempranas que ocurren a nivel pro-inflamatorio, con una participacion activa
y clave para el desarrollo de una respuesta inflamatoria completa y resolutiva.

Mas adelante, nos propusimos evaluar la importancia de SIRT6 en un modelo de
inflamacién crénica inducida por obesidad y para ello generamos un modelo de ratones
inducibles con macrofagos KO para SIRT6, mediante la utilizacion de la tecnologia FLOX-
iCre. En este modelo, realizamos una primera evaluacion de los efectos de la ausencia
de SIRT6 en macrofagos durante la inflamacién cronica, encontrando una disminucion de
la inflamacion sistémica, asi como la secrecion de TNFa. Como consecuencia de estos
cambios, estos ratones presentaron una proteccion contra la hiperglucemia generada por
la obesidad, lo cual sugiere una funcién pro-inflamatoria de SIRT6 en contextos de
inflamacion crénica.

Finalmente, en adicién a este trabajo, estudiamos la regulacion y posible modulacion de
la actividad enziméatica de SIRT6 en respuesta a la utilizacion de compuestos de probada
accion anti-inflamatoria, los nitrolipidos. Pudimos asi, determinar que esta enzima es
capaz de ser modulada in vitro por el NO2OA, y mas aun, también modifica su actividad
deacilasa sobre su substrato Ac. H3K9 en células HEK293FT que sobreexpresan SIRT6.
Como perspectiva, este activador podria convertirse en un buen candidato para evaluar
las consecuencias de su activacion en los modelos de inflamacion previamente
mencionados, asi como en otros modelos donde la activacion de la enzima posee efectos
beneficiosos para el organismo.

Los resultados de esta tesis son relevantes en el area inmuno-metabdlica, y posicionan a
SIRT6 como un participante nuevo, activo y funcional en la respuesta inflamatoria cronica
y aguda. Este hecho, realza su importancia como blanco molecular para futuras
intervenciones y pone de manifiesto la importancia de la actividad deacilasa de estas
enzimas y su capacidad de participar en diferentes niveles de regulacion, orquestando
respuestas importantes a nivel celular.
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Abreviaturas (por orden alfabético)

AAM macro6fagos residentes del tejido de tipo M2 anti-inflamatorios o alternativamente
activados (del inglés, alternative activated macrophages)

ALT Alanina aminotransferasa

AP1 proteina de activacion 1

APC células presentadoras de Antigeno (del inglés, Antigen Presenting Cells)

AR Artritis Reumatoidea

BER mecanismo de reparacién del ADN por escision de base (del inglés, base excision
repair)

BMDM macréfagos de médula 6sea (del inglés Bone Marrow Derivated Macrophages)
CAM macroéfagos de tipo M1 pro-inflamatorios o clasicamente activados (del inglés
classically activated macrophages)

CD14 antigeno CD propio del sistema inmune (del inglés, cluster of differentiation)
CEUA Comision de Etica en el Uso de Animales

CRE Creatinina

CREBL1 proteina de unién al elemento de respuesta del cAMPL1 (del inglés, cAMP
responsive element binding protein 1)

DAMPs patrones moleculares asociados al dafio (del inglés, Damage Associated Molecular
Patterns)

DMEM medio de cultivo (del inglés, Dulbecco's Modified Eagle Medium)

DMSO Dimetilsulféxido

DSBs mecanismo de reparacion del ADN por corte de doble hebra (del inglés, Double
Strand Break)

ELISA ensayo por inmunoadsorcion ligado a enzimas

FC fraccion citosolica

FEV fraccién estromal vascular

FFAs acidos grasos libres (del inglés, Free Fatty Acids)

FN fraccion nuclear

GMFI Media Geomeétrica de la Intensidad de Fluorescencia

HFD dieta rica en grasas (del inglés High Fat Diet)

HIF1a factor de hipoxia (del inglés, Hypoxia Inducible Factor 1 Subunit Alpha)

HR mecanismo de reparacion del ADN por recombinacion homdloga (del inglés,
homologous recombination)

HSP chaperonas o proteinas de choque térmico (del inglés, Heat shock protein)

IA Inmunidad adaptativa

IF Inmunofluorescencia

Il Inmunidad innata

IKKi proteinas relacionadas con las IKK quinasas

IPMON Institut Pasteur de Montevideo

IRAK1 e IRAK4 quinasas asociadas al receptor L1 (del inglés, IL1 receptor associated
kinase)

IRF3 factor de respuesta al interferon 3 (del inglés, interferon regulatory factor 3)

K, Lisina

KO del inglés, knock out

LB Linfocitos B

LBP proteina de union al LPS (del inglés, LPS binding protein)

LES Lupus Eritematoso Sistémico

LPS Lipopolisacéarido de pared de bacterias Gramnegativas

LT Linfocitos T

MD2 proteina homdloga a MD1 de Drosophila (del inglés, myeloid differentiation protein 2)
MEF Fibroblastos embrionarios de ratén (del inglés, Mouse Embrionary Fibroblast)



MHC complejo de histocompatibilidad mayor (del inglés, Major Histocompatibility Complex)
MyD88 proteina de respuesta mieloide (del inglés, myeloid differentiation primary-response
protein 88)

ND dieta estandar (del inglés, Normal Diet)

NEMO modificador esencial de NFkB o también llamado IKKy (del inglés NFkB essencial
modifier)

NFkB factor nuclear kB

NHEJ mecanismo de reparacién del DNA por unién de extremos no homologos (del inglés,
nonhomologous joining)

NK células inmunes llamadas Natural Killer

OE objetivos especificos

ON toda la noche (del inglés, over night)

PAMPs patrones moleculares asociados a patdgenos (del inglés, Pathogen Associated
Molecular Patterns)

PFA Paraformaldehido

PRRs receptores de reconocimiento de patron (del inglés, Pattern Recognition Receptors)
gPCR reaccion en cadena de la polimerasa cuantitativa

RE Reticulo Endoplasmatico

Rl Respuesta Inflamatoria

RIP-1 proteina de interaccion con el receptor 1(del inglés, receptor interacting protein 1)
SARM proteina de soporte (del inglés, sterile a-and armadillo-motif containing protein)
SASP fenotipo secretor asociado a senescencia (del inglés, Secretory Associated
Senescent Phenotype)

SBF suero fetal bovino

SBN sobrenadante

SEM error estandar de la media

S| Sistema Inmune

SMOC centro organizador supramolecular (del inglés, Supramolecular Organizing Center)
SUMO maodificacién post-traduccional (del inglés, small ubiquitin -like modifier)

TA Tejido Adiposo

TAB1y TAB2 proteinas de uniéon (del inglés, TAK1 binding proteins 1y 2)

TACE enzima que cliva el TNFa (del inglés, Tumor Necrosis factor a converting enzime)
TAK1 quinasa activada por TGF (del inglés, TGF activated kinase 1)

TBK1 quinasa de unién a NFKB miembro de la familia de receptores asociados al TNF (del
inglés, TRAF family member-associated NFkB activator binding kinase 1)

TIR receptores de IL-1 (del inglés, Toll/IL1 Receptor Domain)

TIRAP o MAL proteina adaptadora (del inglés, TIR domain-containing adaptor protein)
TLR receptores del tipo Toll (del inglés, Toll Like Receptors)

TLR4 receptor de tipo Toll 4 (del inglés, Toll Like Receptor 4)

TNFa Factor de Necrosis Tumoral « (del inglés, Tumor Necrosis Factor o)

TRAF6 miembro de la familia de receptores asociados al TNF (del inglés, TNF associated
receptor)

TRAM proteina adaptadora (del inglés, TRIF related adaptor molecule)

TRIF proteina adaptadora (del inglés, TIR domain-containing adaptor protein inducing IFN)
UBAL Unidad de Biotecnologia en Animales de Laboratorio del IPMON

WB Western blot

WD dieta rica en grasa y azucares (del inglés, Western Diet)
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Introduccion

Antecedentes Generales

El objeto de estudio de este trabajo se centra en el analisis de una Sirtuina particular,
la Sirtuina 6, en la respuesta inflamatoria. Hemos estudiado su comportamiento en la
respuesta inflamatoria aguda y en contextos de inflamacion cronica, como lo es la
obesidad inducida por dieta. En ambas situaciones evaluamos la relacion de esta
sirtuina con los niveles de una citoquina crucial en la respuesta inmune, el TNFa. En
la introduccidn de este trabajo de doctorado, primero abordaremos al Sistema Inmune,
y algunos de sus componentes relevantes para nuestros estudios, para luego ahondar
en las Sirtuinas, haciendo énfasis en SIRT6 y sus vinculos con la inmunidad y
obesidad.

Sistema Inmune

El ambiente que nos rodea en términos biolégicos, esta compuesto por una amplia
variedad de microorganismos patogénicos y no patogénicos, los cuales desafian
constantemente al Sistema Inmune (SI) de los organismos vivos!. Este Ultimo, esta
constituido por una red de células, tejidos, 6rganos y proteinas dispersas por el
organismo y es el encargado de protegernos de agentes patdgenos tales como virus,
bacterias, parasitos, etc. A su vez, participa activamente de la remocién de células
muertas y dafladas de nuestro organismo. Este sistema nos permite mantenernos
sanos y su generacion temprana en términos evolutivos, ha sido crucial para la
sobrevivencia de multiples organismos pluricelulares?.

Su funcionamiento permite que una vez que un agente infeccioso es detectado, se
arme rapidamente una Respuesta Inflamatoria (RI), cuyo objetivo sera destruir al
agente patogeno. Para ello, el sistema cuenta con mecanismos de deteccion que se
especializan en el reconocimiento de agentes foraneos, toxicos o estructuras
alergénicas y que se clasifican de la siguiente forma: i) mecanismos genéricos
programados y codificados por genes de la linea germinal del hospedero, capaces de
reconocer patrones moleculares compartidos por toxinas y microorganismos
patégenos, y por otro lado, ii) respuestas codificadas por reordenamientos de
elementos genéticos somaticos que generan moléculas antigénicas especificas
capaces de reconocer estructuras Unicas de agentes foraneos?.

El primer set de respuestas frente al agente foraneo es montado por Inmunidad
Innata (Il), este sistema actla rapidamente luego de que el patdgeno o toxina es
encontrada y constituye la respuesta inicial del hospedero. El segundo set de
respuestas, se le atribuye a la Inmunidad Adaptativa (IA), compuesta por un
pequefio grupo de células con especificidad por determinado patdégeno, toxina o
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alergénico. Estas, deben proliferar luego del encuentro con el antigeno, de forma de
alcanzar un numero suficiente para montar una respuesta efectiva contra el agente
fordneo. Si bien estos dos sistemas de defensa del hospedero siempre se presentan
como independientes, en general actdan juntos, siendo la Il la primera linea de
defensa, para luego dar lugar a la IA, que se vuelve predominante dias después.
Ambos sistemas son capaces de complementarse con las acciones del otro, asi el
sistema innato contribuye a la activacion de las células antigeno especificas, mientras
gue el sistema adaptativo amplifica su respuesta reclutando mecanismos efectores
innatos. A pesar de que sus mecanismos de accién son diferentes, su sinergia,
cooperaciéon y complementacibn son esenciales para una respuesta inmune
completamente efectival. A continuacion, profundizaremos en las caracteristicas
generales de cada uno de estos sistemas.

Generalidades de la Inmunidad Innata

La inmunidad innata ha surgido mas tempranamente (con los metazoos) y ha sido
mas conservada evolutivamente con el objetivo bioldégico de generar una rapida
respuesta al agente foraneo?. Su principal rol ejerciendo el control de la infeccién
ocurre de inmediato o dentro de las primeras horas posteriores al encuentro con el
patégeno y el mecanismo efector utilizado dependeréa del tipo de patégeno que haya
iniciado la respuesta inmune3#. A pesar de la variabilidad en la respuesta, todos los
mecanismos de defensa incluidos en ella son codificados por genes de la linea
germinal, como ya hemos mencionado. La expresién de sus mecanismos efectores
estéa restringida a algunos tipos celulares y todos los individuos dentro de una misma
especie comparten un mismo repertorio de inmunidad innata®.

Este sistema cuenta con 4 tipos de barreras defensivas no especificas que
incluyen: las barreras fisicas, formadas por capas de células epiteliales, capas de
mucosa que recubren los epitelios respiratorios, gastrointestinales y genitourinarios, y
epitelios ciliados, que barren la capa mucosa permitiendo su renovacion. Las barreras
fisioldgicas, incluyen la temperatura corporal, el bajo ph del estomago, proteinas
solubles y pequefias moléculas bioactivas de los fluidos bioldgicos o producidas por
células activadas (ejemplos; proteinas del complemento, defensinas, ficolinas,
citoquinas, quimioquinas, mediadores lipidicos, radicales libres, aminas bioactivas y
enzimas). Las barreras fagociticas o endociticas, cuyos componentes son varios tipos
celulares que internalizan y rompen macromoléculas foraneas, asi como células
especializadas en esta funcién (monaocitos, neutréfilos, macrofagos). La ultima barrera
defensiva, es la barrera inflamatoria, o la respuesta llamada Respuesta Inflamatoria
Aguda, en la cual profundizaremos mas adelante.

La inmunidad innata tiene una respuesta patdégeno-dependiente, y basa su
capacidad de clasificacion en la presencia de diferentes receptores de membrana y
proteinas citoplasmaticas que reconocen patrones moleculares asociados a
patdogenos (PAMPSs, por su sigla en inglés). Estos incluyen componentes exclusivos

13


https://www.zotero.org/google-docs/?RTU54l
https://www.zotero.org/google-docs/?wxOo25
https://www.zotero.org/google-docs/?vHlDIL
https://www.zotero.org/google-docs/?6VySgv
https://www.zotero.org/google-docs/?cNG0gZ
https://www.zotero.org/google-docs/?Mwxs3k

de los microorganismos patégenos no presentes en mamiferos que pueden ser
reconocidos intra y extracelularmente. Ejemplos de PAMPs que permiten detectar la
presencia de un patégeno son: el ARN bicatenario de virus, las secuencias de ADN
CpG no metiladas de bacterias, la flagelina de las bacterias, LPS, el acido lipoteicoico
de bacterias gram+, los oligosacaridos ricos en manosa, entre otros. Por otro lado, la
inmunidad innata es también capaz de reconocer las sustancias endogenas
producidas como consecuencia del dafio celular y a estos se los conoce como
patrones moleculares asociados a la lesion (DAMPs, por su sigla en inglés). Estos
ultimos, pueden producirse como resultado del dafio celular causado por infecciones
y surgen como la consecuencia metabdlica de lainfeccién o inflamacion, pero también
pueden indicar una lesion estéril. Ejemplos de DAMPs son las alarminas, las
chaperonas o proteinas de choque térmico (HSP, del inglés Heat shock protein), acido
arico, entre otras®. Para finalizar, existe una tercera estrategia de reconocimiento de
los receptores de la Il, mediante el cual, las células saludables pueden enviar sefiales
inhibitorias que evitan la activacién de la respuesta inmune. Este tipo de mensajes
son muy importantes para evitar y limitar el dafio generado por las células efectoras
del SI’.

El sistema inmunitario innato es capaz de reconocer PAMPs y DAMPs en una gran
variedad de células, mediante receptores celulares que se denominan receptores
para el reconocimiento del patréon (PRRs, por su sigla en inglés). Estos receptores
son codificados por la linea germinal en un numero limitado, algunos son
constitutivamente activos y otros se expresan en respuesta a interacciones con los
patégenos. Cuando estos PRRs se unen a PAMPs o DAMPs, activan la transduccion
de sefales que promueven las funciones antimicrobianas y pro-inflamatorias. La
expresion de los PRRs en diferentes compartimentos celulares y la presencia de
moléculas solubles en el espacio extracelular aseguran que el sistema inmunitario
innato pueda responder a patdgenos, donde sea que estos se encuentren.

Las células que participan en la Il tienen diferentes origenes. Aquellas cuyo origen
es hematopoyético incluyen: macréfagos, neutréfilos, células dendriticas (fagocitos),
mastocitos, basofilos, eosindfilos, entre otras. Los fagocitos no solo fagocitan los
patdgenos, sino que ademas logran matarlos por diferentes vias y producen las
citoquinas para sefializar la respuesta. Este grupo es el que expresa la mayor cantidad
y variedad de PRRs y presentan una funcion critica para el desarrollo de la respuesta
inflamatoria completa, ya que mediante su interaccion o presentacion de antigenos a
los linfocitos T, activan la inmunidad adaptativa. También participan de la Il algunos
linfocitos, como los linfocitos T, las células Natural Killer (NK) y células de origen no
hematopoyético, como células de la piel y células epiteliales de los tractos respiratorio,
gastrointestinal y genito-urinario®. En la Figura 1, se presentan las caracteristicas y
funciones de algunas células de la Inmunidad Innata.

Acompafando a todos estos participantes, el sistema innato también cuenta con
componentes humorales que incluyen a las proteinas del complemento, proteinas
de unién a LPS, proteina C-reactiva, pentaxiales, colectinas, péptidos antimicrobianos

14


https://www.zotero.org/google-docs/?AeTNt5
https://www.zotero.org/google-docs/?sQhbJb

y defensinas, entre otras. Estas proteinas circulantes estan involucradas tanto en
detectar los microorganismos patdégenos, asi como en los mecanismos efectores que
facilitan la limpieza del proceso inflamatorio®. El sistema de complemento funciona
para identificar y marcar (u opsonizar) bacterias y otros patdgenos, haciéndolos
susceptibles a la fagocitosis. La funcion fagocitica de la Il promueve la limpieza de
células muertas, complejos de anticuerpos, asi como sustancias foraneas presentes
en érganos, tejidos, sangre y linfa. Esto ademas, colabora con la comunicacion con la
IA mediante la movilizacion y activacion de las células presentadoras de antigenos
(APCs, del inglés Antigen Presenting Cells).

Cell Image % in adults Nucleus Functions Lifetime Main targets
Macrophage* Varies Varies « Phagocytosis Months — years « Various
d « Antigen
] . presentation to T
cells
Neutrophil 40-75% Multi-lobed « Phagocytosis 6 hours — few « Bacteria
« Degranulation days « Fungi
(discharge of
contents of a cell)
Eosinophil 1-6% Bi-lobed « Degranulation 8-12 days « Parasites
« Release of (circulate for 4-5 | « Various allergic
enzymes, growth hours) tissues
factors, cytokines
Basophil <1% Bi- or tri-lobed « Degranulation Lifetime « Various allergic
« Release of uncertain; likely tissues
histamine, a few hours —
enzymes, few days
cytokines
Lymphocytes 20-40% Deeply staining, T helper (Th) cells Weeks to years « Th cells: intracellular
(T cells) eccentric (CD4+): immune bacteria
response mediators « Cytotoxic T cells:
virus infected and
Cytotoxic T cells tumour cells
(CD8+): cell « Natural killer cells:
destruction virus-infected and
tumour cells
Monocyte 2-6% Kidney shaped Differentiate into Hours — days « Various
macrophages and
@D dendritic cells to elicit
an immune response

Figura 1. Funciones y caracteristicas de células involucradas en la Inmunidad Innata. En el
cuadro se muestra la morfologia de cada célula innata, asi como su porcentaje en la sangre de
individuos adultos, morfologia nuclear, funciones, tiempo de vida y cuales son los principales agentes
foraneos que las activan®. Figura tomada de Marshall et al., 2018.

Generalidades de la Inmunidad Adaptativa

Lainmunidad adaptativa surgi6 evolutivamente mas tarde que la innata, permitiendo
a los vertebrados sobrevivir a la continua reexposicion de patégenos a lo largo de la
vida2. Muestra una gran especificidad en el reconocimiento de antigenos y es capaz
de generar efectores inmunolégicos patégeno-especificos que viven durante mucho
tiempo y persisten en un estado latente, siendo capaces de expresar su funcién
efectora frente a un nuevo encuentro con su antigeno especifico. Este reconocimiento
se conoce como memoria inmunoldgica y permite responder con mayor efectividad
frente a exposiciones repetidas del mismo agente externo. La IA no es inmediata,
existiendo un periodo de tiempo entre la presencia del antigeno y su respuesta
méaxima, la cual llegara dias después del encuentro con el antigeno, e implica la
expansion clonal de aquellas células que son especificas para su destruccion y
reconocimiento*2,
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Su mecanismo de accion se basa en la especificidad receptor-antigeno y los
receptores son expresados en las superficies de unas células muy importantes en
esta respuesta: loslinfocitos By T (LT y LB). Las especies que presentan IA, tienen
LT y LB con un gran repertorio de receptores de antigenos y anticuerpos. Esta
diversidad se genera somaticamente a través de recombinacion de sitio especifica,
generando diferentes clones de linfocitos con distintas especificidades®. Los
receptores de las células B y T difieren en su mecanismo para reconocer los
antigenos, a grandes rasgos los LT antigeno especificos son activados para su
proliferacién por las células APC y los LB, se diferencian en células plasmaticas para
producir anticuerpos. Cada linfocito expresa un receptor con una especificidad
antigénica Unica®.

Presentados los LB y LT, los cuales tienen un rol importante en la inmunidad
adaptativa y permiten el desarrollo de una correcta respuesta inflamatoria, nos
enfocaremos en la comprension mas profunda de algunos aspectos y células de la
inmunidad innata, que ya hemos abordado y consideramos importantes profundizar
en el marco de este trabajo.

Componentes especificos del sistema inmune Innato:

Receptores del tipo Toll

El sistema inmune innato es mediado por un grupo de PRRs, los cuales inducen la
activacion de vias intracelulares de transduccion de sefiales que confluyen en la
expresion de genes inflamatorios de la respuesta inmediata y a largo plazo. Dentro de
los PRRs, los receptores del tipo Toll (TLRs) se expresan en muchos tipos celulares
y reconocen productos de una amplia variedad de microorganismos patdgenos, asi
como moléculas secretadas o liberadas por células estresadas o en proceso de
muerte®10. El receptor Toll, fue inicialmente identificado como una proteina codificada
por el gen “toll” de Drosophila, el cual es esencial para la defensa innata contra las
infecciones de hongos en moscas adultas'®. Actualmente, se conocen 10 TLRs en
humanos y 13 TLRs en ratones, siendo los TLR del 1 al 9 conservados entre ambas
especies. EI TLR 10 murino no es funcional por una insercion retroviral y los TLR 11,12
y 13 no estan presentes en el genoma humano®?14,

Los TLR pueden encontrarse principalmente en macrofagos y células dendriticas,
pero también se expresan en neutrdfilos, eosinofilos, células NK, mastocitos, células
epiteliales, queratinocitos, asi como en algunas células T y B del sistema inmune
adaptativo#16. Su ubicacién subcelular puede ser en la membrana citoplasmatica
como en membranas intracelulares endosomales, lo cual lleva a categorizarlos en dos
subgrupos. Los TLR 1, 2, 4, 5, 6 y 11 se expresan en la superficie celular, donde
reconocen moléculas encontradas en el exterior del patdogeno. Por su parte, los TLR
3, 7, 8y 9 se expresan en compartimentos intracelulares, como el RE, lisosomas y
endosomas (TLR endosomales), donde generalmente se unen a estructuras
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Gnicamente accesibles luego de la captura y destruccion del patégeno®?. En la parte
superior de la Figura 2, se esquematizan los diferentes PAMPs y DAMPs reconocidos
por los distintos TLRs.
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Figura 2. Ejemplos de PAMPs y DAMPs y los TLRs que los reconocen. Los diferentes TLR
presentes en mamiferos tienen especificidad por los PRR. Por ejemplo, TLR2 es capaz de reconocer
varios PAMPs tanto de bacterias, como Virus y Parasitos, sin embargo, el dimero TLR2/1
exclusivamente reconoce el Triacil Lipopeptido de Bacterias. En la parte inferior de la figura, se puede
observar como cada TLR puede iniciar la cascada de sefializaciones posteriores a su unién con el
ligando, mediante la unién con diferentes proteinas adaptadoras?. Figura tomada de Kawai y Akira,
2007.

En cuanto a su sintesis, todos los TLR son sintetizados en el RE, transportados hacia
el Golgi y reclutados hacia la superficie o compartimento celular donde tienen su
ubicacion final. Los TLR son proteinas transmembrana de tipo | y existen como
proteinas diméricas (heterodimeros o homodimeros), que atraviesan la membrana y
presentan: un dominio de union al ligando extracelular (ectodominio), compuesto
por de 20-27 motivos repetidos ricos en leucina (LRR) flanqueadas por estructuras
ricas en cisteina, un dominio transmembrana con estructura a-hélice, y un dominio
intracelular citoplasmatico homaologo al receptor Toll paralalL-1 (TIR), el cual es
esencial para la transduccion de sefiales®'. En la Figura 3, se muestra un esquema
de la estructura genérica de estos receptores.
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Figura 3. Estructura de los TLRs. Como se mencioné en el texto, los TLR son proteinas
transmembrana de tipo | con un dominio de unién al ligando extracelular (ectodominio), compuesto por
de 20-27 motivos repetidos ricos en leucina (LRR), un dominio transmembrana con estructura a-hélice

y un dominio intracelular citoplasmatico TIR®. Figura tomada de El-Zayat et al., 2019.

Uno de los receptores mas estudiados es el TLR de tipo 4 (TLR4), el cual reconoce
especificamente el LPS!719, Este receptor fue el primer receptor homdlogo a los
receptores Toll de Drosophila descubierto en mamiferos?°, siendo critico para el
desarrollo de la respuesta inmune a las infecciones generadas por bacterias Gram
negativas. Se expresa en varios tipos celulares y o6rganos, sin embargo, son las
células dendriticas y los macréfagos los que mas lo expresan?l. TLR4 forma pocos
contactos directos con las moléculas de LPS y para que ocurra una alta afinidad entre
ellos, son necesarias las interacciones con varias proteinas de union a LPS. Estas
incluyen: la proteina de unién a LPS, LBP (del inglés LPS binding protein), el marcador
mieloide CD14 y la proteina homéloga a MD1 de Drosophila, MD-2 (del inglés, myeloid
differentiation protein 2). En humanos, la cantidad de LBP en el plasma se estima en
3-10ug/ml y luego de una fase de respuesta aguda estos niveles se incrementan
drasticamente??. LBP se une en la sangre o en fluidos extracelulares a micelas de
LPSy este proceso facilita la captura de monémeros de LPS por CD14, principalmente
expresada en macréfagos y monocitos?®. CD14 luego transfiere el LPS a un
heterodimero de MD-2 y TLR4, los cuales se encargan de encender la sefializacion.
Estas proteinas co-receptoras o accesorias, son importantes para que ocurra la
correcta sefalizacion y existen para varios TLRs. Tanto CD14 como MD2 pueden
asociarse con otros TLR y formar diferentes complejos para generar una gran
variedad de respuestas inmunes?-?4,

La unién de un determinado ligando a un TLR ocasiona la formacion de homo o
heterodimeros, lo cual acerca los dominios TIR, permitiendo que comience la
sefializacion celular. A esto le sigue el reclutamiento de proteinas adaptadoras al
dominio TIR, lo que facilita el reclutamiento y activacién de varias quinasas, las
cuales, mediante una cascada de fosforilaciones, activan factores de transcripcion que
inducen la expresion de genes inflamatorios y antiviricos. Como recién mencionamos,
los diferentes TLRs reclutan distintas combinaciones de adaptadores e intermediarios
a su dominio TIR y mediante el uso selectivo de estas moléculas adaptadoras, es que
ocurren las respuestas diferenciales de cada TLR.

Las moléculas adaptadoras actian en las proximidades de los TLRs, uniéndose
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directamente al dominio TIR. En mamiferos existen 4 tipos de proteinas adaptadoras
canonicas: MyD88 (del inglés, myeloid differentiation primary-response protein 88),
TIRAP o MAL (del inglés, TIR domain-containing adaptor protein), TRIF (del inglés,
TIR domain-containing adaptor protein inducing IFNB), y TRAM (del inglés, TRIF
related adaptor molecule). Todos los TLRs, excepto TLR3, envian sefiales a través de
MyD88, siendo capaces de activar NFkB y MAPKSs para la induccién de la respuesta
inflamatoria. La activacion de MAL o TIRAP es dependiente de MyD88 y se asocia a
TLR2 y 4. Por su parte, TLR3 envia sefiales a través de TRIF, lo cual genera la
activacion de IRF3. Por ultimo, TLR4, es capaz de enviar sefiales a través de MyD88
y TRIF, y es la via TRAM la que media la sefalizacion MyD88 independiente, como
veremos mas adelante. Los TLR7 y 9 endosomicos (de células dendriticas
plasmocitoides), envian sefiales a través de una via dependiente de MyD88 e
independiente de TRIF que activa NFkB e IRF4, por lo cual inducen una respuesta
inflamatoria y antivirica. Existen ademas otro grupo de moléculas adaptadoras, como
es el caso de SARM (del inglés, sterile a-and armadillo-motif containing protein), que
son reclutadas en adicion a otra molécula adaptadora candnica y presentan roles
especificos como proveer de andamiaje para la union con quinasas o funcionar como
reguladores negativos. Estas se clasifican como adaptadores regulatorios, y SARM
en particular es un regulador negativo de TRIF que colabora con la regulacién de la
sefalizacion mediada por TLR3 y TLR410:25,

Colectivamente, dependiendo del adaptador que se utilice, la sefializacion mediada
por TLR se divide en dos rutas: la ruta MyD88 dependiente, utilizada por todos los
TLR con excepcion de TLR3, la cual finaliza con la produccion de citoquinas
inflamatorias y la ruta TRIF dependiente, utilizada por TLR3 y 4, asociada a la
estimulacion de la expresion de genes de IFN de tipo | (INF1)2°.

MyD88, es un adaptador citoplasméatico con un rol fundamental en la sefializacién de
los TLR. Modelos murinos que carecen de este adaptador no son capaces de
responder al LPS inyectado en el peritoneo, es decir, no generan shock séptico y
ademas sus macroéfagos peritoneales en cultivo son incapaces de producir TNFa y
otras citoquinas, en respuesta a LPS. La sefializacion_dependiente de MyD88,
recluta mediante su dominio TIR a las Serin-Treonin quinasas IRAK1 e IRAK4 (del
inglés, IL1 receptor associated kinase), con las cuales forma el complejo conocido
como Centro Organizador Supramolecular (SMOC) o Mydosoma. Durante la
formacién de este complejo, IRAK4, la cual es inicialmente activada, se encarga de
activar a IRAK1Yy se libera del Mysodoma. De esta forma, IRAK1 se asocia y activa a
TRAF6 (miembro de la familia de receptores asociados al TNF, del inglés TNF
receptor associated factor 6)2-2°, TRAF6 es una E3 ubiquitina ligasa de tipo “RING-
finger”, y junto a E2, Ubcl3 y UevlA, promueven la poliubiquitinacion de otras
proteinas en sus residuos Lys63. El complejo IRAK1-TRAF6 se une con TAK1 (del
inglés, TGF[ activated kinase 1), con la que forman un complejo mayor que incluye
ademas a TAB1 y TAB2 (del inglés, TAK1 binding proteins 1 y 2). EI complejo se
mueve al citoplasma, por la degradacion de IRAK1 y alli las ligasas unen cadenas de
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poliubiquitina a TRAF6, mediando la activacion de TAK1, la cual al ser activada activa
dos vias, las MAP quinasas (tales como ERK1/2, p38 y JNK) y las IKK quinasas?.
Las primeras median la activacion de los factores de transcripcion de la familia APl y
las segundas, fosforilan IkBa, la cual es degradada por el proteosoma y permite la
translocaciéon de NFkB al nucleo y la consecuente induccion de la expresion de
distintos genes que codifican citoquinas inflamatorias??.

La sefalizacion dependiente de TRIF, inicia en los endosomas tempranos por TLR3
o TLR4 que han sido endocitados para provocar una respuesta tardia NFkB
dependiente. Esta respuesta ocurre mediante el reclutamiento de TRAF6 y TRAF3.
TRAF6 recluta la kinasa RIP-1 (del inglés, receptor interacting protein 1), la cual
interactda y activa TAK1, que lleva a la activacion de NFkB y MAP quinasas, como
vimos anteriormente. Cuando se recluta TRAF3, este recluta TBK1 (del inglés, TRAF
family member-associated NFkB activator binding kinase 1) e IKKi (relacionadas con
las IKK quinasas), las cuales fosforilan IRF3 (del inglés, interferon regulatory factor 3).
En consecuencia, IRF3 forma dimeros y se transloca al nucleo donde induce la
expresion de genes de IFN1. Recientemente se ha demostrado que la activacién del
IRF3 también puede ser regulada por el lipido inositol, Ptdins5P, el cual se une tanto
al IRF3 como a TBK1 facilitando asi la formacién del complejo entre ambos*2. En la
Figura 4, se esquematizan las vias que hemos mencionado previamente.
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Figura 4. Transduccion de sefales por las vias MYD88 dependiente o independiente. La
activacion de los TLRs por su union al ligando lleva a la dimerizacion y el reclutamiento de 4 proteinas
adaptadoras: MYD88, TIRAP, TRIF y TRAM. Las sefiales corriente abajo se propagan mediante la
activacion de IRAKs-TRAF®G, los complejos IKK y la sefalizacidon culmina con la activacion de NFkB y
IRF, que regula la produccién de citoquinas pro-inflamatorias e interferén tipo 1%2. Figura tomada de
Kawai y Akira, 2007.

Como ya se menciond, los principales factores de transcripcién activados en estas
vias son el factor nuclear kB (NFkB), la proteina de activacion 1 (AP1),y el factor de
respuesta al interferéon 3 (IRF3) y 7 (IRF7). NFKB y AP1 estimulan la expresion de
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genes que codifican muchas de las moléculas requeridas para las respuestas
inflamatorias, como citoquinas pro-inflamatorias (TNFa, IL1B, IL6), quimiocinas
(CCL2, CXCL8 y CXCL10) y moléculas de adhesion endotelial (selectina E). IRF3y
7 promueven la expresion de interferones del tipo | (IFNa, IFNB), importantes para las
respuestas inmunitarias innatas antivirales?*?.

Asi como la expresion y funcionamiento de los TLRs es crucial para la sobrevida de
los organismos, es igual de importante también que no ocurra una excesiva activacion
de estos. La sobre-activacion de estos sostiene la produccion de citoquinas y
qguimioquinas, rompiendo la homeostasis inmune y de esta forma puede contribuir con
la progresion de muchas enfermedades autoinmunes e inflamatorias. Algunas de ellas
se han visto muy relacionadas con alteraciones en los TLRs como el Lupus
Eritematoso Sistémico (LES), Artritis Reumatoidea (AR), Sepsis, Alzheimer y Diabetes
tipo 11°. En particular, la desregulacion de TLR4 en la sepsis inducida por bacterias
promueve la produccion aberrante de citoquinas en el huésped, lo cual puede llevar
al shock sépticod’.

Control transcripcional de la respuesta inflamatoria

Las células del sistema inmune innato estan programadas para generar una respuesta
transcripcional rapida y robusta frente a diferentes estimulos. La respuesta inmune no
s6lo implica la cascada de sefializacion intracelular provocada por la union al PRR,
sino que también implica una cascada transcripcional que llevara a la transcripcion de
los genes de la respuesta inmune primaria. Algunos de los genes de la respuesta
primaria codifican citoquinas, quimioquinas y moléculas efectoras, las cuales
contribuyen directamente a la proteccién contra el agente patdégeno. Otros genes,
seran los encargados de codificar factores de transcripcion y moléculas de
sefalizacion que activan la segunda cascada transcripcional. Sumado a esto, algunas
citoquinas inducidas en la respuesta primaria pueden también contribuir a la
respuesta secundaria, mediante la unién a receptores de la membrana plasmatica y
la activacion de vias de sefializacion y factores de transcripcion alternativos. Asi, la
cascada transcripcional progresa por varias horas con olas transcripcionales
solapadas de activacion o inhibicion®2,

En el caso del LPS, aunque también ocurre para los diferentes ligandos patdgenos,
pasadas unas pocas horas o minutos de la estimulacion, se induce o reprime la
expresion de varios genes LPS dependientes, y seran los factores de transcripcion los
encargados de coordinar esta secuencia génica. La respuesta transcripcional consiste
en multiples sets de genes que codifican programas funcionales, controlando
procesos como: la migracion celular, reparacion y remodelacion de tejidos, defensa
antimicrobiana, fagocitosis, cambios metabodlicos y por dltimo, la regulacién de la
respuesta inmune adaptativa. Estos grupos de genes estan organizados en médulos
transcripcionales, los cuales son regulados coordinadamente por distintos factores
de transcripcién. En base a su modo de activacion y su funcién, los factores de
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transcripcion se clasifican en 3 categorias. Los factores de transcripcion de clase |,
son constitutivamente expresados por muchas células y se activan mediante
modificaciones post-traduccionales. En la mayoria de los casos el factor de
transcripcion es retenido el citoplasma en el estado basal y la sefial activadora
involucra su translocacién al nacleo. Se incluyen dentro de este grupo a NFkB, IRFs
y CREB1 (proteina de unién al elemento de respuesta del cAMP 1, del inglés cAMP
responsive element binding protein 1). Estos, son los que actlan mas rapido en
respuesta LPS, induciendo la expresion de los genes de respuesta primaria. Los
factores de transcripcion de clase I, son sintetizados de novo luego de la estimulacién
con LPS y se encargan de regular la segunda ronda de expresion génica. La tercera
categoria de factores de transcripcion de clase lll, consiste en reguladores
transcripcionales especificos de linaje, los cuales se expresan durante la
diferenciacion de macréfagos, son constitutivamente expresados y activos®,

El factor nuclear kB, NFkB fue descubierto como un factor de union al ADN activado
en células B maduras, con gran afinidad por el potenciador transcripcional del gen de
la inmunoglobulina liviana k3*. En mamiferos, NFkB esta codificado por 5 genes que
dan lugar a 5 proteinas: RelA (p65), cRel, RelB, p105 (NFkB1, precursor de p50) y
p100 (NFkB2, precursor de p52); las cuales comparten un dominio homaélogo Rel qué
es responsable de la union al ADN, dimerizacion y la asociacion con las proteinas 1xB
(del inglés, inhibitory kB proteins). RelA y cRel contienen dominios de activacion
transcripcional, p50 y p52 derivan del procesamiento proteolitico de las proteinas
precursoras pl00 y pl05. Los 5 polipéptidos pueden formar 15 factores de
transcripcion diferentes, mediante la combinacion de homo y hetero-dimeros, y todos
ellos comparten la habilidad de unirse a la secuencia de ADN consenso kB, por lo
cual se hace referencia a ellos como NFkB. Se conocen 5 proteinas homologas que
juegan un rol inhibitorio sobre la union al ADN de NFkB, las IkB, las cuales son las
encargadas en condiciones basales, de secuestrar a NFKkB en el citoplasma en su
forma inactiva, evitando su translocacién al nicleo®.

Se han descrito dos rutas de sefializacion distintas y evolutivamente conservadas para
NFkB, las cuales se distinguen por dos complejos multiproteicos IKK que regulan la
degradacion de las proteinas IkB. El complejo “candénico” IKK, contiene la IKKB y a
la proteina de andamiaje NEMO (modificador esencial de NFkB o también llamado
IKKy, del inglés NFkB essencial modifier), mientras tanto el complejo “no canénico”
IKK consiste en el homodimero IKK1 (IKKa). Ambas rutas de sefializacion tienen un
rol importante en el funcionamiento del sistema inmune, mientras la via canonica es
la responsable de regular la inflamacion durante la respuesta inmune controlando la
proliferacion y apoptosis de células linfoides, la via no candnica se asocia con el
desarrollo de los 6rganos linfoides, asegurando efectivo montaje de la respuesta
inmune. La ruta candnica actia rapidamente respondiendo en minutos y es reversible
por multiples mecanismos de regulacion negativa. Por su parte, la ruta no candnica

22


https://www.zotero.org/google-docs/?BGu9nU
https://www.zotero.org/google-docs/?kROIew
https://www.zotero.org/google-docs/?YqeU7p

responde lentamente, luego de horas y/o dias, mediando una actividad NFkB nuclear
a largo plazo®®.

Un estimulo pro-inflamatorio, como por ejemplo el LPS, es un fuerte inductor de la
actividad NFkB en muchas células. En la ruta canodnica, la primera isoforma NFkB
inducida es mayormente p50:RelA. Este complejo, en las células sin estimular es
inhibido por su unién al IkB. En respuesta al estimulo, las proteinas canonicas kB
(IKKB) se fosforilan por el complejo IKK y son subsecuentemente poliubiquitinadas y
degradadas mediante el proteasoma. Esta activacion canonica es muy rapida, no
requiere sintesis de novo, generando el rapido incremento de NFkB en el nucleo y la
induccion de citoquinas inflamatorias como IL1, IL6, IL8, IL12 y TNFa, asi como
quimioquinas; MCP1, IL18, RANTES, MIP-2, CxCl1 y CxCIl10%63536, En la Figura 5,
se muestran los genes activados por la presencia de NFKB nuclear.

La via de sefalizacion no candnica involucra varios estimulos no inflamatorios y se
observa en variedad de tipos celulares. Dependiendo del estimulo y del tipo celular,
se parte de un complejo dimérico de RelB o RelA con p50 o p52. Tanto el precursor
p105 como el p100 contienen repetidos Ct, los cuales funcionan como proteinas tipo
IxB, uniendo los dominios homélogos a Rel, e inhibiendo la translocacion de RelB o
RelA al nucleo. La degradacion proteolitica de los extremos Ct de p105 y p100 resulta
en la generacion de p50 o p52. Mientras el procesamiento de p105 es constitutivo,
p52 ocurre como consecuencia de una fosforilacion Ct de p100 mediada por el
homodimero de IKKa. La activacion no candnica es significativamente mas lenta que
candnica y no presenta mecanismos de regulacién negativa, ni un control dindmico®®.
Se cree que es generada por CD40, el receptor BLT (del inglés, lymphotoxin) y el
receptor BAFF (del inglés, B-cell activating factor belonging to de TNF family)?’.

Por otro lado, existe un segundo nivel de activacion de NFkB, el cual involucra la
transactivacion de p65 y c-Rel. La subunidad p65 presenta mdltiples sitios de
fosforilacién y su activacion puede ocurrir por diferentes mecanismos. Se encuentra
constitutivamente fosforilada, sin embargo, la fosforilacién basal se incrementa en
respuesta a gran variedad de estimulos. En particular, en su extremos Ct presenta
dos dominios de transactivacion TAl1 y TA2, que, al ser activados, mediante
fosforilacion de Serinas, incrementan notablemente los niveles de transcripcion®’.
Adicionalmente, la fosforilacién en la Ser276 del dominio Nt, mediada por PKA en
respuesta a LPS, incrementa su actividad transcripcional y ademas promueve la
interaccion con CBP/p300 (del inglés, CREB binding protein), lo cual también tiene el
mismo efecto®. Otra proteina involucrada en transactivacion de p65 es Ras, proteina
de unién a GTP, la cual potencia la actividad transcripcional mediante quinasas?.
Sumado a esto, células que carecen de otras quinasas como: PKCE, NIK, IKKE,
TBK/NAK, GSK3p, presentan también baja expresion génica NFkB dependiente?’.
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Figura 5. Genes blanco de NFkB involucrados en el inicio y progresién de lainflamacién. NFkB
es un factor de transcripcion inducible, que luego de su activacion, activa la transcripcion de varios
genesy por intermedio de ellos se regula la inflamacion. No solo es capaz de incrementar la produccion
de citoquinas. quimioquinas y moléculas de adhesion, sino que ademas regula la proliferacion celular,
apoptosis, morfogénesis y diferenciacion®. Figura tomada de Liu et al., 2017.

Los macroéfagos: fagocitos mediadores de la respuesta inmune.

Los macréfagos son células mononucleares capaces de poblar todos los tejidos de
nuestro organismo. Su principal rol es asegurar la integridad de los tejidos, poseyendo
funciones altamente fagociticas, asi como potencial degradativo, lo que permite la
limpieza y remocién de agentes dafinos y tejidos dafiados. Son esenciales en el
sistema inmune, pudiendo participar tanto la inmunidad innata como en la
adaptativa3®-42,

Se han propuesto 3 origenes diferentes para los macrofagos que existen en nuestro
cuerpo: los macréfagos residentes que derivan del saco vitelino, los macrofagos
residentes que derivan del higado fetal y por Gltimo, los macréfagos infiltrantes que
derivan de la médula 6sea. Todos emergen en distintos puntos y participan en el
desarrollo, crecimiento, mantenimiento y remodelacién de tejidos*:. La ontogenia
precisa de los macr6fagos embrionarios es debatida, sin embargo, se ha establecido
gue al menos un set de macréfagos surge previo a la aparicién de las primeras células
madre hematopoyéticas (HSCs, del inglés, Hematopoietic Stem Cells). En la Figura
6, se pueden observar las diferentes rondas de hematopoyesis que ocurren en el
embrién de ratén, asi como el surgimiento de los diferentes macrofagos residentes.
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Figura 6. Rondas de Hematopoyesis y surgimiento de macréfagos. La figura muestra como desde
E6.5 hasta E11, la hematopoyesis primitiva toma lugar en el saco vitelino y algunos macréfagos
residentes como la microglia o las células de Langerhans aparecen en sus respectivos tejidos. Mas
tarde, cerca de E12, las HSC inmaduras aparecen desde un tejido cercano a la aorta (AGM, del inglés
aorta-gonad-mesenphros) para dar lugar a las células de Kupffer y los macréfagos alveolares. Desde
E10 hasta el nacimiento, el higado fetal comienza a generar todas las células inmunes y los macréfagos
residentes del sistema cardiaco, musculo esquelético, dermis y grasa que colonizan los tejidos.
Finalmente, luego del nacimiento la hematopoyesis se mueve hacia la médula ésea donde dara lugar
a los monocitos circulantes de la sangre que reemplazaran a un porcentaje de los macréfagos
residentes y funcionaran como uno de los reservorios de macréfagos*®. Figura tomada de Theret et al.,
20109.

Durante la embriogénesis se detectan macréfagos en la mayoria de los 6rganos y
tejidos y la progenie de ese primer macréfago persistira durante toda la vida del
organismo. Los macrofagos residentes, viven por semanas o meses en los tejidos
periféricos, donde constituyen poblaciones estables y asumen fenotipos
especializados dependiendo del érgano y reflejando la influencia ejercida por factores
de cada microambiente. Asi encontramos macrofagos alveolares en el pulmén,
células de Kupffer en el higado, macréfagos esplénicos en el bazo, osteoclastos en el
hueso y microglia en el sistema nervioso central, entre otros macrofagos
especializados*. Los macréfagos residentes de tejidos son las células inmunes mas
abundantes dentro de los tejidos y su mantenimiento es crucial para la su propia
homeostasis. Si bien esta establecido que un porcentaje de los macrofagos residentes
se renueva constantemente via macrofagos derivados de la sangre, la evidencia
muestra que también los macréfagos pueden proliferar localmente en su estado basal,
asi como en respuesta a injurias en el tejido. La contribucion de los precursores
circulantes versus los precursores locales en el mantenimiento de la homeostasis
continla siendo debatida en la actualidad*?. La contribucion de las HSC a la

renovacion de los macréfagos residentes difiere entre érganos, siendo reducida (x5%)

en el cerebro, higado y epidermis; pequefia pero incrementada con la edad del
individuo en pulmon, rifldn y corazon, y a veces predominante en la lamina propia del

intestino.
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En adicidn, los macrofagos que derivan de células progenitoras de la médula 6sea
sufren 3 divisiones sucesivas, la primera de ellas da lugar a los monoblastos,
después promonocitos y finalmente, monocitos antes de ser liberados a la
circulaciébn. Los monocitos constituyen un grupo heterogéneo compuesto de
diferentes subgrupos distinguibles por marcadores de su superficie celular, asi como
por sus diferentes funciones. Una vez diferenciados a macrofagos, dejan la sangre y
entran al tejido. En humanos, se han identificado tres poblaciones de monocitos y se
clasifican en clasicos, intermedios y no clasicos siendo los clasicos la subpoblacion
predominante, cuya funcion principal es eliminar los neutréfilos apoptoéticos en los
lugares de inflamacién. Los monocitos clasicos se identifican por la expresion
superficial del marcador CD14. El grupo de los monocitos no clasicos suponen una
minoria con mayor capacidad de expresiéon de citoquinas pro-inflamatorias, mayor
efectividad para la presentacion antigénica y mayor capacidad de extravasacion,
identificados por los marcadores de superficie CD14 y CD16. Existen ademas
poblaciones de monocitos intermedias con CD14 y CD16 y con un perfil
transcripcional diferente a las dos clases mencionadas®®. En ratones, se utiliza el
marcador Ly6C, indicando monocitos que se originaron de progenitores de la médula
6sea y son liberados a la sangre, donde adoptan un fenotipo Ly6C™d asociado a la
expresion selectiva de CCR7, CCR8 vy la retencion del marcador CCR2 (del inglés,
CC-chemokine receptor 7, 8, y 2, respectivamente). En condiciones basales estos
formaran los monocitos CCR2Ly6C" que se caracterizan por la expresion de la
guimioquina CX3CR1 (de inglés, CX3C-chemokine receptor 1). Ambos, Ly6C vy
Ly6C*, responden a estimulos pro-inflamatorios, sin embargo son funcionalmente dos
poblaciones diferentes, mientras que los Ly6C* responden al dafio infiltrando el tejido,
los Ly6C" se encargan del patrullaje del sistema vascular, detectando y removiendo
células endoteliales dafiadas de los vasos. Los monocitos son células muy plasticas,
pudiendo adoptar diferentes programas transcripcionales en funcion de las citoquinas
presentes en su microambiente y asumiendo un rango de funciones que van desde
promover la respuesta inmune inflamatoria 0 adaptativa, a inhibir estas ultimas,
promoviendo la regeneracion del tejido*>-46,

En esta seccion describimos los macréfagos, los cuales han constituido el principal
modelo celular de estudio de nuestros experimentos in vitro. Mas adelante
detallaremos su comportamiento en la respuesta inflamatoria aguda y en la
inflamacion cronica. En los experimentos de citometria de flujo donde seleccionamos
macréfagos para su estudio (ver seccion resultados) dentro de la poblacién de células
presentes en fraccion estromal vascular del tejido adiposo, se utilizé el marcador
CD45 para seleccionar la poblacién leucocitaria y posteriormente, los marcadores
cldsicos de macrofagos CD11b y F4/80. Asi mismo, en la poblacion de células
presentes en los lavados peritoneales, los macréfagos fueron seleccionados,
excluyendo la poblacion positiva para los marcadores CD19, TCRB, Ly6G,
principalmente linfocitos, y posteriormente, seleccionando células positivas para los
marcadores CD11b y F4/80. Dado que los macréfagos constituyen los mayores
productores de citoquinas?*®, a continuacion, detallaremos el TNFa.
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TNFa: una citoquina pro-inflamatoria multifuncional.

El Factor de Necrosis Tumoral a (TNFa, del inglés Tumor Necrosis Factor) juega un
rol crucial en el sistema inmune durante la inflamacion, proliferacion, diferenciacion y
apoptosis. Fue reportada en 1975 por Carwell y colaboradores, como una citoquina
gue mostraba actividad citotoxica luego de la estimulacion del sistema inmune,
causando necrosis tumoral. Posteriormente, debido a la homologia estructural con la
linfotoxina o (LTa) se la incluyé dentro de la Superfamilia de Ligandos TNF, las
cuales son proteinas transmembrana de tipo I, que pueden ser expresadas tanto

como una proteina de unién a membrana o como una proteina secretada®®-°°.

El gen de TNFa tiene aproximadamente 3 kb y consiste en 4 exones interrumpidos
por 3 intrones. Mas del 80% de la citoquina se codifica por el exdn 4 y los primeros
dos exones contienen las secuencias reconocidas por los factores de transcripcion
que la regulan. El TNFa es producido en dos formas: una pequefia proteina de 17
kDa soluble (sTNFa) y una de 26 kDa (tmTNFa) unida a la membrana. La forma
soluble es generada por la accion proteolitica de la enzima TACE (del inglés, Tumor
Necrosis factor a converting enzime) sobre tmTNFa®l. Su secrecion ocurre por la ruta
canonica, desde el RE va al Golgi y de alli a la membrana plasmatica via vesiculas o
endosomas®2.

Su regulacion ocurre a diferentes niveles, incluyendo una regulacion transcripcional,
traduccional y post-traduccional. EI mensajero de TNFa se expresa constitutivamente
y se regula principalmente mediante su estabilidad y traduccion®. La transcripcion del
mensajero de TNFa es regulada por un complejo nucleo-proteico que reune factores
de transcripcion y coactivadores, con los potenciadores o regiones promotoras. Su
composicién es especifica de cada célula e incluso, de cada estimulo, involucrando
diferentes sets de factores de transcripcion y coactivadores. Uno de los factores
reclutados a los sitios consenso 4B del promotor de TNFa es el NFKB, como ya se
ha mencionado varias veces, siendo kB3, un sitio exclusivo de ratones que exhibe
alta afinidad por NFkB®*. Como cualquier otro gen, modificaciones de la cromatina y
sus niveles de acetilacion, influencian su transcripcion, mas adelante hablaremos de
la Sirtuina 6, la cual mediante desacetilacion baja sus niveles de expresion. Otro
mecanismo regulatorio que opera sobre la biogénesis de esta citoquina es la
retroalimentacion negativa®'.

Existen, ademas, diversas modificaciones post-traduccionales que afectan la
regulaciéon del TNFa, ademas de TACE, las proteasas SPPL2a y SPPL2b, clivan la
fraccion intramembrana de tmTNFa y promueven su liberacion del dominio
intracelular para inducir la expresién de la citoquina IL12. TNFa también es modificada
por N y O glicosilacion, asi como mediante la adicion de grupos acilo en Cisteinas y
Lisinas®®*. También mas adelante, veremos como SIRT6 es capaz de regular su
secrecion mediante la deacilacion de Lisinas del TNFa.
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Los efectos biolégicos del TNFa son mediados por su union a dos diferentes
receptores, TNFR1 (CD120a) y TNFR2 (CD120b). EI TNFR1, se expresa
ubicuamente y es el mediador principal de los efectos del TNFa interactuando
fuertemente con sTNFa y tmTNFa, mientras que el TNFR2 tiene una expresion mas
restringida y se une con mayor afinidad a tmTNFa. Por otro lado, ambos receptores
pueden existir tanto en la membrana como en la forma soluble dentro de la célula y
también requieren la accién de TACE®". Se ha propuesto que el receptor TNFR1
promueve la inflamacién y la degeneracion del tejido, y por su parte TNFR2 media los
efectos homeostaticos locales, como la sobrevivencia celular y la regeneracion de
tejidos®®.

Homotrimeros de TNFa se uniran al receptor para inducir la sefializacién celular,
reclutando a la molécula adaptadora TRADD (del inglés, TNFR1 associated death
domain protein) que ensambla distintos complejos de sefializacién conocidos como
Complejo 1, lla, llb, y llc. Estos generan diferentes respuestas que van desde la
expresion de genes inducida por NFkB y AP1 (Complejo 1), muerte celular via
apoptosis inducida por TNFa (Complejo lla 'y Ilb) y necroptosis (Complejo 1ic)%8. En
la figura 7, se esquematiza lo recientemente descrito.
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Complex | Complex lla Complex Ilb Complex llc Complex |
(necrosome) |

' ' ! l !
7 !
NFxB and MAPKs Caspase-8 MLKL MAPKs NFxB AKT
1 1 l I
* Inflammation Apoptosis * Necroptosis
* Tissue degeneration * Inflammation
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+ Cell proliferation
* Cell survival

Death domain

= Tissue regeneration
* Cell proliferation
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Figura 7. Modalidades de sefializacién y consecuencias biolégicas de la activacion de los
receptores de TNFa. En el cuadro de la izquierda se muestra como la sefializacion del receptor TNFR1
se activa tanto por sTNFa y tmTNFa. Este receptor posee un dominio intracelular “dominio de muerte”
que une a la proteina TRADD, como molécula adaptadora. La unién de sTNFa o tmTNFa lleva al
ensamblaje del Complejo I, que activa NFkB y MAPKSs induciendo los procesos bioldgicos sefialados
en el recuadro. Alternativamente, también se pueden activar los Complejo lla, IIb y llc, los cuales se
asocian a muerte celular programada. En el cuadro de la derecha se muestra la sefializacion del
receptor TNFR2, el cual es completamente activado por tmTNFa, en el contexto de interacciones
célula-célula. TNFR2 recluta TRAF2, lo que induce el ensamblaje del Complejo I, que activa NFkB,
MAPKs y AKT induciendo los procesos biologicos sefialados en el recuadro®®. Figura tomada de
Werner et al., 2005.

28


https://www.zotero.org/google-docs/?lHxiBh
https://www.zotero.org/google-docs/?0uhuhh
https://www.zotero.org/google-docs/?GcieOG
https://www.zotero.org/google-docs/?oDn0nR

TNFa no solo se expresa en respuesta a LPS o estimulos pro-inflamatorios, sino que
es capaz por si misma de mediar las cascadas de sefalizacion previamente
mencionadas, las cuales inducen factores de transcripcion como NFkB y AP1,
induciendo la transcripcion de genes inflamatorios como IL1, IL6, e IL8,
metaloproteinasas y 6xido nitrico, importantes en el proceso de inflamacién tanto
aguda como crénica®®®°. Ademas, media un mecanismo de retroalimentacién positiva
en respuesta a LPS, que lleva a la activacion de la actividad IKK®!, por lo cual una vez
sintetizada en respuesta a LPS, contribuye con la sefalizacion amplificando la
respuesta. Es por este motivo que su regulacion debe ocurrir de forma estricta para
recuperar la homeostasis luego de una estimulacion pro-inflamatoria. Su produccion
descontrolada se ha asociado al desarrollo de enfermedades inflamatorias como
Artritis reumatoide, Artritis Juvenil, Psoriasis, Enfermedad inflamatoria intestinal,
Lupus eritematoso sistémico y Espondilitis anquilosante, entre otras®8,

Respuesta inflamatoria: aguda y cronica.

Cuando un hospedero se enfrenta a un agente nocivo, la primera respuesta del
sistema inmune innato es la Inflamacién aguda (IA). Como ya hemos profundizado
en secciones anteriores, el sistema inmune innato respondera inmediatamente
reconociendo PAMPs y DAMPs y activando las rutas de sefializacion intracelular que
inducen la expresion de citoquinas, mensajeros lipidicos y otros mediadores de la
inflamacion. La IA consiste en la respuesta inicial del organismo, que se
desencadena rapidamente y es de corta duracion, desde algunos minutos a varios
dias. En la IA cuando los macréfagos, células dendriticas y mastocitos, detectan la
sefal de dafio, producen mediadores inflamatorios que promueven la vasodilatacion
y el reclutamiento de otras células. EI aumento del flujo sanguineo y de la
permeabilidad de los vasos en el tejido afectado permite la extravasacion de proteinas
plasmaticas y células (principalmente leucocitos) que migran hasta el sitio de la lesion
para eliminar el agente causal de la inflamacion. En general, inicialmente ocurre una
infiltracion de neutrdfilos y luego de monocitos, los cuales se diferenciaran en
macrofagos. Los leucocitos y las proteinas plasmaticas reclutadas realizan sus
funciones efectoras, destruyendo y fagocitando los agentes patégenos y los tejidos

circundantes, para finalmente iniciar las tareas de reparacion de los tejidos dafiados®*
60

Varios factores solubles estan involucrados en el reclutamiento de leucocitos,
estimulando el incremento de expresién de moléculas de adhesion o mediante quimio
atraccion. Regulan, ademas, la activacion de las células residentes (fibroblastos,
células endoteliales, macréfagos residentes y mastocitos) y las células inflamatorias
reclutadas (monocitos, linfocitos, neutrofilos y eosindfilos). Finalmente, algunos de
estos mediadores solubles inducen la respuesta sistémica (fiebre, hipotension,
sintesis de proteinas de fase aguda, leucocitosis y caquexia). Los factores solubles
gue median las respuestas recién mencionadas se pueden clasificar en cuatro
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categorias: (1) metabolitos lipidicos inflamatorios, como el factor de activacion de
plaquetas (PAF, del inglés platelet activating factor) y numerosos derivados del acido
araquidonico (prostaglandinas, leucotrienos y lipoxinas); (2) cascadas de proteasas
solubles que generan numerosos péptidos pro-inflamatorios (proteinas del
complemento y quininas); (3) o6xido nitrico (NO, del inglés Nitric Oxide), un potente
vasodilatador; y por ultimo (4) un grupo de polipéptidos secretados conocidos como
citoquinas, encargadas de orquestar la RIl. Dentro de estas se destacan TNFa, IL18
e IL6, capaces de generar cambios en la zona inflamatoria, como el aumento del flujo
sanguineo gracias a la vasodilatacion arteriolar y el aumento de la adhesividad de los
leucocitos circulantes a vénulas favoreciendo el reclutamiento al sitio afectado. En
adicién a sus efectos locales, las citoquinas tienen efectos de largo alcance que
contribuyen a la defensa del hospedero, mediante la respuesta sistémica. La mayoria
de las citoquinas son moléculas multifuncionales pleiotropicas que ejercen sus efectos
local y sistémicamente, de forma paracrina y autocrina. Las citoquinas estan
involucradas en una extensa red de sefializacién, que incluye interacciones sinérgicas
y antagonicas, exhibiendo efectos regulatorios positivos y negativos en varias células
blanco®°-°.

Retomando la IA, en condiciones 6ptimas se limitara a eliminar el agente causal, aislar
el tejido dafiado y repararlo, para finalmente activar los mecanismos anti-inflamatorios,
o0 mecanismo de control, que minimicen los dafos y permitan culminar la respuesta.
Una vez que esto ocurre, todo el proceso deja de activarse, pero sin embargo si el
agente no es eliminado con rapidez y la IA no logra solucionar el problema, el
resultado puede ser una inflamacién crénica.

La inflamacién crénica (IC) se desencadena por persistencia de la inflamacion
aguda o en casos en que existen enfermedades autoinmunes. Es una respuesta de
duracion prolongada (semanas o meses) y esta asociada a una mayor destruccion
tisular, aumento en el reclutamiento de linfocitos y macrofagos y ademas la
proliferacion de vasos sanguineos y depésitos de tejido conjuntivo. La acumulaciéon y
activacion de macréfagos generan una produccion crénica de citoquinas,
destacandose el INFy y TNFa. EI IFNy es producido en su gran mayoria por linfocitos
T y células NK, mientras que el TNFa es sintetizado principalmente por macréfagos
activados. Ambas citoquinas actian sinérgicamente induciendo aumentos en las
moléculas de adhesion en el endotelio, lo cual favorece el reclutamiento de un gran
nimero de leucocitos al tejido®°.

En otros casos, la inflamacién cronica puede desarrollarse como un proceso gradual
y acumulativo de bajo nivel y sin antecedentes previos de inflamacion aguda. A
continuacion, se desarrollard uno de los ejemplos de este tipo de inflamacién estéril,
la inflamacién asociada a la obesidad, la cual es producida en respuesta a un
estimulo metabdlico y se sostiene cronicamente sin una resolucion adecuada®®61.
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Obesidad e inflamacién

En nuestros dias, es un hecho que la obesidad es una enfermedad con un fuerte
componente inflamatorio, fundamentalmente del tejido adiposo visceral, pero que
también afecta otros 6rganos relevantes para la homeostasis metabodlica como el
higado, musculo, pancreas y cerebro, entre otros. De forma general, la desregulacién
inmune en el tejido adiposo (TA) involucra la alteracion de mecanismos presentes en
el tejido saludable, el reclutamiento de células inmunes y la activacion de procesos
pro-inflamatorios tanto en las poblaciones inmunes residentes e infiltrantes, como en
los propios adipocitos.

Antes de profundizar en los mecanismos inmunes que se generan en el TA
disfuncional, nos interesa destacar algunas cifras impactantes sobre el sobrepeso y
la obesidad. Actualmente, se estima que casi el 40% del total de la poblacion adulta
tiene sobrepeso (IMC> 25) u obesidad (IMC> 30) mientras que, segun la OMS, mas
de 340 millones de nifios/adolescentes tienen sobrepeso u obesidad. Durante los
tltimos 50 afios, el incremento en los indices de obesidad y sus comorbilidades
asociadas ocurre de forma acelerada y sostenida, convirtiéndose en uno de los
principales desafios sanitarios del siglo XXI. Si esta situacién no cambia, se estima
que al menos la mitad de la poblacién adulta en 2030 sera obesa®%%3. Uruguay no es
ajeno a esta pandemia y posee el mayor indice de crecimiento de la prevalencia de
obesidad y sobrepeso entre los paises de Sudamérica®*. Sumados a estos datos, que
constituyen en si una gran alarma sanitaria y econémica, recientemente la pandemia
de Covid 19, resalto la importancia de la obesidad como un factor de riesgo para el
desarrollo o impacto de otras patologias. En USA, se documentd que los individuos
obesos con (IMC> 30) incrementan el riesgo de hospitalizacién a causa del Covid 19
en un 113%, el riesgo de requerir cuidados intensivos en un 74% y el riesgo de muerte
a causa de Covid19 en un 48%. En Inglaterra, se reportaron valores similares, con un
incrementado riesgo de muerte a causa de Covid19 que alcanza el 90%, en pacientes
con IMC> 40°%¢,

Retomando a la obesidad y la generacion de resistencia a insulina en el contexto de
inflamacion crénica, fueron Spigelman y colaboradores, los primeros en identificar al
TNFa como un mediador entre la inflamacion, obesidad y la resistencia a la insulina.
En este reporte, el TA de animales obesos expresaba TNFa en grandes cantidades,
lo que promovia la resistencia a la insulina por ser regulador negativo de la
sefalizacion de la insulina, mediante la fosforilacion de los factores IRS (del inglés,
Insulin binding to its Receptor)®’. Mas adelante, se demostr6 que la obesidad
implicaba ademas la infiltracion y acumulacion de macréfagos en el TA, lo cual
desencadena un estado pro-inflamatorio local, caracterizado por la produccion de
citoquinas, quimioquinas y proteinas que modifican la matriz extracelular. En
consecuencia, otras células inmunes innatas y adaptativas, incluyendo neutréfilos y
linfocitos T infiltran el tejido, contribuyendo también al estado inflamatorio®8-7°,

Estudios realizados en TA de ratones obesos muestran un incremento sustancial en

31


https://www.zotero.org/google-docs/?G3zbYJ
https://www.zotero.org/google-docs/?Bpji7S
https://www.zotero.org/google-docs/?V99TuZ
https://www.zotero.org/google-docs/?V7tYsL

el porcentaje de macrofagos F4/80+, alcanzando entre el 45-60% en comparacion con
el 10-15% de ratones con pesos normales’®. Sumado al incremento en la proporcion
de células inmunes en el TA, ocurre una redistribucién de tipos de macrofagos.
Mientras que los macrofagos residentes del tejido de tipo M2 anti-inflamatorios o
alternativamente activados (AAM, del inglés, alternative activated macrophages)
predominan dispersos en el tejido en condiciones saludables y promueven la
sensibilidad a la glucosa a través de la produccion de citoquinas anti-inflamatorias
como IL10 que potencian la sefalizacion de la insulina, los macrofagos de tipo M1
pro-inflamatorios o clasicamente activados (CAM, del inglés classically activated
macrophages) son reclutados durante la obesidad, incrementando su proporcién en
el tejido y secretando factores pro-inflamatorios como TNFa, IL18, IL6, leucotrieno B4
y 6xido nitrico’273. Estos Ultimos, estan bajo el control transcripcional de AP1y NFkB,
los cuales se translocan al nucleo por los mismos mecanismos que inhiben la
sefalizacion de la insulina’™ ">, El esquema de la figura 7, muestra la convergencia de
las rutas.

nsuli

TLR2 or TLR4

@Rs 1

IRS 2

[

Inflammatory stimuli

kB Inflammasome Y
NF-kB PI3K
L
{ H
¥ :
‘9@ »
Pro IL-1B—>IL-1B  AKT
M s Y
degradation . . z <
NF-B AP-1 Insulin resistance

Inflammatory gene expression

Figura 8. Rutas inflamatorias implicadas en el desarrollo de la resistencia a la insulina. En el
esguema se muestra como la activacién de TLR2, TLR4 y TNFR, lleva a la activacién de la sefializacién
de NFkB y JNK. La serin-quinasa IKKB y JNK, fosforilan IRS1 e IRS2, inhibiendo la sefializacion
corriente abajo de la insulina. Sumado a esto, la activacién de IKK lleva a la fosforilacion y degradacion
de kB, lo cual permite la translocacién de NFkB al ntcleo. De forma similar, la activacion de JNK lleva
a la formacion del factor de transcripcion AP1. NFkB y AP1 activan los genes inflamatorios, los cuales

contribuyen a la resistencia a insulina de forma paracrina 8’. Figura tomada de Hotamisligil et al.,1996.

La sefializacion inflamatoria puede interferir con la accion de la insulina a través de
varios mecanismos transcripcionales y post-transcripcionales. Primero, las serin-
quinasas activadas por estrés, JNK y IKKB, fosforilan proteinas IRS en sitios
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inhibitorios atenuando la sefalizacion de insulina corriente abajo. Segundo, los
factores de transcripcion AP1 y NFkB regulan la expresion de varios genes
metabdlicos que influencian la sensibilidad a la insulina. Tercero, la sefializacién JNK
puede regular la expresion de citoquinas post-transcripcionalmente mediante la
estabilizacion de poblaciones de ARN mensajeros que codifican para citoquinas
inflamatorias. Adicionalmente, la inflamacion puede afectar la accion de la insulina
indirectamente, mediante la modulacion de vias metabdlicas que producen “segundos
mensajeros” como los acidos grasos, que promueven la resistencia a la insulina. Por
ejemplo, el TNFa estimula la lipdlisis de adipocitos, contribuyendo a incrementar los
niveles acidos grasos libres, lo cual provoca la disminucion en la sensibilidad a la
insulina. Otro ejemplo es la estimulacién de la lipogénesis de novo en el higado,
generada por mediadores inflamatorios, la cual contribuye a la esteatosis y a los
elevados niveles de lipidos en el suero’* 7",

Para finalizar, esta convergencia de rutas no solo queda restringida al TA. Si la
magnitud de producciébn de citoquinas excede la sefalizacion de este tejido
tornandose sistémica, se potenciard la resistencia a la insulina en los tejidos
periféricos como el masculo e higado. En este sentido, se han detectado elevadas
concentraciones de TNFa, IL6, y MCP1 en el suero de individuos diabéticos, por lo
gue se ha postulado a estos marcadores inflamatorios circulantes, como factor de
riesgo para el desarrollo de diabetes’”.

Si bien estd establecido que los macréfagos son los efectores claves en la
propagacion de la inflamacion, también esta claro que los adipocitos son importantes
en la iniciacion de la RI. Los adipocitos no son un simple depdésito de grasa, sino que
son células endocrinas dinamicas que producen y secretan tanto moléculas pro-
inflamatorias como anti-inflamatorias, lo cual depende del microambiente en el que se
encuentran. La secrecién de estos factores puede regular el reclutamiento y la
activacion de la poblacién inmune del TA. Durante el desarrollo de la obesidad, los
adipocitos se tornan mas inflamatorios pudiendo secretar moléculas quimioatrayentes
como MCP1 y LTBA4. Estas proveen un gradiente quimiotactico para el reclutamiento
de monocitos que maduraran en macrofagos M1. En modelos murinos de obesidad
inducida por dieta rica en grasas (HFD, del inglés High Fat Diet), rdpidamente se
incrementa la expresion de MCPL1 en el TA al inicio de la dieta, asi como los niveles
en el suero luego de 4 semanas de dieta’®. Sumado a los macréfagos y adipocitos,
otras células del sistema inmune adaptativo también se ven enriquecidas en el TA por
la HFD. Por ejemplo, las células T que constituyen aproximadamente el 10% de la
fraccion estromal vascular en individuos sanos, se incrementan tres veces en
respuesta a la HFD. Las células T se pueden categorizar basadas en su pefrfil
funcional, las células T Helper (Th) y Th17 que son pro-inflamatorias, mientras que las
Th2 y las T reguladoras (Treg) son anti- inflamatorias, en el contexto de obesidad. El
namero de células Th1l7 incrementa, mientras que la abundancia de las Th2
disminuye?77.
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En vista de la relevancia actual que presenta el estado pro-inflamatorio en la
disfuncion del TA, asi como su implicancia en el desarrollo de la resistencia a la
insulina, Diabetes Tipo |l, Enfermedades Cardiovasculares, arteriosclerosis,
esteatosis hepatica, creemos importante comprender los mecanismos que determinan
el establecimiento de este estado de inflamacion cronica. Profundizar en la
comprensién de cual es su origen, desarrollo y alcance es de vital importancia para el
disefio de terapias paliativas contra los efectos deletéreos de la obesidad. Esta tesis
intentara abordar esta tematica, haciendo foco en el estudio del rol de una enzima
particular, SIRT6, cuya participacién en los procesos antes mencionados creemos
puede ser fundamental.
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Antecedentes especificos

Las Sirtuinas

Las sirtuinas pertenecen a un grupo de enzimas llamadas Histonas Desacetilasas
(HDAC) y se clasifican dentro de HDAC de Clase lll, ya que presentan un mecanismo
catalitico dependiente de NAD+*’® Las Sirtuinas son una familia de enzimas
deacilasas NAD+ dependientes que fueron descubiertas hace mas de 40 afios, como
un grupo de genes homadlogos al gen Sir2 (del inglés, silent information regulator),
gue fue identificado como el gen que codifica para la proteina que mantenia silenciada
la cromatina en las levaduras’. En mamiferos, la familia de las sirtuinas esta
constituida por siete miembros involucrados en un amplio rango de procesos y rutas
celulares, siendo reguladores claves en enfermedades neurodegenerativas,
desdrdenes metabdlicos, enfermedades cardiovasculares e inflamacion8>-85, Se han
identificado 7 genes homdlogos a Sir2 de levaduras en mamiferos, las cuales
presentan diferente localizacion subcelular y blancos moleculares, pudiendo realizar
diferentes actividades cataliticas. A continuacién, se detalla brevemente la ubicacion,
funciény actividad de cada miembro de la familia, también esquematizado en la Figura
8.

SIRT1 es la sirtuina mas emparentada con Sir2 y es también la que ha sido mas
estudiada. Es una deacetilasa principalmente nuclear, con al menos dos secuencias
de localizacion y exportacion nuclear, lo cual le confiere la capacidad de moverse
entre nucleo y citoplasma. Su actividad radica en remover grupos acetilos de residuos
de Lisina (K) tanto de histonas como de otras proteinas, regulando de esta forma la
expresion génica y la actividad de otras proteinas, respectivamente. A través de esta
actividad es capaz de controlar varios procesos celulares que incluyen la proliferacion
y diferenciacion celular, apoptosis, metabolismo, respuesta al estrés, estabilidad
gendmica y sobrevivencia celular?®.

SIRT2 se localiza principalmente en el citoplasma, pero también puede moverse al
ndcleo durante la mitosis. En el citoplasma co-localiza con los microtibulos, ya que
desacetila a-tubulina, entre otros substratos. Actla regulando varias funciones
celulares como la progresién del ciclo celular, muerte celular y respuesta al estrés®.

SIRT3, SIRT4 y SIRT5 estan mayormente involucradas en la regulacion directa de
vias metabdlicas como lo demuestra su localizacion mitocondrial. SIRT3 se encuentra
presente en la matriz mitocondrial, pero también ha sido detectada a nivel nuclear.
Esta deacilasa juega un rol crucial en el metabolismo energético y en la regulacion
redox, deacilando proteinas mitocondriales claves®8’. SIRT4 también posee
actividad deacilasa, regulando el metabolismo de la leucina y a través de este la
secrecion de insulina; posee ademas actividad ADP ribosil transferasa NAD+
dependiente, transfiriendo grupos ADP ribosil a sus blancos moleculares®8°, Su nivel
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de expresion se ha visto asociado al estatus metabdlico y cambios en sus niveles
pueden afectar la viabilidad celular resultando incluso en apoptosis. SIRT5 se ubica
en la matriz mitocondrial donde presenta una actividad desacetilasa, demalonilasa y
desuccinilasa NAD+-dependiente, participando del ciclo de la urea®.

Por altimo, SIRT7 se ubica dentro del ndcleo, enriquecida en el nucléolo donde
interactia con RNA Pol | y participa en la transcripcién del ADN ribosomal asi como
en la reparacion del ADN®0°1. SIRT6 sera detallada en profundidad en la siguiente
seccion.
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Figura 9. Resumen de las caracteristicas estructurales, enzimaticas, localizacién, blancos
moleculares y funcion de las Sirtuinas®. Figura tomada de Chang, et al.,2020.

SIRT6: un regulador epigenético con multiples actividades enzimaticas y
un papel esencial en la regulacion del metabolismo y la inflamacion.

SIRT6, de localizacién principalmente nuclear, ha sido vinculada al control del
envejecimiento, mantenimiento de la estabilidad genémica e integridad telomérica, asi
como la homeostasis metabdlica®>?3%, Participa ademas como regulador
transcripcional y de la estructura de la cromatina, estando también implicada en la
reparacion del dafio en el ADN. Su sobreexpresion prolonga el tiempo de vida en
ratones y previene la obesidad inducida por la dieta®394, En contrapartida, su ausencia
causa defectos metabdlicos severos y envejecimiento prematuro®,

Comenzaremos a profundizar en la actividad enzimética, estructura, regulacion de
SIRT6, para finalizar con su funcion en la respuesta inmune y el metabolismo.
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Estructura de SIRT6

La mayoria de las Sirtuinas comparten un dominio catalitico central conservado,
donde se encuentra una Histidina (H133 en humanos) importante para su actividad
desacetilasa, deacilasa y mono-ADP ribosil transferasa. El dominio catalitico esta
formado por 2 dominios globulares, uno grande con plegamiento de Rossmann
tipico de enzimas que unen NAD(H)/NADP(H) y uno pequefio que contiene el sitio de
unién a Zn?*. El dominio grande consiste en 6 hebrasf# en hoja B paralela, con a-
hélices flanqueando al sitio activo. El dominio pequefio esta compuesto por 2
modulos: el médulo helicoidal formado por 4 a-hélice y el médulo de unién a Zn?*
gue contiene un atomo de a Zn?* coordinado por 4 cisteinas (Figura 10). En el caso
de hSIRTS, las cisteinas del motivo de unién a Zn?* son Ci41, C144, C166 Y C177, Y
presentan una estructura diferente a la de la mayoria de las Sirtuinas, lo que hace que
su loop sea mas flexible0114,

AD-binding

acyl/N
<, loop

H3K9Myr J

4
Rossmann fold

Figura 10. Estructura de SIRT6 Humana. Representacion molecular de hSIRT6 con un péptido
miristoileado H3K9Myr (PDB 3ZG6). Se indican las caracteristicas estructurales como los dominios
funcionales A, B y C, los residuos relevantes y los extremos Nt y Ct. La continuacién de este Ultimo es

una guia para ayudar a la visualizacion*!#. Figura tomada de Carreno-Bresque, et al.,2020.

En la interfase de los dos dominios, conectados por loops flexibles, se forma una
hendidura formada por un bolsillo de union a NAD+ y un canal de lisina. Alli se unen
los sustratos. El bolsillo de union a NAD+ esta a su vez dividido en tres regiones: la
Region A mas expuesta, la Region B media y la Region C, mas hidrofébica y con
mayor cantidad de residuos conservados. En el caso particular de SIRT6, los dos
dominios principales ya mencionados, presentan una estructura mas abierta y distante
gue otras sirtuinas, esto ocurre a consecuencia de una delecidn en su secuencia que
genera la falta de un médulo helicoidal que es sustituido por un pequefio loop?°. Esta
diferencia estructural seria la razén de la baja actividad desacetilasa de la enzima in
vitro. Por otro lado, se ha visto que cuando un sustrato con grupo acilo de cadena
larga se posiciona en el sitio activo (tal como indica la Figura 10), esto conduce a un
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cambio conformacional, que acerca ambos dominios y permite que se incremente la
actividad enzimatical0®11s,

El dominio central de SIRT6 no es suficiente para guiar a la correcta localizacion y
actividad catalitica de la enzima. Esto ultimo, subraya la importancia de las
extensiones amino y carboxilo terminal, respectivamente (Nt y Ct), las cuales pueden
adquirir diferente conformacién y sufren modificaciones post-traduccionales. Su
region Nt, es critica para su asociacion a la cromatina y desarrollar su actividad
catalitica intrinseca, mientras que su region Ct es esencial y suficiente para su
correcta localizacion nuclear, pero no es necesaria para su actividad enzimatica®6-10°,

Actividades cataliticas y funciones

La primera actividad enzimatica descrita es su actividad mono-ADP-ribosil
transferasa, siendo NAD+ el sustrato de esta reaccion. SIRT6 utiliza la ADP-
ribosilacion tanto para regular su propia actividad, asi como para de catalizar la
reaccién en PARP1 (en K521) y promover la reparacion del ADN bajo estrés oxidativo.
También ADP-ribosila a la proteina co-represora KAP1. Adicionalmente, se le atribuye
a SIRT6, su actividad como histona desacetilasa, la cual se da principalmente en
residuos Lisina de la Histona H3 (H3K9 y H3K56), influyendo en el mantenimiento de
la estructura cromatinica. H3K9 es desacetilada por ejemplo en la cromatina
telomérica cuando el ADN esta dafado, lo cual permite el acceso de la maquinaria de
reparacion del ADN. Por otro lado, la acetilacion de H3K56 contribuye directamente a
la biogénesis de ARN ribosomal y esta conectada con la proliferacion tumoral y la
migracion. En adicion a lo mencionado, existen evidencias que sefalan el
reclutamiento activo de SIRT6 a varios promotores para reprimir la transcripcion de
los mismos, mediante la remocién de la acetilacién sobre H3K9 y H3K56°7-101, En este
sentido, también se ha visto que puede actuar como co-represor de algunos factores
de transcripcion, como NFkB, HIFla y c-MYC92105 Recientemente, se ha
descubierto que H3K18 también es desacetilado por SIRT6 especificamente en loci
peri-centromericos'®. El rol de SIRT6 como desacetilasa, no queda restricto
Unicamente a la histona H3, se han identificado algunos otros blancos moleculares
como la acetiltransferasa GCN5 (en K549), mediante la cual SIRT6 es capaz de
regular la produccién hepatica de glucosa promoviendo su actividad!®’. También
puede desacetilar a PKM2 (en K433), lo cual provoca su exportacion nuclear y la
supresion de sus funciones oncogénicast®®.

SIRT6 posee una actividad desacetilasa extremadamente baja in vitro, en
comparacién con otros miembros de su familial®®!t, Estas caracteristicas llevaron al
descubrimiento de la actividad deacilasa, preferentemente hidrolizando acidos
grasos de cadena larga sobre lisinas especificas. De esta forma, SIRT6 actia como
deacilasa de multiples proteinas secretadas como TNFa, entre otras!'®11115 Esta
actividad sobre TNFa ha sido ampliamente abordada por nosotros en este trabajo de
tesis. La secrecion del TNFa es facilitada por SIRT6, ya que la enzima es capaz de
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remover los acidos grasos unidos a K19 y K20, lo cual destina las vesiculas con TNFa
hacia los lisosomas para su degradacion®s. Mediante este mismo mecanismo, SIRT6
es capaz de cambiar la localizacion de proteinas ribosomales, lo cual fue
demostrado mediante la observacion de que células embrionarias de raton MEF (del
inglés, Mouse Embryonic Fibroblasts) SIRT6 KO, tenian una menor secrecion de
ribosomas via exosoma!!®, Finalmente, trabajos recientes han demostrado que SIRT6
también deacila a la proteina R-Ras2, inhibiendo su capacidad de ubicarse en la
membrana plasmética, lo que desencadena corriente abajo, la inhibicion de la
proliferacion celular'2,

A pesar de que se han reconocido varias actividades cataliticas de SIRT6, el rol
preciso de todas ellas y sus funciones celulares asociadas, alun no se conocen
completamente. El descubrimiento de la actividad deacilasa de SIRT6, ha expandido
el ya amplio repertorio de roles de esta enzima. Recientemente se ha postulado que
SIRT6 activamente remueve grupos acilo de H3K9, H3K56 y H3K27 pudiendo asi
también regular la accesibilidad de la cromatina y la transcripcién génica*s.

SIRT6, principalmente mediante su actividad ADP-ribosil transferasa e histona
desacetilasa, participa en la reparacién del ADN. Se han detectado varias alteraciones
en el ADN en células SIRT6 KO, lo cual pone de manifiesto su importancia para la
correcta reparacion por escision de bases y reparacién del ADN en general, asi como
su incidencia en la inestabilidad genémica®13!, Luego de que las células son
expuestas al dafio, la interaccién de SIRT6 con la cromatina se incrementa'3°. En
condiciones de estrés oxidativo, JNK fosforila SIRT6 en la Ser 10, facilitando su
reclutamiento al sitio de dafio del ADN, donde modula la reparacion del DNA por el
mecanismo de corte de doble hebra DSBs (del inglés, Double Strand Break)
dependiente de PARP1%, Células deficientes en SIRT6 muestran menor eficiencia en
la reparacion, y por el contrario, su sobreexpresion la mejora, tanto en la reparacion
por union de extremos no homologos (NHEJ del inglés, nonhomologous joining) como
en la reparacion por recombinacion homologa (HR del inglés homologous
recombination). Ademas, se ha visto que SIRT6 participa en la reparacién por
escision de base BER (del inglés, base excision repair), modulando los factores o
regulando la accesibilidad de la cromatina. De esta forma SIRT6 es capaz de
influenciar diferentes vias de reparacion del ADN mediante su habilidad para modular

la accesibilidad de la cromatina y su funcién sobre diferentes factores de reparacién®”
102

Adicionalmente a su rol en la reparacion del ADN, SIRT6 también se puede unir a la
cromatina telomérica y mediante desacetilacion de H3K9 y H3K56, modular su
accesibilidad®. La ausencia de SIRT6 recapitula el Sindrome de Werner, un desorden
de envejecimiento prematuro causado por mutaciones en la helicasa de WRN que
repara los telémeros!®, SIRT6 también es importante durante la fase S del ciclo
celular, donde es necesario un cambio en los niveles de acetilacion de los telémeros
para una correcta replicacion de estos. Su deplecion en células humanas resulta en
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estructuras teloméricas anormales y replicacidon estocastica de sus secuencias, lo cual
produce inestabilidad gendmica, fusiones entre cromosomas y senescencia celular
prematura. Asi mismo, la enzima es importante en el silenciamiento de los transgenes
y genes teloméricos proximales!©0.105.108

Finalmente, su actividad deacetilasa es importante para la represion de la expresion
génica en multiples contextos relacionados con el envejecimiento, el metabolismo y la
respuesta inmune!01.103-106, 118,136 ' Fn particular, mas adelante hablaremos sobre su
represion sobre genes pro-inflamatorios regulados por NFkB, asi como su represion
sobre genes metabdlicos regulados por HIF1a.

SIRT6 en la respuesta inmune:

En relacion con las funciones inmunes de SIRT6, esta sirtuina ha sido involucrada en
la modulacion de la respuesta inflamatoria. La primera Sirtuina que se vincul6 con
esta respuesta fue SIRT1 con un potente rol anti-inflamatorio. Mediante desacetilacion
de p65/RelA en el complejo NFkB, SIRT1 logra inhibir la transcripcion NFkB
dependiente, silenciando citoquinas pro-inflamatorias'®*. SIRT6 participa también de
la respuesta inflamatoria, Kawahara et al., (2009) plantean que durante la activacion
de NFkB por TNFa, SIRT6 es reclutada hacia los promotores de sus genes blanco e
interacta con el complejo p65/RelA. Alli, funciona como un co-represor de NFkB,
silenciando mediante la desacetilacion de H3K9, la transcripcion de genes pro-
inflamatorios®. En concordancia con este trabajo y rol de SIRT6, Xiao et al.,(2012),
en un modelo murino SIRT6 KO genérico observa inflamacion crénica y fibrosis
temprana a nivel del higado, la cual se explica por falta de SIRT6 en las células Ty
células mieloides. Asi mismo, los macréfagos SIRT6 KO derivados de médula 6sea,
presentan altos niveles de MCP1, IL6 y TNFa. Concluyen que SIRT6 interactua con
c-JUN, desacetilando H3K9 en sus promotores, asi como lo hace con los promotores
de NFkB, y de esta forma también inhibe su sefalizacion'33. Ambos trabajos proponen
que SIRT6 desempefia una funcidon anti-inflamatoria, apagando o silenciando la
respuesta inflamatoria.

Por otro lado, otras evidencias cientificas relacionan a una de las citoquinas pro-
inflamatorias mas abundantes, el TNFa, con SIRT6 a diferentes niveles. Se ha
propuesto que SIRT6 desempefa una funcion pro-inflamatoria regulando la sintesis
y secrecion de TNFalt%135 |nicialmente Van Gool et al., (2009) observaron que el
NAD+ era necesaria para la correcta secrecion de TNFa durante estimulos pro-
inflamatorios. Determinaron asi, que SIRT6 es la Unica sirtuina capaz de regular
positivamente la sintesis de TNFa, ejerciendo una regulacion a nivel post-
transcripcional*®. Posteriormente, Jiang et al., (2013) mostraron que SIRT6 cataliza
la hidrolisis de grupos miristoil unidos a lisinas especificas (K19 y 20) del pro-TNFa y
mediante esta actividad enzimatica es capaz regular su secrecion. Esta modificacion
post-traduccional del pro-TNFa ocurre a nivel del RE, por lo cual los autores
adjudicaron por primera vez, una ubicacién no nuclear para esta sirtuina®!°, Tres afios
después, este mismo grupo comprueba que en ausencia de SIRT6, gran parte del
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TNFa es destinado hacia la degradacion proteosomal por el lisosoma, siendo SIRT6
la Gnica enzima conocida que realiza esta actividad sobre el TNFa®3.

SIRT6 y la homeostasis de glucosa.

Uno de los trabajos que abre el campo del rol de SIRT6 en el metabolismo de la
glucosa es el de Mostoslavsky et al., (2006), donde se desarrolla un raton KO genérico
para SIRT6 que presenta una severa hipoglucemia asociada con alto consumo de
glucosa del higado, tejido adiposo marréon y musculo esquelético. Esto lleva a la
muerte prematura del raton que no alcanza las 4 semanas de vida. Estos ratones
ademas desarrollan una serie de condiciones degenerativas que incluyen: pérdida de
grasa subcutanea, linfopenia, osteopenia y cifolordosis®. Acompafando este trabajo,
Zhong et al., (2010) muestra que la deplecion de SIRT6 en células genera un cambio
metabdlico, favoreciendo la glicolisis de lactato, a expensas de un menor rendimiento
de ATP y consumo de O2. Este switch metabdlico estaria dado por el incremento en
los niveles de acetilacion H3K9 de los promotores de genes regulados por el factor
transcripcional inducible por hipoxia 1a (HIF1a, del inglés, Hypoxia Inducible Factor 1
Subunit Alpha). Este factor interacciona con SIRT6 y una vez mas SIRT6 funciona
COMo un co-represorio,

Hasta ese momento, la falta de SIRT6 tanto in vivo como in vitro generaba un consumo
mayor de glucosa y los efectos de su ausencia eran nocivos. En concordancia, Kanfi
et al., (2010) observan que la sobreexpresion de SIRT6 en un modelo de obesidad
inducida por dieta provoca una menor incidencia en el desarrollo de patologias
metabdlicas asociadas a obesidad, mejorando la tolerancia a la glucosa e
incrementando la secrecion de insulina®.

Con el advenimiento de los modelos tejido-especifico, se pudo determinar que la
deplecion de SIRT6 en las células B del pancreas afecta la tolerancia a la glucosa y
la secrecion de insulina®®’. Por otro lado, la delecion de SIRT6 en el higado agrava la
esteatosis hepética, inflamacion, intolerancia a la glucosa y resistencia a la
insulinat?®8, Para finalizar, los modelos con adipocitos SIRT6 KO también
presentaban mayor sensibilidad a la dieta rica en grasas tornandose resistentes a la
insulina, lo cual se atribuia a una mayor hipertrofia de los adipocitos y una mayor
inflamacion del tejido adiposo®. A pesar de los avances que han significado la
comprension de la relevancia de SIRT6 en cada tejido, aun quedan varias
interrogantes sobre el rol de esta enzima, algunas de las cuales intentaremos abordar
en este trabajo.

Estos dos ultimos apartados sobre las funciones de SIRT6 en la respuesta inmune y
el metabolismo, son los puntos principales que han guiado las preguntas planteadas
en este trabajo de tesis.

41


https://www.zotero.org/google-docs/?pcFrRK
https://www.zotero.org/google-docs/?FpaLNN
https://www.zotero.org/google-docs/?N8sald
https://www.zotero.org/google-docs/?nvO01D
https://www.zotero.org/google-docs/?iJiLAp
https://www.zotero.org/google-docs/?40Kn2a
https://www.zotero.org/google-docs/?drjYKO

Regulacion de SIRT6

Como ya se menciono, SIRT6 posee una actividad desacetilasa muy baja in vitro, sin
embargo, se incrementa cuando la enzima se asocia a nucleosomas nativos, lo cual
sugiere que la estructura de estos puede modular la actividad de la enzima. En adicidon
a esto, se ha observado que en presencia de acidos grasos como: el miristoilo,
oleico y linoleico, la afinidad de SIRT6 por sustratos acetilados se ve incrementada
hasta 35 veces. Los investigadores han especulado que la unién de los acidos grasos
al bolsillo hidrofébico de SIRT6, inhibe competitivamente la unién de los grupos acil
de péptidos. Sin embargo, pequefias moléculas como los 4cidos grasos libres (FFAs
del inglés, Free Fatty Acids) pueden estimular la eficiencia catalitica de SIRT6 e
incluso activarla endégenamente!3-115,

En adicién a FFAs, un estudio reciente muestra que la proteina SUMO (del inglés,
small ubiquitin -like modifier) puede depositar modificaciones post-traduccionales en
SIRT6 y modular su actividad desacetilasa. En particular, la sumoilacion regula la
desacetilacion sobre H3K56 y no H3K9117,

Por otro lado, la transcripcion y traduccion de SIRT6 también estan reguladas. Varios
factores regulan la expresion del gen Sirt6, por ejemplo, c-FOS se une AP1, unida a
la secuencia TAAGTCA en el promotor de Sirt6 y activa asi la expresion de este, en
la via de supresion tumoral'!®. También se ha visto que SIRT6 es regulado a la baja
por varios factores cromatinicos, PARP1 podria inhibir la expresidén del gen ya que su
inhibicién, resulta en mayores niveles de ARN mensajero de Sirt611°. Otro factor que
inhibe su expresion es el factor de transcripcion E2F1. Este factor se une al promotor
de Sirt6 y suprime la expresion de la enzima bajo condiciones de normoxia o hipoxia
en cultivos celulares'?. También la expresion de SIRT6 se ha visto alterada in vivo en
embriones o células madre neurales a consecuencia de diabetes materna, e in vitro
por altos niveles de glucosa'?!. Para finalizar, los niveles de ARNm de Sirt6, también
son modulados mediante ARN de interferencia, lo que afecta la estabilidad del
mensajero. Especificamente, la expresion de varios microARNs, miR-34a, miR-34b,
miR-122 y miR-766, se han correlacionado negativamente con la expresion de
S|RT692,122-124_

A nivel proteico, la estabilidad de la proteina es también regulada, mayormente a
través de la degradacion via proteasoma. Para marcar a SIRT6 para su degradaciéon
proteosomal, la quinasa AKT1 fosforila SIRT6 en la Ser 338, lo cual induce su
ubiquitinacién por MDM2'25, Por otro lado, la ubiquitina ligasa CHIP presenta un rol
protector de la estabilidad de SIRT6. En células KO para CHIP, la vida media de SIRT6
se reduce sustancialmente ya que se incrementa su degradacién proteosomal*?®. Una
peptidasa ubiquitina especifica, USP10, también se ha visto involucrada en la
proteccion de SIRT6 contra la degradacion proteosomal®2127,

Terminando esta seccion, se ha visto que tanto la deprivacion de nutrientes en cultivo,
como la restriccion calorica in vivo en ratas y ratones, son capaces de incrementar los
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niveles de SIRT6, al parecer mediante la supresion de las rutas de degradacion
proteosomalt?®, Acompanando, SIRT1 también es capaz de regular la expresion de
SIRT6 mediante la formacién de un complejo con FOX0O3ay NRF1 en el promotor de
SIRT6%.
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Hipotesis y Objetivos

La sirtuina 6 tiene un rol en la respuesta inflamatoria que aun no ha sido
completamente dilucidado, nuestra hipotesis propone que la enzima frente a
estimulos inflamatorios agudos tiene un rol pro-inflamatorio activo y estrictamente
regulado en macréfagos, que no ha sido abordado exhaustivamente en la literatura
cientifica y requiere una comprension mas profunda. Este rol pro-inflamatorio podria
también ser parte de los efectos pro-inflamatorios cronicos que ocurren durante la
obesidad. En el transcurso de este trabajo de doctorado intentaremos contrastar
nuestra hipotesis y para ello nos hemos propuesto un objetivo general que engloba 4
objetivos especificos que detallaremos a continuacion.

Objetivo general

En este trabajo de tesis nos propusimos profundizar el conocimiento de la biologia de
SIRT6 en el contexto inflamatorio, intentando comprender su rol en los procesos
inflamatorios agudos y crénicos. Asi mismo, analizamos su potencialidad como
posible blanco terapéutico para el tratamiento de inflamacion crénica que ocurre
durante la obesidad.

Objetivos especificos

Para cumplir con el objetivo general, nos propusimos desarrollar los siguientes
objetivos especificos (OE):

1. Estudiar el efecto de un estimulo pro-inflamatorio, LPS, en la expresion,
localizacion sub-celular y actividad enzimatica de SIRT6 in vitro e in vivo.
Determinar como es regulada en este contexto.

2. Investigar el papel de SIRT6 en la inflamacion crénica en un modelo in vitro e in
vivo en la inflamacion cronica en ratones obesos.

3. Generar un modelo animal transgénico tejido-especifico KO para SIRT6 en
macrofagos y realizar una caracterizacion del mismo en el contexto de inflamacién
inducida por obesidad.

Estos tres primeros objetivos se enmarcan y presentan en el Capitulo | de la tesis.
(Posterior a la defensa de la tesis se agreg6 a este documento el manuscrito donde se publicaron estos
resultados).

4. Estudiar la potencialidad de los acidos grasos nitrados como moduladores de la
actividad de SIRT6. Los resultados de este objetivo especifico se presentan en el
Capitulo Il de la tesis junto al articulo publicado con dichos resultados.
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Materiales y Métodos

Comenzaremos esta seccion haciendo una breve descripcion de los abordajes
metodoldgicos generales, para luego pasar a las actividades y protocolos particulares
dentro de cada objetivo especifico. Las técnicas utilizadas junto a los compuestos y
equipos que permitieron el desarrollo de este trabajo se detallan al final.

Aspectos Generales

Para cumplir con los diferentes objetivos propuestos utilizamos abordajes
experimentales in vitro e in vivo de forma de afrontar las preguntas planteadas a
diferentes niveles de complejidad.

Para los estudios in vitro se utilizaron cultivos primarios de fibroblastos embrionarios
de raton (MEF), macréfagos de médula 6sea (BMDM), asi como la linea celular de
macrofagos murinos Raw 264.7. En estos, se estudio la expresion de SIRT6 en
respuesta al LPS. La seleccion de estas lineas estuvo dada por la disponibilidad de
estas, asi como por contar con controles SIRT6 KO en cada uno de los casos.
También se utilizé la linea HEK293FT para los estudios de sobreexpresion de SIRT6
y analisis de la modulacion de su actividad por los NO20A. En estos experimentos la
seleccion de la linea HEK293FT fue determinada debido a sus facilidades para la
sobreexpresion de plasmidos.

Para los estudios in vivo se utilizaron ratones C57BL/6J, los cuales fueron sometidos
a una dieta rica en grasas y azucares, llevandolos a un contexto pro-inflamatorio
cronico. En este grupo de animales se midieron pardmetros metabdlicos e
inflamatorios, que se correlacionaron con el analisis de la expresion de SIRT6.
Adicionalmente generamos un modelo murino transgénico KO para SIRT6 en
macréfagos e inducible por Tamoxifeno. Este modelo se caracterizé y evalu6 en el
contexto previamente mencionado. Los ratones utilizados en esta tesis fueron
desarrollados, mantenidos y monitoreados en la Unidad de Biotecnologia en Animales
de Laboratorio (UBAL) del Institut Pasteur de Montevideo.

Todos los procedimientos experimentales realizados fueron aprobados por la
Comision de Etica en el Uso de Animales (CEUA) del Institut Pasteur Montevideo
enmarcados en los protocolos 006-19 y 003-19.
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Actividades especificas

Objetivo especifico 1 (OE1): Estudiar el efecto de un estimulo pro-inflamatorio en la
expresion, localizacién sub-celular y actividad enzimatica de SIRT6. Determinar cémo
es regulada en este contexto.

1.1 Evaluacion de los cambios en la expresion de SIRT6 en respuesta a un
estimulo pro-inflamatorio.

El estimulo pro-inflamatorio utilizado en todos los casos fue el LPS (E Coli 0127 B8,
Sigma L3129). Tanto para los MEF, cuya obtencion se detalla mas adelante, como
para los macréfagos Raw 264.7 (TIB-71™, ATCC) se estudiaron diferentes tiempos
de respuesta a LPS, evaluando niveles de expresion de SIRT6 mediante WB (Western
blot) y gPCR (reaccion en cadena de la polimerasa cuantitativa), y relacionandolos
con la expresion de TNFa a nivel celular por WB e Inmunofluorescencia (IF) y
extracelular en los medios de cultivo mediante ELISA (ensayo por inmunoadsorcion
ligado a enzimas).

Aislamiento de MEF. Se siguieron los protocolos estandar para la obtencion de
MEF4, los fibroblastos fueron aislados de una hembra prefiada de entre 13.5-14.5
dias de gestacion. Se abrid el saco gestacional y se aislaron los embriones, a los que
se les saca la cabeza, higado y corazén. Se disgregaron los tejidos y se incub6 toda
la noche (ON) con Tripsina 0.25%. Al dia siguiente, se removio la tripsina hasta dejar
2 volumenes de esta en relaciéon con el sedimento y se incubd este ultimo a 37°C
durante 1h. Luego de la incubacion, se centrifugé la suspension y se cultivo el pellet
en medio DMEM alto en glucosa, suplementado con 10% suero fetal bovino (SFB),
2mmol/L glutamina, 100U/mL penicilina-estreptomicina y 10mM de Hepes, a una
razon de 5 placas 10cm por embrion. A este medio lo llamamos DMEM completo. Se
dejan las placas en DMEM completo hasta el otro dia en estufa de cultivo humidificada
y con 5% CO2. 24h después, las células se encuentran cerca de la confluencia y se
considera el pasaje 0, se congelan los viales en SFB conteniendo 10%
Dimetilsulféxido (DMSO).

Tanto las células MEF como los macrofagos murinos Raw 264.7 se descongelaron
del Nitrogeno liquido y crecieron en medio DMEM Completo en estufa de cultivo
humidificada y con 5%CO2. Todos los experimentos en MEF se realizaron en pasajes
2-5y en macréfagos Raw 264.7 pasajes entre 15-22.

En los ensayos con LPS, las células se plaguearon 2 dias previos en DMEM Completo
y 24h antes del experimento se cambio por medio DMEM conteniendo 0.1% SBF. Los
estimulos de LPS se realizaron a una dosis de 200ng/ml en medio DMEM 0.1% SBF
y se levantaron las células a los tiempos deseados: 1, 6 y 24h, dependiendo del interés
de cada experimento. Estos ensayos fueron repetidos al menos 3 veces en cada linea
celular.
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Al finalizar el experimento, se realizaron dos lavados con PBS frio, se levantan las
células con rastrillo, se centrifugan 5 min 1500 rpm y se congela el pellet a -80°C para
Su posterior procesamiento. Este procedimiento se repitié en todos los ensayos que
se continuaron con la lisis, cuantificacién y tratamiento de muestras para WB, que
detallaremos mas adelante. En el caso de los ELISA para diferentes citoquinas, se
congelaron los sobrenadantes (SBN) para su posterior andlisis. Para los ensayos
realizados por gPCR, luego de los lavados con PBS se levantaron las células en
TRIzol (Invitrogen, 15596026) y se congelaron las muestras a -80°C para su posterior
procesamiento.

1.2 Estudio de la localizacion sub-celular de SIRT6 y su potencial re-
localizacion en la respuesta inflamatoria.

Se evalud la localizacion sub-celular de SIRT6 en respuesta a LPS (200ng/ml)
mediante IF y microscopia confocal, para su posterior andlisis y cuantificacién de
intensidad de fluorescencia en diferentes compartimentos celulares con el software
ImageJ (Rasband, W.S., ImageJ, U. S. National Institutes of Health, Bethesda,
Maryland, USA, https://imagej.nih.gov/ij/, 1997-2018). Se utiliz6 un marcador de
Reticulo Endoplasmatico (RE)(Invitrogen, E34250, 1uM) para evaluar co-localizacion
con SIRT6, también se utiliz6 DAPI (Sigma, D9542) y la proteina vegetal que se asocia
a filamentos de actina, Falloidina, unida a Alexa546 (Invitrogen, A22283) para
identificar dominios nucleares y citoplasmaticos, respectivamente. Estos ensayos se
llevaron adelante principalmente en macréfagos Raw 264.7.

En los ensayos de LPS, las células fueron plaqueadas sobre cubreobjetos en placas
de cultivo de 24 pocillos. Tal como se detalld, el dia previo al experimento se cambiaba
el medio a 0.1% SBF, realizando los estimulos de LPS a las dosis ya mencionadas.
Una vez finalizado el experimento, los cubreobjetos se fijaron con Paraformaldehido
(PFA, AppliChem, A3813) al 4% en PBS durante 15 min a temperatura ambiente. En
los casos en gue se utilizo el marcador de RE, este se pre incub6 30 min antes de la
finalizacion del estimulo. La fijacion para estas células se realizd siguiendo las
recomendaciones del fabricante, durante 5 min a 37°C. Una vez fijadas las células,
se realizaron lavados consecutivos con PBS previo a guardar las muestras para su
posterior marcacion a 4°C.

Para los analisis de cuantificacion de las sefales de SIRT6 y TNFa en Imaged se
realizaron las cuantificaciones en 10 planos sumados en el eje Z (proyeccion
sumatoria). La sefial a nivel nuclear fue medida utilizando una méascara binaria con la
sefial de DAPI que permitié la seleccién semi-automatica de las regiones de interés
(ROI) nucleares. Posteriormente, también se analizé la sefial de SIRT6 en dominios
citoplasmaticos en la proyeccién sumatoria. En este caso se seleccionaron los ROIs
de forma manual evitando dominios nucleares y corroborando estar dentro del
citoplasma de la célula. Los graficos muestran Intensidad Media de Fluorescencia.
Para los analisis del coeficiente de colocalizacion de Manders se utilizé el plug in Coloc
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2 (https://imagej.net/plugins/coloc-2). Estos andlisis se realizaron en planos Unicos,
gue fueron seleccionados en base a la presencia de una sefial clara de RE. En ellos
se aplic6 un umbral automético generado por el plug in Coloc 2 en cada célula
analizada. Los gréaficos expresan el coeficiente de Manders M1, ajustado con el
threshold automaético (tM1).

Complementariamente, se realizaron ensayos de fraccionamiento sub-celular en
macrofagos Raw 264.7 para obtener fracciones enriquecidas en nucleo y citoplasma,
en las que se evaluod la presencia y respuesta al LPS mediante WB. A continuacién,
se detalla el protocolo para la realizacion del fraccionamiento luego de 1h de
incubacion con LPS.

Fraccionamiento Nucleo-Citoplasma. Luego de la incubacién con LPS, se levantaron
las células con rastrillo en 1 ml de PBS. Se centrifugaron 3 min a 500 g para
resuspender el pellet en con un buffer hipotdnico (Hepes 10 mM, 1mM EDTA, 0.1mM
EGTA con 3%Tritbn X-100). Una vez resuspendido el pellet, se transfirio el
sobrenadante al homogeneizador mecanico y se realizaron 10 golpes. Luego, el SBN
se agitd en vortex durante 10 sec. Se corrobor6 que las membranas celulares
estuvieran rotas observando al microscopio. Posterior a esto, se centrifugd la
suspension durante 10 min a 13000g, obteniendo asi la fraccion nuclear (FN). EI SBN
contenia la fraccion citosélica (FC). Mas adelante, la FN se suspendi6 en buffer RIPA
mas inhibidores, que fue sonicado durante 1 min con pulsos de 10 y descansos de 5
segundos a baja potencia. Finalmente, se centrifugé durante 10 min a 10000g,
obteniendo en el SBN la fraccién nuclear final.

1.3 Estudio de la estabilidad de SIRT6 y comparacion con LPS.

Se evalué el tiempo de vida de SIRT6 utilizando el inhibidor del proteasoma MG132
(abcam, ab141003) a una dosis de 10uM y el inhibidor de la sintesis proteica, CHX
(Sigma, C6255) a una dosis de 1ug/ml. Se estudiaron las dinamicas de degradacion
y acumulacion de SIRT6 en respuesta a tratamientos con MG132 vy CHX a
diferentes tiempos midiendo sus niveles por WB. Estos experimentos se realizaron
tanto en células MEF y macrofagos Raw 264.7. Para la realizacion de estos se
plaguearon las células en DMEM Completo y se realizaron los tratamientos con los
compuestos en DMEM 0.1% SBF. Dado que ambos compuestos se disuelven en
DMSO (Sigma, D6418), los controles se realizaron con medio DMEM conteniendo
DMSO a la misma dilucién en la que se pone con el compuesto. En la evaluacion de
los tratamientos mediante WB, se utilizaron como controles proteinas de vida media
corta como P27 y Ciclina B1 que permitieron la constatacion del tratamiento de CHX.
En el caso del tratamiento con MG132 se utilizé el marcador de Ubiquitina para
confirmar su correcto funcionamiento (en la Tabla 1, se muestran los niumeros de
catalogo y las diluciones de los anticuerpos mencionados). Posteriormente a estos
experimentos, se realiz6 una comparaciéon de los efectos generados por el MG132 y
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el LPS por separado y juntos en cultivo, midiendo los niveles de SIRT6 mediante WB.
En este caso también se utilizaron los controles previamente mencionados.

Anticuerpos Codigo WB IF
SIRT6 (D8D12) CS#12486 1:1000 1:50-1:100
SIRT6 (EPR18463) ab191385 1:1000 1:200
TNFa (EPR19147) ab183218 1:1000 1:800
H3 (D2B12) CS#4620 1:2000
H3K9 (C5B11) CS#9649 1:1000 1:200
H3K56 ab76307 1:200
USP10 CS#5553 1:1000
SQSTM1/p62 CS#23214 1:1000
STUB1/CHIP ab2917 1:1000 1:200
B1 Cyclin CS#41385 1:1000
P27 CS#36885 1:1000
Ubiquitin CS#29785 1:1000
Tubulin 16074 1:5000
Actin A5441 1:5000

Tabla I. Anticuerpos, origen y diluciones utilizadas para WB e IF. Dentro del cédigo se encuentra
también la compafiia que lo produjo, CS para anticuerpos comprados a Cell Signaling, ab comprados
en abcam y los Ultimos dos anticuerpos fueron obtenidos de la empresa Sigma.

1.4 Estudio de la inhibicion de la actividad enziméatica de SIRT6 y sus
consecuencias en la respuesta inflamatoria.

Se evaluaron los niveles de actividad deacilasa de la enzima a nivel nuclear en
respuesta a LPS utilizando como medida indirecta de su actividad la acetilaciéon en
H3K56 (blanco reconocido de SIRT6). La cuantificacion se realizo de la misma forma
en que se cuantificé la sefial de SIRT6 nuclear ya explicado previamente.

Se realizaron los ensayos en macrofagos Raw 264.7 utilizando el Inhibidor especifico
de SIRT6: 2,4-dioxo-N-[4-(pyridin-3-yloxy)phenyl]-1,2,3,4-tetrahydroquinazoline-6-
sulfonamide (Chemspace, CSC000732205)44. Para ello se plaquearon las células
dos dias previos al experimento en DMEM Completo y el dia anterior se cambio por
medio con 0.1% SBF. El dia del experimento se incubd el Inhibidor de SIRT6 (200uM)
1h previa al estimulo de LPS 1h. En el SBN se evalu6 TNFa mediante ELISA.
Adicionalmente, se analizaron los niveles intracelulares de TNFa mediante WB y su
distribucion intracelular mediante IF. La concentracion y el anticuerpo utilizado para
estos experimentos se encuentran en la Tabla I.
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1.5 Estudio del comportamiento de SIRT6 in vivo en respuesta a estimulos pro-
inflamatorios en el peritoneo y consecuencias de su inhibicién.

Se evalud la respuesta a LPS en células del peritoneo de ratones C57BL/6J adultos
machos, sometidos a inyecciones intraperitoneales de LPS (10mg/kg). Se realizaron
IF y microscopia confocal en las células peritoneales, donde se cuantifico la sefial de
SIRT6. Asi mismo, se realizaron gPCR y se midieron los niveles de TNFa mediante
ELISA en el lavado del peritoneo. Adicionalmente, con la poblacién de células
obtenidas del peritoneo se realiz6 citometria de flujo.

Se utiliz6 el mismo protocolo experimental con ratones C57BL/6J adultos machos,
pero administrando previamente el inhibidor de SIRT6 (30mg/Kg) con el fin de evaluar
los niveles de TNFa secretado al peritoneo mediante ELISA.

Para finalizar, se realiz6 una curva de sobrevida en ratones C57BL/6J adultos
machos, sometidos a una inyeccion letal de LPS (20mg/Kg), administrados o no con
el inhibidor de SIRT6 (30mg/KQ). Estos analisis fueron realizados en colaboracién con
la Dra. Paola Contreras y Cecilia Villaseca de Facultad de Medicina, Dpto. de
Fisiologia, UdelaR (protocolo n° 70153-000839-17). Los ratones fueron trasladados al
bioterio de Facultad de Medicina, donde luego de unos dias de aclimatacién, fueron
pesados e identificados a través de marcas en las orejas. Una vez realizada la
inyeccion de LPS, se evalu6 el tiempo de vida posterior a la misma, monitoreando
cada 12 h supervivencia, peso, apariencia y movimiento de los animales. Con estos
parametros se obtiene un valor numérico que permite determinar el estado del animal
y tomar la decision de eutanasia en casos de puntaje elevado (Tabla Il).

Disminucién 0% <10% 10-20 % >20%
del peso
0 1 2 3
Apariencia normal secrecion ocular y/o pelo erizado y/o dorso encorvado
fisica

0 1

Movimiento normal reducido inmovilidad inmovilidad

c/posicién anormal
0 1 2 3
Si la suma de los 3 parametros evaluados da > 5 se procedera a la eutanasia del animal.

Tabla Il. Parametros medidos para determinar la eutanasia del animal.
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Objetivo especifico 2 (OE2): Investigar el papel de SIRT6 en la inflamacién crénica
en un modelo in vitro, asi como en la inflamacién crénica en ratones obesos.

2.1 Estudio de SIRT6 en células con fenotipo senescente.

Estos analisis se realizaron en cultivos in vitro de fibroblastos humanos IMR90 con
sobreexpresion RAS, obtenidas de la colaboracion con el grupo de la Dra. Celia
Quijano, Dpto. de Bioquimica, Facultad de Medicina, UdelaR. En ellos se evaluod la
expresion y localizacion SIRT6 mediante WB, gPCR e IF.

2.2 Andlisis in silico del promotor de SIRT6 y uno de sus posibles reguladores.

Con el objetivo de estudiar la posible regulacién de SIRT6 mediante factores de
transcripcion conocidos, se realizaron analisis in silico de las secuencias promotoras
de SIRT6 presentes en Homo sapiens y Mus musculus (NG _047153.1 y
NC_000076.7, respectivamente). Dichos promotores fueron alineados y sobre una
region homologa se estudio la presencia de secuencias consenso de unién a Factores
de Transcripcion mediante la herramienta PROMO (http://alggen.lsi.upc.es)4?.
PROMO es un laboratorio virtual para la identificacion de Sitios de Unién de Factores
de Transcripcion (TFBS) sobre secuencias de ADN. Los TFBS se encuentran
definidos en la base de datos TRANSFAC, la cual contiene datos publicados
demostrados experimentalmente, sobre factores de transcripcion eucariotas, sus
sitios de unién al ADN y sus genes regulados'*3. Para corroborar la prediccion que
arroj6 PROMO, se analizaron experimentos de ChIP-Seq para NFkB (p65)
previamente publicados por otros investigadores, realizando sobre las secuencias
identificadas un analisis mediante HOMER (http://homer.ucsd.edu/homer/). Estos
altimos analisis se realizaron en colaboracién con la Dra. Luisa Berna, de la Unidad
de Biologia Molecular del IPMON.

2.3 Estudio de SIRT6 en un modelo de inflamacién cronica inducida por
obesidad.

Se evalud un grupo de ratones C57BL/6J adultos que fueron alimentados con una
dieta rica en grasas y azucares ad libitum (que llamamos Western Diet), en
comparacién con un grupo control con dieta estdndar (Lab Diet, dieta 5K76). La dieta
utilizada en el grupo Western Diet (WD) (Test Diet, 5TJN,
http://www.youngli.com.tw/ezfiles/youngli/img/img/101191/5TJN.pdf) presenta un
perfil nutricional compuesto por: 18.3% de proteina, 19.9% de grasa, 7% de fibra y
49.5% de carbohidratos. Sumado a esta, se le agreg6 agua azucarada compuesta por
18.9g/L de glucosa (Drogueria Industrial Uruguaya) y 23.1g/L de fructosa (El Naranjo).

Hasta el comienzo de la dieta WD, los ratones recibieron agua y racion estandar
estériles ad libitum. A las 12 semanas de vida se comenzo la administracion de WD
la cual se continu6 durante 10 semanas. En el transcurso del tratamiento se evaluaron
semanalmente los pesos y la glucemia basal en sangre (como indicador del manejo
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de la glucosa) usando un glucémetro manual (AccuChek, Roche). También se
realizaron andlisis de sangre mediante Hemograma (Hemato Contador Mindray BC-
5000 Vet). Al finalizar los tratamientos, los ratones fueron sacrificados por sobredosis
de anestésicos con una combinacion de Ketamina (Unimedical) y Xilacina (Richmond
Vet Pharma) en dosis de 120mg/Kg y 16mg/Kg, respectivamente. En el tejido adiposo
abdominal se evalué la expresion de SIRT6, asi como en la fraccion estromal vascular
(FEV). Se realiz6 ademas un analisis de esta misma fraccion por citometria de flujo,
separando los macrofagos para en ellos evaluar la expresion de SIRT6. A
continuacioén se detalla brevemente como es el protocolo de aislamiento de FEV.

Aislamiento de Fraccion Estromal Vascular. Una vez que el ratén fue sacrificado, se
abri6 el peritoneo y se aislo tejido adiposo visceral inguinal en un tubo que permite la
disgregacion del tejido. Se calcul6 3mg de Colagenasa de Tipo Il (Gibco, 17101-015)
por g de tejido adiposo. La colagenasa fue diluida en medio HBSS a una solucién
1mg/ml. El tejido aislado se sumergio en colagenasa y se disgrego con tijeras. Una
vez disgregado, se digiere con la colagenasa en bafio himedo a 37°C durante 30 min,
realizando vortexeos cada 10 min. Luego de esta incubacion, se realizé una
centrifugacion durante 10 min a 1200 rpm. Terminada la misma, se aspiro la fraccion
con los adipocitos que quedaron en la parte superior del tubo, asi como solucién de
colagenasa. La FEV se re-suspendié en PBS, se volvié a centrifugar 5 min a 1200
rpm, se retird el SBN y se congeld para su posterior tratamiento. En el caso de los
experimentos que se contindan con citometria de flujo, las células fueron contadas
para su posterior marcaje.

Objetivo especifico 3 (OE3): Generar un modelo animal transgénico KO para SIRT6
en macrofagos y caracterizarlo en el contexto de inflamacién crénica.

3.1 Desarrollo de un modelo animal transgénico con macrofagos KO para SIRT6.
Se obtuvieron los ratones FLOX-SIRT6 (17334, https://www.jax.org/strain/017334) y
los ratones transgénicos Tg(Csflr-Mer-iCre-Mer)1Jwp (019098,
https://www.jax.org/strain/019098) ambos de Jackson Laboratories. Previamente a
cruzar los ratones entre si, se llevé a cada ratén a fondo genético C57BL/6J mediante
10 retro cruzas sucesivas con animales C57BL/6J brindados por la UBAL del IPMON.
Fueron necesarias realizar las retro cruzas ya que el fondo genético de ambos ratones
era diferente a los fondos con que veniamos trabajando y al mismo tiempo, no eran
adecuados para realizar estudios metabolicos. La obtencién de los ratones en el fondo
deseado llevd 3 afios. Cada retro-cruza implicaba la seleccibn de ratones
heterocigotas para Sirt6'°* y hemicigotas para Csflr-iCre (Cre+). A continuacion,
detallaremos el protocolo de aislamiento de ADN desde la biopsia de cola de raton,
asi como los cebadores y los ajustes para el genotipado de los animales mediante
PCR. Junto a la biopsia de cola de ratdén se realizaba la marcacion del animal para
luego poder correlacionar el genotipo y el nimero individuo. El codigo de marcacién
utilizado fue el recomendado por la “Guia para el manejo de roedores” proporcionada
por la UBAL, IPMON.
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Aislamiento de ADN y PCR. Las biopsias de cola de ratdén se realizaron entre la
semana 3-4 de vida. Las muestras fueron digeridas en buffer de lisis (Tris ph 8 20mM,
NaCl 100mM, EDTA ph 8 10mM, 0.5% SDS y Proteinasa K 500ug/ml) ON a 37°C. Al
otro dia, se agregaron 300 pl NaCl 5M y se incubaron las muestras 10 min en hielo.
Posteriormente se centrifugaron 10 min a 10000 g y se traspasé el SBN a un nuevo
tubo que contiene ETOH 95%. Luego de la precipitacién del ADN, se centrifug6 a
14000 g durante 10 min. Se realizaron lavados del pellet con ETOH 70%, previo a
suspenderlo en H20 mq. Se cuantificé la cantidad de ADN obtenida y se dejaron las
muestras a una concentracion de 25 ng/ul.

Las PCR se realizaron siguiendo los protocolos y cebadores recomendados por
Jackson Laboratories, siguiendo el programa de PCR recomendado para genotipar a
los ratones Sirt6'™®1o¥ en ambos casos. Las secuencias de los cebadores utilizados
se detallan a continuacion. Para SIRT6, F: 5° AGTGAGGGGCTAATGGGAAC 3', R:
5 AACCCACCTCTCTCCCCTAA 3. Para CsflR-iCre, Transgene F:. 5
AGATGCCAGGACATCAGGAACCTG 3, Transgene R: 5
ATCAGCCACACCAGACACAGAGATC 3'. La Taq Polimerasa utilizada fue de
Invitrogen (10342-020) y el termociclador Labnet MultiGene OptiMAX.

Para iniciar el disefio del raton transgénico KO para SIRT6 se seleccionaron los dos
ratones que ya mencionamos al inicio de esta seccion, y que se muestran a
continuacion.

Sirt6 gene

- »
loxp loxp

Sirt6 gene Sirt6 gene

- b B =
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Esquema representativo de la creacién de ratén Transgénico SIRT6 KO en macro6fagos.
Representacion de los pasos que llevaron a la obtencién del modelo murino. Ambos ratones fueron
llevados a fondo genético C57BL/6J y luego de las 10 retro cruzas se cruzaron ambos ratones entre si
para la obtencion de dos ratones: Sirt6'*”'x*:Cre- y Sirt6'oPoxP-Cre+,

El ratdbn FLOX-SIRT6 presenta los exones 2-3 del gen de Sirt6 en el cromosoma 10
flanqueados por sitios loxP (Sirt6'o"ox) | os ratones disponibles comercialmente son
homocigotas y luego de las retro cruzas, se volvieron a obtener en homocigosis para
los posteriores cruzamientos. Por otro lado, los ratones transgénicos Tg(Csflr-Mer-
iCre-Mer)1Jwp, expresan iCre bajo el promotor del receptor Csflr (del inglés, Colony
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Stimulating Factor 1 Receptor) inducible por Tamoxifeno. La expresion de este
receptor Csflr ocurre en macrofagos derivados de médula 6sea y del saco vitelino.
Los ratones disponibles comercialmente son hemicigotas y se mantuvieron en
hemicigosis durante las retro cruzas y para los posteriores cruzamientos. Del cruce
de ambos ratones, obtuvimos ratones cuyos macrofagos derivados de médula 6sea 'y
saco vitelino, en respuesta a Tamoxifeno, indujeron la translocacion de la iCre al
nacleo y escindieron un fragmento del gen de Sirt6 (exones 2-3), dando como
resultado macrofagos KO para SIRT6. Para ello realizamos los siguientes cruces:

1. Cruzamiento de parentales:

Sirt6|OXP/IOXP(saIvajes para el Transgén icre) Sirt6+/+;Cre+ (salvajes para el gen

loxP)

F1: 100% heterocigotas para el locus loxP (Sirt6'™F*) y 50% hemicigotas para el Tg Cre(Cre+).
Seleccionamos ratones: Sirt6'>*’*;Cre+.

2. Retrocruza:

Sirt6loxplloxp(salvajes para el Transgén icre) Sirt6loxpl+; Cre+ (producto de la F1)

F2: 50% de descendencia homocigota para loxP (Sirt6'™™"®) y dentro de este grupo el 50%
seran hemicigotas para el Tg Cre+. Seleccionamos ratones: Sirt6'>""o®;Cre+

3. Cruce de fundadores:

Sirt6|OXP/IOXP (salvajes para el Transgén icre) X Sirt6IOXP”OXP;Cre+(producto de la

F2)

F3: 100% de descendencia homocigota para loxP (Sirt6'™"oF) y dentro de este grupo el 50%
seran hemicigotas para el Tg Cre+.

Una vez obtenidos los parentales, se fundé la colonia y se inici6 el andlisis del modelo,
gue veremos a continuacion. Ambos ratones obtenidos del cruce 3 se utilizaron para
realizar los experimentos.
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3.2 Confirmacion del modelo animal transgénico con macriéfagos KO para
SIRT6.

Se realizaron cultivos de macréfagos derivados de médula 6sea BMDM para constatar
la ausencia de SIRT6 mediante la adicion al cultivo de 4-OH-Tamoxifeno ((2)-
Hidroxytamoxifen-TAM,Sigma, H7904).

Cultivo de macrofagos de Médula Osea (BMDM). Se sacrific un raton de 8 semanas
Sirt6'>®1oxP:Cre+ mediante dislocacion cervical. Se diseccionan miembros superiores
y posteriores para recuperar tibia y fémur, los cuales se limpiaron con ETOH 70% y
se llevaron a la cabina de flujo laminar de cultivos primarios. Para extraer la médula
Osea se cortaron las epifisis de los huesos, y se perfunde el canal medular con 3 ml
de DMEM completo utilizando una jeringa estéril. Se re-suspendid varias veces el
volumen de medio de forma de romper los agregados celulares, se centrifugo la
suspension de células obtenidas y se plaquearon en 12 placas de Petri en un medio
gue contenia 30% de L-Cell (generado previamente de Fibroblastos L929), 20% de
SBF, 50% DMEM, 100U/mL penicilina-estreptomicina y 10mM de Hepes. Se dejaron
crecer y diferenciar durante 7 dias.

Para verificar que los macréfagos fueran efectivamente Sirt6'©FoxP;Cre+ se agrego6 4-
OH-Tamoxifeno el dia 6 (2uM) y luego se midieron las concentraciones de SIRT6
mediante WB y gPCR. Para los estudios en ratones, se utiliz6 una dosis de
Tamoxifeno (Sigma, T5648) empleada previamente en nuestro laboratorio para otro
modelo animal y recomendada por la literatura. El tamoxifeno se diluye en aceite de
trigo (Sigma, C8267) ON en agitacion a 37°C. Se utiliz6 una dosis de 50mg/Kg
subcutanea, la cual fue inyectada sucesivamente durante 7 dias. Al dia 8, se corroboré
el silenciamiento de SIRT6 en los macréfagos obtenidos del lavado del peritoneo
mediante citometria de flujo (el esquema de administracién se encuentra en la Figura
25A).

3.3 Estudio de la prevencion del desarrollo de la inflamacion crénica en el
modelo Sirt6'°xP1°xP-Cre+ bajo Western Diet.

Los ratones Sirt6'PoxP:Cre+ y sus controles Sirt6'oF1oxP:Cre-  (Sirt6'>PoxP que no
posee el Tg) fueron sometidos a WD, detallada previamente en la seccién 2.3. Durante
10 semanas se monitoreo el estado general de los animales midiendo peso y
glucemia. En la semana 8 comenzaron las inyecciones i.p de Tamoxifeno (50 mg/Kg)
a ambos grupos de ratones. Se registro el peso y glucemia, asi como la composicién
de la sangre periférica mediante Hemograma. Se realizaron las inyecciones 3 dias
consecutivos, se dejaron 4 dias de descanso, y se repiti6 el esquema de las
inyecciones una semana mas.

En la semana 10 se realizd el sacrificio de los animales, mediante exceso de
anestésicos y se preservo: Higado, Grasa Abdominal, Rifion, Pancreas y Musculo
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esquelético, a -80°C para su posterior analisis. También se obtuvo sangre para la
realizacion de ELISA y andlisis de funcién hepatica y renal (MNCHIP, Analizador de
bioguimica sanguinea PointcareV3). Del tejido adiposo abdominal de estos animales,
se aisl6 la FEV, la cual fue evaluada mediante citometria de flujo. Adicionalmente, se
realizé un lavado del peritoneo en el cual se evalud la cantidad de TNFa mediante
ELISA.

Protocolos generales:

Western Blot. Las células fueron lisadas en buffer RIPA (25mM Tris pH 8.0, 150mM
NaCl, 1% NP-40, 0.1% SDS) suplementado con NaF 5mM, Nicotinamida 5mM, B-
glicerofosfato 50mM, 1uM Tricostatina A e inhibidor de proteasas (Sigma, S6776,
N0632, G9422 y S8830, respectivamente). Para la obtencion de proteinas, el pellet
celular fue re-suspendido en RIPA y sonicado a baja potencia con 1 ronda de 6 pulsos
en 1 min. Luego se incubo durante 20-30 min a 4°C en agitacion. Se centrifugaron las
muestras a 10000g 10 min a 4°C, conservando el SBN, para la cuantificacion de
proteinas. La concentracidon de proteinas se determiné usando el reactivo de Bradford
(Applichem, A6932). Posteriormente, las proteinas eran suspendidas en buffer
Laemmli 5X. Para su analisis, las muestras eran separadas por electroforesis
desnaturalizante SDS-PAGE y transferidas a membranas de PVDF. Las membranas
fueron bloqueadas con 5% de leche descremada, previo a su incubacion con
anticuerpos especificos ON. En la Tabla | se encuentran los diferentes anticuerpos
especificos utilizados y sus concentraciones. Luego, se incubaron con el anticuerpo
secundario durante 1 hy se revelé utilizando el kit de quimioluminiscencia SuperSignal
West Pico (Pierce, 34080) en Imagequant 800 (Amersham). La densitometria de las
bandas fue realizada usando el software ImageJ (Rasband, W.S., Bethesda,
Maryland, USA).

Aislamiento de ARN y gqPCR. Se homogeneizaron células y tejidos en TRizol
(Invitrogen, Cat. N° 15596026) siguiendo las recomendaciones e instrucciones del
fabricante. Se realiz0 un tratamiento con DNAsa para eliminar la posible
contaminacion con DNA gendmico (Roche, Cat. N° 04716728001). En el caso de los
tejidos se separaban aproximadamente 100 mg de tejido en 1ml de TRizol y se agrego
0.5 mm de beads de Zirconium para disgregar el tejido en Bullet Blender (Next
Advance, #BBY24M). El aislamiento de ARN de tejido se realizé con el Kit de
extraccion de Direct-zol™ RNA Miniprep(Zimo, R2050). Luego, usando la enzima
Superscript Il (Invitrogen, Cat. N° 18064-014) se realizé la transcripcion reversa.
Seguidamente se corrid la qPCR, con el mix de Sybr Green (Roche, Cat N°
04913850001). Los cambios relativos en la expresion de genes fueron expresados
con respecto al control con el método de 2-22CT, Las secuencias de los cebadores
fueron sintetizadas por Integrated DNA Technology (IDT) y se detallan en la Tabla .
El termociclador utilizado fue el QuantStudio3 (Appliedbiosystems).
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Primers Mouse Secuencia 5---3
Mm_SIRT6_vo_F ATGTCGGTGAATTATGCAGCA
Mm_SIRT6_vo_R GCTGGAGGACTGCCACATTA
Mm_SIRT6_v1_F ATCTTCGACCCACCAGAGG
Mm_SIRT6_v1_R GCATTCTCGAAGGTGGTGTC

Mm_Actina_F AGCCATGTACGTAGCCATCC

Mm_Actina_R GCTGTGGTGGTGAAGCTGTA

Mm_Fibronectina_F AGACCATACCTGCCGAATGTAG
Mm_Fibronectina_R GAGAGCTTCCTGTCCTGTAGAG
Mm_aSMA_F AGAGGCACCACTGAACCCTA
Mm_aSMA_R CCAGCACAATACCAGTTGTACG
Mm_IL8_F CAAGGCTGGTCCATGCTCC
Mm_IL8_R TGCTATCACTTCCTTTCTGTTIGC
Mm_TNFa_F CCAGACCCTCACACTCAGATC
Mm_TNFa_R CACTTGGTGGTTTGCTACGAC
Mm_IL6_F CCACAGATACAAAGAAATGAT
Mm_IL6_R ACTCCAGAAGACCAGAGGAAT
Primers Human Secuencia 5---3
Hs_SIRT6_vo_F CCCACGGAGTCTGGACCAT
Hs_SIRT6_vo_R CTCTGCCAGTTTGTCCCTG
Hs_SIRT6_v1_F ACTGGCGAGGCTGGTCTG
Hs_SIRT6_v1_R GCTCTCAAAGGTGGTGTCG
Hs_B-Actin_F GGACTTCGAGCAAGAGATGG
Hs_B-Actin_R AGCACTGTGTTGGCGTACAG
Hs_IL8_F GCAGAGGGTTGTGGAGAAGT
Hs_IL8_R GAGGTAAGATGGTGGCTAAT
Hs_TNFa_F CTGCACTTTGGAGTGATCGG
Hs_TNFa_R TCAGCTTGAGGGTTTGCTAC
Hs_IL6_F CCTGAACCTTCCAAAGATGGC
Hs_IL6_R CACCAGGCAAGTCTCCTCATT

Tabla lll. Secuencia de cebadores o primers humanos y murinos utilizados.

Inmunofluorescencia. Los macrofagos Raw 264.7 y MEF, fueron fijadas como se
detall6 previamente y luego de sucesivos lavados fueron permeabilizadas y
bloqueadas (1% BSA, 0.1% Saponina, Glicina 150mM y SBF 5% en PBS) durante 1 h.
Posteriormente fueron incubadas a 4°C ON para realizar la inmunomarcacion
indirecta con anticuerpos especificos (ver diluciones y anticuerpos en Tabla 1). A
continuacion, las muestras se incubaron con el anticuerpo secundario y luego de
lavados, se montaron con el medio de montaje ProLong™ Gold Antifade (Invitrogen™,
P36930). Las muestras fueron analizadas usando el microscopio Zeiss 880 de la
Unidad de Microscopia del IPMON.

ELISA. Para el analisis de citoquinas IL6 y TNFa en macréfagos Raw 264.7 asi como
en los lavados del peritoneo y en el plasma, se siguieron las recomendaciones del
fabricante (BD550950, BD 555268, BD OptEIA, respectivamente). La lectura de la
placa se realizé en el equipo VarioskanLUX (Thermo Scientific).
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Citometria de Flujo. Andlisis de poblaciones infiltrantes en el tejido adiposo y
de poblaciones de células inmunes del peritoneo.
Se realiz6 citometria de flujo para evaluar la expresién de SIRT6 en la FEV del tejido
adiposo y en células de lavados peritoneales. La FEV del tejido adiposo se obtuvo
como se detall6 previamente, fue filtrada (filtro de 100uM) y posteriormente se incub6
2 min con solucion de lisis de glébulos rojos (SLGR; 0.15M NH4CI, 0.01M KHCO3 'y
100uM Na2EDTA; pH 7.4), luego de lo cual se realiz6 un lavado con PBS conteniendo
SBF y EDTA. Los lavados peritoneales fueron realizados inyectando 3 ml de medio
RPMI + 0.2% SBF y recuperando posteriormente este volumen, para obtener las
células a analizar. En ambos casos las células se suspendieron en 1 ml de RPMI +
0.2% SBF y se contaron en camara de Neubauer utilizando la tincion de Azul de
Tripan, para discriminar a las células muertas.

El analisis de la expresion de SIRT6 en estas muestras fue realizado sobre diferentes
poblaciones de macréfagos. En la FEV, los macrofagos se definieron como las células
CD45*CD11b*F4/80*, mientras que en los lavados peritoneales estos fueron
identificados como las células CD19TCRBLy6GCD11b*F4/80* o CD19
CD11b*F4/80*, segun si se habia realizado o no un estimulo inflamatorio a nivel
peritoneal, respectivamente. En los lavados peritoneales se distinguieron a su vez,
dentro de las células F4/80*, a las poblaciones F4/80"° y F4/80M, segln el nivel de
expresion de dicho marcador. Para realizar las marcaciones mencionadas se
sembraron 200000 células por pocillo en placas de 96 pocillos con fondo en V. Todas
las incubaciones llevadas a cabo sobre estas células se realizaron protegidas de la
luz y manteniéndose en frio, a no ser que se indique lo contrario. En primer lugar, las
células fueron incubadas con un marcador de viabilidad celular apto para
permeabilizacién durante 10 min a TA, utilizando de forma intercambiada marcadores
Live/Dead (Invitrogen) o ZOMBIE (BioLegend) (1:500). Seguidamente se realizo el
bloqueo de las muestras con suero normal de rata 10% durante 20 min.
Posteriormente las células se marcaron con el mix de tincion de superficie celular
durante 30 min. Para la FEV el mix de superficie celular consistié en los anticuerpos
anti-CD45-APCCy7 (1:200), anti-CD11b-BV510 (1:300) y anti-F4/80-PE (1:200),
mientras que para los lavados peritoneales se utilizaron las anticuerpos anti-CD19-
APCCy7 (1:400), anti-CD11b-BV510 (1:300) y anti-F4/80-PE (1:200); en los casos
donde la cavidad peritoneal fue tratada con estimulos inflamatorios, se agregaron
también los marcadores anti-TCRB- APCCy7 y anti-Ly6G-APCCy7, para poder
discriminar mejor a las poblaciones de macréfagos. Para el marcado intracelular con
SIRT6, se fijaron las células con el kit de permeabilizacion para factores de
transcripcion (Invitrogen) ON a 4°C. Luego de la permeabilizacion se incubaron las
muestras con el anticuerpo anti-SIRT6 (1:200) 30 min. Por ultimo, se agrego el
anticuerpo secundario Goat Anti Rabbit-Alexa Fluor-488 (1:200) y se incubé durante
1h. Para el marcado SIRT6 se agregaron los controles FMO (del inglés, Fluorescence
minus one), correspondientes tanto al anti-SIRT6 como al anticuerpo secundario.
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En todos los experimentos la adquisicion de las muestras se realizé utilizando el
citometro Attunne Nxt (Thermo Fisher Scientific) y se grabaron al menos 50000
eventos. El analisis posterior se llevé a cabo con el software FlowJo™ v.X (BD Life
Sciences) disefiando estrategias de seleccion especificas para cada tipo de muestra.
En todos los ensayos, la expresion de SIRT6 se informé relativa a su FMO con el cual
se fij6 el umbral de fluorescencia a partir del cual la sefial de la muestra se consideré
positiva. Los resultados se informaron como el porcentaje de células positivas para el
marcador en estudio, o nivel de expresion del marcador en estudio, representado
como la media geométrica de la intensidad de fluorescencia (GMFI).

Para la obtencion y marcacion de las células, seleccion de método de analisis, pasaje
de las muestras por el citbmetro y andlisis de resultados se cont6 con la ayuda de la
Mag. Valentina Perez, que cuenta con una amplia experiencia en la Citometria de
Flujo. Ella fue ademas quien puso a punto la utilizacién del anticuerpo de SIRT6 de
abcam (detallado en la Tabla I) para realizar andlisis por citometria, ya que no hay
descritos anticuerpos anti-SIRT6 de raton recomendados para esta técnica.

Andlisis Estadisticos. Todos los resultados fueron analizados utilizando el software
GaphPad Prism 7.0. Los experimentos in vitro fueron realizados con duplicados
biolégicos en al menos tres experimentos independientes. Los experimentos in vivo
incluyeron un tamafo de poblacion de al menos 5 animales por grupo. Los resultados
fueron expresados como la media * error estandar de la media (SEM). Para confirmar
gue las muestras siguieran una distribucion normal, se aplicé el analisis de normalidad
de D'Agostino-Pearson. También se realizo el test de outliers de ROUT, recomendado
por GaphPad Prism 7.0, previo a la comparacion de grupos. El test de Student no
pareado fue usado para comparar dos grupos independientes con distribucion normal.
El test de Mann-Whitney U fue usado para comparar dos muestras independientes en
casos donde no se pudo demostrar una distribucién normal. Para comparaciones
multiples, se realiz6 el analisis de varianza (ANOVA), seguido por el test posthoc
Turkey. Para las comparaciones de proporciones se uso el test exacto de Fisher. En
todos los casos, los valores de P < 0.05 fueron considerados estadisticamente
significativos y se nombraron de la siguiente forma *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001,
****p<0,0001.
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CAPITULO I: Resultados OE1-3

Comenzaremos analizando los resultados obtenidos en el estudio del OE1, donde nos
propusimos estudiar el efecto del LPS en la expresion, localizacion sub-celular y
actividad enzimética de SIRT6 e intentamos comprender cOmo era regulada esta
respuesta.

Para ello utilizamos la linea de macréfagos Raw 264.7 y los fibroblastos MEF, estos
altimos han sido muy utilizados para estudios de SIRT6 y en ellos se ha descrito la
actividad pro-inflamatoria de la enzima'35¢, Comenzaremos analizando la respuesta
de SIRT6 al estimulo pro-inflamatorio de LPS (200ng/ml). Como se puede observar
en la Fig. 11A, ocurre un rapido incremento en la expresion de SIRT6 que continla
incrementandose con el tiempo de exposicion al LPS. Esta respuesta, se refleja en la
cuantificacion por densitometria de SIRT6 (Fig.11B), sin embargo, no se ve
acomparfada del mismo comportamiento a nivel del ARNm de Sirt6, el cual permanece
sin cambios en respuesta al LPS (Fig.11C). Esta discrepancia entre mensajero y
proteina sugiere una posible estabilizacién de la proteina como respuesta al estimulo.
En concordancia con estos datos, las células MEF desarrollan un comportamiento
similar al observado en macrofagos, pero en estas ultimas, encontramos diferencias
significativas en los niveles del ARNm de Sirt6 en respuesta a 24h LPS (Fig.12 A-C).
Los cambios tempranos de SIRT6 a nivel proteico observados en respuesta a LPS en
macréfagos Raw 264.7, se ven acompafiados de aumento en la expresion del ARNm
de TNFa, asi como de su concentracion intra y extracelular (Fig.11D-F), tal como se
espera y corroborando la efectiva respuesta al estimulo.

A continuacién, estudiamos la estabilidad de SIRT6, utilizando dos compuestos que
alteran la vida media de todas las proteinas y nos permiten obtener informacion acerca
de la vida media de SIRT6 en nuestros modelos celulares. Se realizaron incubaciones
con MG132 para evaluar qué tan rapido se produce la estabilizacién de la proteina,
encontrandose que a la hora de inhibicién del proteasoma, se incrementan los niveles
de SIRT6 medidos por WB y cuantificados por densitometria (Fig.11K y Fig.12D y F).
Si analizamos la dindmica de acumulacion y degradacion de SIRT6 a través del
tiempo, recién se observan diferencias a las 6h (Fig.11G-I), pero si comparamos los
datos obtenidos a la hora con los datos control, se puede observar que ambos grupos
difieren significativamente (Fig.11K-L). En adicién a estos resultados, las MEF
repitieron el comportamiento frente a MG132 y CHX a la hora del tratamiento
(Fig.12D-F).
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Figura 11. SIRT6 se estabiliza rapidamente en respuesta a LPS en macréfagos Raw 264.7. A. WB representativo de SIRT6
y TNFa donde se muestra la respuesta de macrofagos a LPS (200ng/ml) durante 1, 6 y 24h. B. Densitometria del WB de SIRT6
previo y todas las réplicas experimentales que se realizaron, expresada como incrementos sobre el control (en porcentaje). C.
Niveles de ARNm de SIRT6 en estas mismas células y condiciones experimentales, expresado como Fold Change sobre el
control. D-F. Niveles del ARNm de TNFa (D), niveles proteicos de TNFa medido por densitometria del WB anterior y todas sus
réplicas (E), y niveles de TNFa secretado en el medio de cultivo (F) comparando macréfagos control versus LPS 1h. G. WB
representativo donde se muestran los niveles de SIRT6 en macréfagos bajo tratamiento con MG132 (10uM) durante 1, 3 y 6h.
Se utilizé la ubiquitina como control para verificar si el tratamiento funcioné correctamente. H. Densitometria de los WB de SIRT6
bajo el tratamiento con MG132 (gris) y CHX (negro) incluyendo todas las réplicas experimentales que se realizaron y expresada
como incrementos o decrementos sobre el control (en porcentaje). I. WB representativo donde se muestran los niveles de SIRT6
en macrofagos bajo tratamiento con CHX (1pg/m) durante 1, 3 y 6h. Se utilizé la Ciclina B1 como control para verificar que el
tratamiento funciond correctamente. J-L. WB representativo de los niveles de SIRT6 en macréfagos expuestos a LPS (200ng/ml)
J), MG132 (10puM) (K), y CHX (1pg/ml) (L) durante 1h y la correspondiente densitometria, expresada como incrementos o
decrementos sobre el control (en porcentaje). En los graficos se representan las medias + SEM. Todos los experimentos en
cultivo se repitieron al menos 3-4 veces. *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001, ***p<0,0001.
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Figura 12. Los fibroblastos MEF se comportan como en los macr6fagos en respuesta a LPS. A. WB representativo de
SIRT6 donde se muestra la respuesta de los fibroblastos MEF a LPS (200ng/ml) durante 1, 6 y 24h. B. Densitometria del WB de
SIRT6 previo y todas las réplicas experimentales que se realizaron, expresada como incrementos sobre el control (en porcentaje).
C. Niveles de ARNm de SIRT6 en estas mismas células y condiciones experimentales, expresado como Fold Change sobre el
control. D-E. Densitometria de WB de los niveles de SIRT6 en MEF expuestos a MG132 (10uM) (D) y CHX (1pg/ml) (E) expresada
como incrementos o decrementos sobre el control (en porcentaje). F. WB representativo donde se muestran los niveles de SIRT6
en MEF bajo el tratamiento con MG132 y CHX durante 1h. Se utilizé la ubiquitina, P27 y Ciclina B1 como control para verificar
que el tratamiento funciond correctamente. En los graficos se representan las medias + SEM. Todos los experimentos en cultivo
se han repetido al menos 3-4 veces. *p<0,05, *p<0,01, **p<0,001, ****p<0,0001.
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Con el fin de confirmar si los efectos del LPS y MG132 sobre las células eran
independientes, decidimos unir ambos tratamientos: LPS y MG132. Tanto en
macrofagos como en MEF, observamos respuestas a ambos tratamientos, tal como
se mostré previamente (Fig.11 y 12). No observamos un efecto aditivo o sinérgico
cuando tratamos a las células con ambos compuestos a la vez, por el contrario, los
tres grupos LPS, MG132 y LPS+MG132 no presentan diferencias significativas entre
si, pero si se diferencian del control (Fig. 13), lo cual sugiere que lo que ocurre frente
al LPS es una estabilizacion de SIRT6.

Continuando con nuestros estudios, evaluamos cémo se comporta SIRT6 frente al
estimulo en términos de localizacion subcelular en macréfagos Raw 264.7. Para ello,
realizamos un fraccionamiento subcelular y analizamos la distribucion de SIRT6 tanto
en el nicleo como en el citoplasma. Observamos que en respuesta a la exposicion al
LPS durante 1 h, hay un incremento de la expresiéon de SIRT6 en ambos
compartimentos celulares (Fig. 14A). Los marcadores de Tubulina y H3 nos permiten
corroborar la pureza de cada fraccion y las diferentes exposiciones que se muestran
brindan informacion acerca de la abundancia relativa de la enzima en cada uno de los
compartimentos. Si bien el nucleo presenta una mayor cantidad de SIRT6, también se
logré detectar una sefial clara a nivel citoplasmatico, y que ademas parece responder
al estimulo pro-inflamatorio. Esta deteccion citoplasmatica, constituye un resultado
muy relevante a los efectos de esta tesis y mas aun, a los efectos de comprender la
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naturaleza pro-inflamatoria de SIRT6. Para confirmar estos resultados, se realizaron
inmunofluorescencias que nos permitieron confirmar y profundizar en el analisis de la
distribucién de SIRT6 dentro de los macréfagos.
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Figura 13. LPS y MG132 no tienen un efecto sinérgico en macr6fagos Raw 264.7 ni en fibroblastos MEF. A. WB
representativo de SIRT6 en macr6fagos sometidos a tratamientos de LPS (200ng/ml), MG132 (10uM) y LPS + MG132 durante
1h. Se utilizaron tanto la Ubiquitina como el TNFa como controles para confirmar que ambos tratamientos hayan funcionado. Se
muestran triplicados por condicion. B. Densitometria de los WB de SIRT6 bajo los tratamientos mencionados en A, expresado
como incrementos sobre el control (en porcentaje). C. WB representativo de los niveles de SIRT6 en MEF expuestos a LPS
(200ng/ml), MG132 (10uM) y LPS + MG132 durante 1h. Se utilizé la Ubiquitina como control del tratamiento de MG132. Se
muestran duplicados por condicion. D. Densitometria de los WB de SIRT6 bajo los tratamientos mencionados en C, expresado
como incrementos sobre el control (en porcentaje). En los graficos se representan las medias + SEM. Todos los experimentos
en cultivo se han repetido al menos 3-4 veces. *p<0,05, **p<0,01, **p<0,001, ****p<0,0001.

En concordancia con los resultados del fraccionamiento, las IF muestran una
marcacion de SIRT6 nuclear y perinuclear en los controles, cuya intensidad aumenta
en respuesta a LPS, tanto en los dominios nucleares como en los citoplasmaticos
(Fig. 14B). La cuantificacion de las IF confirma el incremento sostenido de la
intensidad media de SIRT6 en el nucleo, que alcanza un maximo 24h post LPS (Fig.
14C). A diferencia de lo que ocurre en el nucleo, el incremento citoplasmatico se da a
la hora y se mantiene a las 24h (Fig. 14D). Acompafnando el incremento de intensidad
de SIRT6, se ve una marcacion de TNFa inicialmente restringida a dominios
perinucleares que se expande a todo el citoplasma celular a las 24h post LPS. En
acuerdo con lo mencionado, la cuantificacion intracelular muestra un incremento que
se correlaciona con el tiempo de exposicion al LPS (Fig. 14E).
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Las flechas blancas indican acumulaciones citoplasmaticas de SIRT6 mientras que las rojas indican nacleos muy intensos. La
barra inferior blanca representa 10 pm. C-D. Cuantificacion de la fluorescencia media de SIRT6 en regiones nucleares (C) y
citoplasméticas (D). E. Cuantificacion de la fluorescencia media de TNFa en regiones citoplasmaticas. F. Imagenes confocales
de IF de macréfagos expuestos a LPS 1 y 24h donde se marcod SIRT6 ( ) y RE (0ris). Las flechas blancas indican
acumulaciones de SIRT6 en dominios reticulares. La barra inferior blanca representa 10 um. G. Cuantificacion de la fluorescencia
media de SIRT6 en regiones del RE. H. Coeficiente de Manders tM1. En los gréaficos se representan las medias + SEM. Todos
los experimentos en cultivo se han repetido al menos 3-4 veces. *p<0,05, **p<0,01, **p<0,001, ****p<0,0001.
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Continuando el analisis, para identificar en qué dominios citoplasmaticos especificos
se encontraba la enzima, realizamos una co-marcacion de SIRT6 con un marcador de
RE (Fig. 14F). Luego cuantificamos la sefial de SIRT6 en el RE encontrando un
incremento en la intensidad de la sefial que ocurre tempranamente y se mantiene
hasta a las 24h con LPS, similar a lo observado en la cuantificacion citoplasmatica
(Fig. 14G). Complementando estos resultados, se utilizd6 el coeficiente de
solapamiento de Manders para evaluar la fraccion de SIRT6 dentro del RE o la
fraccion de solapamiento entre ambos marcadores. El indice de Manders se
incrementd en respuesta a LPS, teniendo su maximo solapamiento a las 24h post
estimulo, lo cual coincide con el pico de sefial para TNFa (Fig. 14H) (ver seccion
materiales y métodos por detalles de cdmo se realiz6 la cuantificacion).

En vista del incremento temprano de SIRT6 en respuesta a LPS, que surge producto
de su estabilizacion y que permite incrementar su presencia en el citoplasma y mas
aun, en el RE, nos preguntamos si este mecanismo era el encargado de generar la
disminucion de las funciones nucleares de la sirtuina (desacetilacion de H3) y
favorecer sus funciones sobre la secrecion de TNFa. Para confirmar esta hipotesis
primero realizamos un andlisis de la marcacion nuclear de un sustrato clasicamente
definido como sustrato de la enzima, el H3K56. Tal como se muestra en la Fig.15A-
B, en respuesta a LPS, los nlcleos incrementan sus niveles de acetilacién sobre la
H3, presentando un pico de acetilacion a la hora post estimulo, que se asemeja a los
niveles de acetilacion presentes en células depletadas de SIRT6 (Raw siSIRT6). A las
24h los niveles de acetilacion permanecen por encima de los niveles de acetilacion
control. La linea celular donde se realizaron estos analisis fue una linea celular
generada en el marco de la tesis de Licenciatura en Biotecnologia de Maria Pia Garat.

. B
Control LPS 1H LPS 24H SiSIRT6
:g ' Nuclear Ac. H3K56
¢ 2 1200 okl |
™ g 1000 RhALEEE
:E_ E 400
ErRd.
- 5 200 S
% = ol— . :
2 &> S )
Q 6\0 Q%\ %"Lb' \,O\Q;\
o> 3 S
S N

Figura 15. La actividad de SIRT6 a nivel nuclear disminuye en macréfagos Raw 264.7 en respuesta a LPS. A. Imagenes
confocales de IF de macréfagos expuestos a LPS (200ng/ml) marcados con Ac.H3K56 (rojo fuego) y DAPI (gris). B.
Cuantificacion de la fluorescencia media de Ac.H3K56 en regiones nucleares. En los gréaficos se representan las medias + SEM.
Todos los experimentos en cultivo se han repetido al menos 3-4 veces. *p<0,05, **p<0,01, **p<0,001, ****p<0,0001.

Luego procedimos a utilizar un inhibidor especifico de la enzima, caracterizado in vitro
por Parenti et al., donde se demostré la capacidad del compuesto de inhibir la
desacetilacion sobre H3K9 luego de 18h de exposicidn al compuesto. En este trabajo
también se muestra el incremento en la expresion de GLUT1, que ocurre a
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consecuencia de la actividad co-represora de SIRT6 sobre HIF1a a nivel nuclear y
finalmente también se observa una inhibicion de la actividad desmiristoilasa de SIRT6
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Figura 16. La inhibicién temprana de SIRT6 en macréfagos Raw 264.7 disminuye la secrecion de TNFa en respuesta a
LPS. A. Iméagenes confocales de IF de macrofagos expuestos a LPS (200ng/ml) y al inhibidor de SIRT6 (200uM) durante 1h. Se
utilizaron los marcadores DAPI ( )y TNFa ( ). El panel de la derecha corresponde al control de la IF sin la utilizacién
del anticuerpo primario. Los cuadrados numerados indicados en las imagenes de TNFa, se magnificaron en el panel de la
derecha. La barra inferior blanca representa 10 pm. B. WB representativo de TNFa donde se muestra la respuesta de macréfagos
expuestos a LPSy el inhibidor de SIRT6 durante 1h. C. Densitometria del WB de TNFa previo y todas las réplicas experimentales
que se realizaron, expresada como incrementos sobre el control (en porcentaje). D. Concentracion de TNFa secretado obtenido
del sobrenadante de macréfagos Raw 264.7 expuestos a LPS y el inhibidor de SIRT6 durante 1h. En los gréaficos se representan
las medias + SEM. Todos los experimentos en cultivo se han repetido al menos 3-4 veces. *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001,
*xxn<0,0001.

Con este compuesto, evaluamos qué ocurria con los macréfagos en respuesta LPS y
el inhibidor, evaluando distribucion y cantidad de TNFa intracelular, asi como su
secrecion. Al observar las IF de TNFa, no observamos diferencias en cuanto a la
distribucion del marcador intra-celularmente (Fig. 16A). Tanto la condicion control,
como las células incubadas con el inhibidor, mostraron una marcacion para TNFa
perinuclear que podria corresponderse con el Golgi o RE, donde sabemos se sintetiza
y almacena. Sin embargo, en respuesta al estimulo de LPS, la sefial de TNFa se
expande en el citoplasma, como ya observamos previamente, mostrando acumulos
intensos en regiones alejadas del nicleo. En los recuadros de la derecha de la Fig.
16A se observa con mayor claridad lo mencionado. Al analizar las células mediante
WB, se observa un incremento de TNFa en respuesta a LPS, pero no hay diferencias
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entre la condicion LPS y LPS + inhibidor de SIRT6 (Fig. 16B). Corroborando lo
previamente mencionado, la cuantificacion por densitometria de los WB muestra
diferencias significativas sélo del control con las células expuestas a LPS, con y sin el
inhibidor de SIRT6 (Fig.16C). Finalmente, cuando analizamos la cantidad de TNFa
secretado al medio en respuesta a la activacion inflamatoria, observamos un efecto
del Inhibidor de SIRT6 sobre la secrecién de TNFa, secretando las células tratadas
con LPS+inhibidor una menor cantidad de TNFa que las células tratadas
exclusivamente con LPS (Fig.16D). Estos resultados nos permiten concluir que la
inhibicién de SIRT6 temprana, tiene un efecto en la respuesta inflamatoria que lleva a
una disminucién en la secrecion de TNFa.

Para culminar este primer OE, realizamos una serie de experimentos in vivo,
evaluando la respuesta a LPS en las células inmunes del peritoneo de ratones
C57BL/6J adultos machos sometidos a inyecciones i.p de LPS (10mg/kg). En estos
ratones, se evalud inicialmente la poblacion de células obtenidas del peritoneo
mediante gPCR. Como se muestra en la Fig.17A-C, a nivel del ARNm de estas células
no se observan diferencias en la expresion del mensajero de Sirt6, pero si se
incrementa significativamente la expresion del mensajero de Tnfa e 116 cuando el
peritoneo es estimulado con LPS. Acompafando estos datos, se observa mayor
cantidad de ambas citoquinas en el lavado del peritoneo en respuesta a LPS (Fig.17D-
E). Analizamos también las células del peritoneo mediante IF, realizando marcaciones
con DAPI donde se observan varios tipos nucleares, distinguiendo células con nacleos
polimorfos PMN (que son tipicamente los neutréfilos) y células con ndcleo redondo
como los macréfagos o monocitos. Centrandonos en la marcacion para SIRT6 en
células cuyo nucleo tiene una morfologia oval, pudimos detectar también in vivo un
incremento de la sefial de la sirtuina 6 en respuesta a LPS (Fig.17F). Notese que los
neutrofilos también tienen una marcacion fuerte y citoplasmatica. La cuantificacion de
la intensidad de SIRT6 a nivel nuclear y citoplasmatico, muestra un incremento en
respuesta a LPS en células con nucleos redondeados (Fig.17G-H). La figura 171
caracteriza a grandes rasgos el infiltrado de peritoneo en ambas condiciones. Dada la
heterogeneidad de la poblacion obtenida del peritoneo, decidimos analizarla mediante
citometria de flujo para confirmar si el incremento ocurre especificamente en
macrofagos.

El analisis por citometria de las células de peritoneo estimuladas con LPS, confirmé
el incremento en la sefial de la enzima medida por la Intensidad de Fluorescencia en
la poblacion de células identificadas por CD11b*F4/80" como macroéfagos residentes
del peritoneo (Fig.18C). En esta poblacién especifica, el porcentaje de células SIRT6*
también se vio incrementado en respuesta a LPS (Fig.18B-C). Mediante este abordaje
in vivo, pudimos determinar que los macréfagos del peritoneo responden al LPS de
forma similar a los macro6fagos en cultivo.
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Figura 17. Las células del peritoneo postinyeccién de LPS recapitulan los experimentos in vitro. A-C. Niveles del ARNm
de Sirt6, Tnfa e 1I6 en células del peritoneo obtenidas luego de 2h de una inyeccion i.p de LPS (10mg/Kg). D-E. Concentracién
de TNFa e IL6 secretado en el lavado del peritoneo de ratones luego de 2h de una inyeccioén i.p de LPS. F. Imagenes confocales
de IF de células obtenidas del peritoneo luego de 2h de una inyeccién i.p de LPS (10mg/Kg). Se utilizaron los marcadores DAPI
(gris), SIRT6 ( ) y Falloidina (rojo). Las flechas blancas sefialan acumulaciones de SIRT6 a nivel citoplasmatico y las rojas
indican células polimorfonucleares con una sefial intensa de SIRT6. La barra inferior blanca representa 10 um. G-H.
Cuantificacion de la fluorescencia media de SIRT6 en regiones nucleares (G) y citoplasméaticas (H) de células con nucleo
redondeado del peritoneo obtenidas luego de 2h de una inyeccién i.p de LPS. En los gréaficos se representan las medias + SEM.
*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001, ****p<0,0001.
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Figura 18. Los macréfagos residentes del peritoneo en un modelo de inflamacién aguda recapitulan los experimentos
in vitro. A. Estrategia de seleccién empleada para definir las poblaciones de macréfagos de la cavidad peritoneal y evaluar en
ellos la expresion de SIRT6. B. Porcentajes de células SIRT6* dentro de la poblacion de macréfagos definida como
CD11b*F4/80" C. Media Geométrica de la Intensidad de Fluorescencia (GMFI) para SIRT6 dentro de la poblacién de macréfagos
definida como CD11b*F4/80". En los gréficos se representan las medias + SEM. *p<0,05, **p<0,01, **p<0,001, ****p<0,0001.
(n=5)

Por ultimo, nos interesé recapitular la inhibicion de SIRT6 in vivo, administrando el
Inhibidor de SIRT6 (30mg/Kg) a ratones C57BL/6J previo a la inyeccion de LPS. Al
igual que en las células en cultivo, la administracion del inhibidor de SIRT6 a ratones
sometidos a LPS, género a una disminucién de la cantidad de TNFa secretado
(Fig.19A). En concordancia con una menor secrecion de esta citoquina, también se
observé una menor inflamaciéon medida por la disminucién en los niveles de IL6
secretados al peritoneo (Fig.19B). Continuando el analisis de la administracién del
inhibidor in vivo, se realiz6 una curva de supervivencia en ratones C57BL/6J los cuales
fueron sometidos a una inyeccién letal de LPS (20mg/Kg), tratados o no con el
inhibidor de SIRT6 (30mg/Kg). Este constituye un modelo de shock séptico!*® y nos
permite evaluar la importancia de la enzima en el contexto de sepsis. No encontramos
diferencias significativas en la supervivencia entre los ratones tratados con o sin €l
inhibidor de SIRT6, sin embargo, se observé una mayor supervivencia en aquellos
ratones que fueron administrados con el inhibidor, la cual se aprecia en los gréaficos
de contingencia que muestran la sobrevida maxima a las 96h (Fig.19C-D).
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Figura 19. La inhibicién de SIRT6 in vivo disminuye la secreciéon de TNFa y aumenta la supervivencia frente a una
inyeccion letal de LPS. A-B. Concentracion de TNFa e IL6 secretado obtenido del lavado del peritoneo de ratones pre-
incubados con el Inhibidor de SIRT6 y posteriormente tratados con LPS (10mg/Kg) (n=7). C. Analisis de supervivencia Kaplan
Meier en el que se muestra la supervivencia de ratones cada 24 horas luego de una inyeccion letal de LPS (20mg/Kg) tratados
0 no previamente con el inhibidor de SIRT6 (30mg/kg) (n=14). D. Gréfico de contingencia en el que se muestra la sobrevida de
ratones luego de una inyeccion letal de LPS (20mg/Kg) tratados o no previamente con el inhibidor de SIRT6 (30mg/kg) (n=14).

A partir de ahora comenzaremos a analizar los resultados obtenidos en el estudio del
OE2, donde nos propusimos investigar el papel de SIRT6 en la inflamacion crénica en
un modelo in vitro e in vivo en ratones obesos.

Iniciaremos esta seccion con el andlisis del modelo de inflamacion crénica de
fibroblastos IMR90 con sobreexpresion de RAS, que como ya se menciono
previamente fueron brindadas por el grupo de la Dra. Celia Quijano de la Facultad de
Medicina, Udelar. Este modelo presenta un fenotipo secretor caracteristico
denominado SASP (del inglés, Secretory Associated Senescent Phenotype), el cual
presenta incrementados los niveles de secrecion de citoquinas pro-inflamatorias4%150,
Acomparfando este fenotipo, pudimos determinar que junto a una mayor expresion de
la subunidad p65/RelA de NFKB, las células que sobre-expresan RAS, también tienen
mayores niveles de SIRT6 observados mediante WB y su cuantificacion por
densitometria (Fig.20A-B). En este modelo, ademas, los mayores niveles proteicos
de SIRT6 coinciden con mayores niveles de expresion del mensajero de Sirt6
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(Fig.20C). Las imagenes de la Fig.20D muestran IF con marcacion para SIRT6 en los
fibroblastos control y RAS, donde se puede observar el incremento en el tamafio
nuclear de estas Ultimas, asi como una aparente mayor intensidad de la enzima. La
marcacion de NFkB permite observar que p65/RelA en los fibroblastos RAS tiene una
distribucion nuclear, que no ocurre en los controles y que genera la sobreexpresion
de las citoquinas pro-inflamatorias que responden a este factor de transcripcion.
Ejemplo de ARN mensajeros regulados por NFkB-p65 son Tnfa e 118, cuya expresion
se encuentra incrementada en los fibroblastos RAS (Fig.20E).
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Figura 20. El incremento de SIRT6 en los fibroblastos IMR90 con sobreexpresion de RAS acompafia la mayor expresién
y presenciade NFkB en el nicleo. A. WB representativo de SIRT6 y p65 donde se comparan fibroblastos IMR90 control versus
RAS. B. Densitometria del WB de SIRT6 previo y todas las réplicas experimentales que se realizaron, expresada como
incrementos sobre el control (en porcentaje). C. Niveles del ARNm de Sirt6é en fibroblastos IMR90 Control versus RAS. D.
Imagenes confocales de IF de fibroblastos IMR90 control versus RAS marcados con DAPI (gris), SIRT6 ( ) y p65 (azul).
Las puntas de flechas blancas sefialan regiones nucleares. La barra inferior blanca representa 10 pm. E. Niveles del ARNm de
Tnfa e 118 en fibroblastos IMR90 control versus RAS. En los gréaficos se representan las medias + SEM. Todos los experimentos
en cultivo se han repetido al menos 3-4 veces. *p<0,05, **p<0,01, **p<0,001, ****p<0,0001.

La presencia de p65/RelA nuclear en los fibroblastos RAS junto con la sobreexpresion
del mensajero de Sirt6, nos llevo a hipotetizar una posible regulacion de su expresion
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por NFkB. Es importante recordar que durante los estimulos agudos con LPS, donde
NFkB es activado, habiamos observado que en fibroblastos embrionarios MEF
también existia un incremento en la transcripcion de Sirt6 (24 horas post-LPS),
apoyando esta hipétesis. Para ahondar sobre esta idea, se llevaron a cabo una serie
de analisis in silico que se muestran en la Fig.21. Comenzamos con la busqueda y
alineamiento de las secuencias promotoras de Sirté de humano y raton, las cuales se
encuentran codificadas en la hebra complementaria tanto en el genoma humano como
en el murino. Las secuencias promotoras fueron alineadas, encontrando dentro de
ellas, una secuencia de 280 nucleétidos (nt) con un 80% de identidad. Sobre esta
region, se analizo la presencia de secuencias consenso de union a diferentes factores
de transcripcion con las herramientas detalladas previamente. El analisis en PROMO
de la region evidencié una secuencia consenso de union a NFkB (99% de similitud
con las experimentales) presente en ambos promotores cuya ubicacion se presenta a
continuacion: Hs: 5-4182359-4182348-3"; Mm: 5°-81627365-81627354-3" (Fig.21A).

El siguiente paso consisti6 en corroborar dicha prediccién. Para ello, buscamos
experimentos de ChlP-Seq para NFKB (p65/RelA) con estimulos pro-inflamatorios en
ambas especies, encontrando dos articulos con la informacién deseada. Por un lado,
encontramos una ChlIP-seq anti-p65 de cultivos primarios de macréfagos derivados
de monocitos humanos, tratados o no con TNFa (10ng/ml) por 24h14¢, donde mediante
el andlisis con HOMER se observoé un pico en el nUmero de lecturas secuenciadas en
la muestra tratada con TNFa y mayor al control (p<0.0001). Esta regién se encontraba
a 150pb corriente arriba de la secuencia consenso predicha por PROMO para el
promotor de Sirt6 (Hs: 5°-4182650-4182500-3") (Fig.21C). Por otra parte,
encontramos otra ChlP-seq anti p65 en cultivos primarios de macréfagos murinos
obtenidos de lavado peritoneal luego del tratamiento con tioglicolato estimulados con
una endotoxina de E.coli por 1h, 24h o control sin tratar'*®. En este caso no se
observaron diferencias significativas en el numero de lecturas para ninguno de los
tiempos respecto del control, sobre la regidon consenso predicha por PROMO para el
promotor murino de Sirt6 (Mm: 5-81627600-81627400- 3"). Sin embargo, si se
observo diferencias significativas respecto del control (p<0.0001), tanto para 1 o 24h
de tratamiento, en una region ubicada a 1000 pb corriente abajo de la secuencia
predicha por PROMO (Mm: 5-81627400-81627200- 3°) (Fig.21D).
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Figura 21. El andlisis del promotor de Sirt6 presenta secuencias consenso reconocidas por NFkB y las mismas estan
enriquecidas en analisis de Chip-Seq para p65. A. Esquema representativo del gen Sirt6 ( ) y sus regiones promotoras
(cajas rojas), adaptado de Ensembl. Luego del alineamiento nos quedamos con una secuencia de 280 nt (region sombreada en
caja roja). B. Magnificacion de A en la zona comprendida entre las lineas azules, donde se estudi6 la presencia de secuencias
consenso de unién a NFkB(p65) mediante la herramienta PROMO. Los resultados mostraron una secuencia consenso de unién
a NFkB(p65) (linea blanca punteada). C. Andlisis mediante HOMER donde se muestran un pico de lecturas en una regién a
150pb corriente arriba ( ) de la secuencia consenso predicha por PROMO (linea roja punteada) para el promotor
de Sirt6 humano. D. Analisis mediante HOMER donde se muestra un pico en el nimero de lecturas en las muestras tratadas 1
0 24h y mayor al control en una regién ubicada a 1000 pb corriente abajo ( ) de la secuencia predicha por PROMO
(linea roja punteada en ).
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Como mostramos en la primera parte de este objetivo, al igual que en la inflamacion
aguda, en la inflamacion crénica inducida por sobreexpresion de RAS, hay
incrementos de expresion de SIRT6 y este incremento proteico, se acompafia de una
mayor sintesis del mensajero. Con este ultimo andlisis in silico pudimos ademas
mostrar que NFkB podria ser uno de los factores encargados de producir este
incremento. Terminados los andlisis in vitro e in silico, nos propusimos continuar los
estudios analizando la expresion de SIRT6 in vivo, utilizando un modelo de
inflamacion cronica usado en nuestro laboratorio, el modelo de obesidad inducida por
dieta.

Para ello un grupo de ratones C57BL/6J adultos machos fueron sometidos a una dieta
rica en grasay azucares (WD) por 10 semanas. Durante el transcurso del experimento
se control6 el peso, donde pudimos apreciar tempranamente diferencias en la
ganancia de peso de los ratones en WD respecto a los alimentados con dieta estandar
(dieta normal ND, del inglés normal diet), las cuales fueron significativas a partir de la
semana 2 con la dieta (Fig.22A). Los ratones fueron ganando peso y a la semana 10
de WD, finalizado el experimento, presentaron hiperglucemia en ayuno (Fig.22B). El
analisis mediante hemograma de los leucocitos de la sangre periférica evidencié una
mayor inflamacién sistémica, medida por una mayor proporcién de células inmunes
en los ratones en dieta WD, incluyendo monocitos, neutréfilos y linfocitos (Fig.22C).
Por otro lado, a pesar de ser muy poco el tiempo de dieta como para evaluar
parametros de dafio renales y hepéticos, encontramos niveles incrementados de la
enzima Alanina aminotransferasa (ALT) en el higado y de Creatinina (CRE) en el rifién
(Fig.22D). Analizamos de esta forma la funcionalidad de varios de los tejidos que se
ven fuertemente afectados durante la obesidad y qué son fundamentales para el
manejo de la glucosa en condiciones saludables.

A continuacién, nos intereso evaluar y comparar los niveles de expresion de Sirt6 y
Tnfa en el tejido adiposo de ratones ND y WD. No se observaron diferencias
significativas entre los niveles de ARNm de los marcadores previamente sefalados
en condiciones ND versus WD (Fig.22E). Realizamos también, un fraccionamiento
del tejido y nos quedamos exclusivamente con su FEV que contiene las células
infiltrantes del mismo, ademas de pre-adipocitos, fibroblastos y células endoteliales.
En esta fraccidn observamos diferencias significativas en la expresion de los ARN
mensajeros de Sirt6 y Tnfa, los cuales se ven incrementados en los animales en dieta
WD (Fig.22F). En adicién, se observé también un incremento en los niveles proteicos
de TNFa en condiciones WD (Fig.22G). Esta fraccion fue posteriormente analizada
por citometria de flujo, con el fin de evaluar los niveles de expresion de SIRT6 en
macrofagos.
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Figura 22. Los parametros metabolicos e inflamatorios de ratones sometidos a dietas ND y WD se acompafian de
incrementos de expresién de SIRT6 en la FEV. A. Ganancia de peso de ratones alimentados con una dieta Western respecto
a los alimentados con una dieta normal durante 10 semanas (n=10). B. Glucemia basal medida en ayuno en ratones ND y WD
luego de 10 semanas de dieta (n=10). C. Hemograma realizado de sangre periférica obtenida por sangrado submandibular de
ratones ND y WD luego de 10 semanas de dieta (n=5). D. Parametros hepaticos y renales medidos en la sangre de ratones ND
y WD luego de 10 semanas de dieta (n=5). E. Niveles del ARNm de Sirt6 y Tnfa del tejido adiposo de ratones ND y WD luego
de 10 semanas de dieta (n=7). F. Niveles del ARNm de Sirt6 y Tnfa de la FEV del tejido adiposo de ratones ND y WD luego de
10 semanas de dieta (n=7). G. WB representativo de TNFa donde se comparan la FEV en ND versus WD. En los gréaficos se
representan las medias + SEM. *p<0,05, *p<0,01, ***p<0,001, ****p<0,0001.

Los resultados obtenidos de la citometria de la FEV de animales bajo ND y WD
muestran un menor reclutamiento de células SIRT6" en la poblacion inmune definida
por CD45*CD11*F4/80* en ratones WD, si se los compara con los ND (Fig.23B). A
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pesar de ello, la GMFI de SIRT6 medida en esta poblacién es significativamente
mayor que la de los ND (Fig.23C). Siguiendo el andlisis de las fracciones, la poblacion
de células definidas como CD45™ que incluye las células de la FEV que no son
leucocitos, también tiene un porcentaje menor de células SIRT6" en WD (Fig.23D),

sin embargo, esta poblacion tiene una menor intensidad de fluorescencia de SIRT6
(Fig.23E).
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Figura 23. La poblacion de macrofagos del tejido adiposo presenta una mayor intensidad de SIRT6 en los ratones que
fueron sometidos a WD. A. Estrategia de seleccion empleada para definir los macréfagos del tejido adiposo y evaluar en ellos
SIRT6. B. Porcentajes de células SIRT6" dentro de la poblacion definida por CD11b*F4/80*. C. Media de Fluorescencia
Geométrica para SIRT6 dentro de la poblacién CD11b*F4/80*. D. Porcentajes de células SIRT6"* dentro de la poblacién definida
por CD45'. E. Media Geométrica de la Intensidad de Fluorescencia para SIRT6 dentro de la poblacién CD45  (n=5). En los
gréficos se representan las medias + SEM. *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001, ****p<0,0001.

Asi, la FEV presenta mayor intensidad en la poblacion de macrofagos definido por
CD11b*F4/80*, hecho que sugiere una mayor expresion de la proteina que podria
correlacionarse, al menos en parte, con los incrementos a nivel mensajero observados
en la FEV (Fig.22F). La menor proporcion de células SIRT6* en la FEV de los ratones
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en WD, no era un resultado esperado, quizas la utilizacion de otros marcadores nos
permitan identificar en mas detalle cuales son los macrofagos que estan
contribuyendo a los incrementos observados en la GMFI.

Finalizamos entonces el OE2, mostrando una vez mas que los incrementos de SIRT6
in vitro, se recapitulan in vivo, lo cual nos impulsé a realizar un modelo murino para
comprender con mayor profundidad el rol de SIRT6 in vivo. De esta forma, llegamos
al OE3, el cual consisti6 en generar un modelo animal transgénico tejido-especifico
KO para SIRT6 en macréfagos y realizar una caracterizacion inicial del mismo en el
contexto de inflamacion inducida por obesidad.

Para cumplir este objetivo, como ya se detallé previamente en materiales y métodos,
se adquirieron dos ratones cuyo cruce nos permitio obtener el genotipo deseado.
Debido a que el fondo genético de los mismos era diferente, en primer lugar,
realizamos 10 retro cruzas por C57BL/6J. Estas fueron necesarias para poder realizar
los experimentos de WD en las mismas condiciones en que se realizé el OE2.
Realizadas las retro cruzas y obtenido el raton Sirt6'™”'o®:Cre+, con macréfagos
SIRT6 KO e inducible por tamoxifeno, se procedio a caracterizarlo y ajustar las dosis
de tamoxifeno necesarias para inducir la delecién de SIRT6 en macréfagos. El primer
abordaje que utilizamos fue el cultivo de macrofagos de médula ésea BMDM, de
ratones Sirt6'*P1oxP:Cre+ y la adicion al cultivo de 4-OH-Tamoxifeno. La adicion de
este compuesto a una concentracion de 2uM en el medio de cultivo género una
disminucion de la expresion de SIRT6 en los macréfagos tratados medido por WB
(Fig.24A), que ademas se reflejaba en los niveles de mensajero de Sirt6 (Fig.24B).
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Figura 24. Los macréfagos diferenciados de Médula Osea de ratones Sirt6'>®'®:Cre+ escinden SIRT6 en respuesta al
4-OH-Tamoxifeno. A. WB representativo de SIRT6 donde se comparan BMDM con y sin 4-OH-Tamoxifeno (2uM). B. Niveles
del ARNm de Sirt6 donde se comparan BMDM con y sin 4-OH-Tamoxifeno (2uM). En el gréafico se representan las medias +
SEM. *p<0,05.
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Figura 25. Los macréfagos CD19*CD11b*F4/80" del peritoneo de ratones Sirt6'>""°*P;Cre+ tratados con Tamoxifeno
presenta una menor intensidad de SIRT6. A. Esquema de la forma de administracion de Tamoxifeno en ratones
Sirt6'>™o® Cre+ y sus controles Sirt6'**'°*P;Cre- (n=7 y n=6, respectivamente). B. Porcentajes de células SIRT6* dentro de la
poblacion de macrdfagos del peritoneo, definida como CD19*CD11b*F4/80°. C. Media Geométrica de la Intensidad de
Fluorescencia para SIRT6 dentro de la poblacion de macréfagos CD19*CD11b*F4/80°. D. Porcentajes de células SIRT6* dentro
de la poblacién definida como CD19*CD11b*F4/80"". E. Media Geométrica de Fluorescencia para SIRT6 dentro de la poblacion
de macréfagos CD19*CD11b*F4/80". F. Estratégia de seleccion empleada para definir las poblaciones de macréfagos de la
cavidad peritoneal y evaluar en ellos la expresion de SIRT6. G. Porcentajes de células SIRT6* y Media Geométrica de la
Intensidad de SIRT6, dentro de la poblacién de linfocitos B, definida como CD19*. H. Estratégia de seleccion empleada para
definir los linfocitos B de la cavidad peritoneal y evaluar en ellos SIRT6. I. Concentracién de TNFa obtenido del lavado del
peritoneo de ratones Sirt6'>?'°*P; Cre+ y sus controles Sirt6'**'°*P: Cre- (n=4). En los gréficos se representan las medias + SEM.
*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001, ****p<0,0001.

Confirmada la escision de SIRT6 en los BMDM del raton Sirt6'©P/oxP:Cre+ en cultivo,
guisimos confirmar la escision del gen en los macréfagos in vivo mediante el andlisis
por citometria de los macréfagos peritoneales. Para ello, realizamos un protocolo de
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administracion de Tamoxifeno, que se muestra en la Fig.25A (detallado previamente
en materiales y métodos). Del lavado del peritoneo de ratones no estimulados
sometidos al tratamiento con Tamoxifeno realizamos citometria de flujo diferenciando
macréfagos CD19*CD11b*F4/80M" y CD19*CD11b*F4/80'°. A pesar de no encontrar
diferencias en la cantidad de células SIRT6* evaluadas en ambas poblaciones de
macrofagos, si se lograron ver diferencias significativas entre las GMFI de ratones
Sirte'oxPoxP-Cre+ y sus controles Sirt6'>"'oxP:Cre-, teniendo estos Ultimos mayores
niveles de intensidad media (Fig.25B-E). En contraposicion, el conjunto de la
poblacion de células englobadas dentro de CD19*, la cual incluye otras células
inmunes como los Linfocitos B, no presenta diferencias ni en porcentaje, ni en
intensidad media entre ratones Sirt6'>"°oP:Cre+ y sus controles Sirt6'™x*1oxP:Cre-
(Fig.25G). Tal como se puede apreciar en la estrategia de seleccidbn empleada
(Fig.25F), la poblacion mayoritaria de macrofagos es la sefialada con el nimero 2
(Fig.25), CD19*CD11b*F4/80", la cual constituye la poblacion residente del peritoneo.
Al ser un peritoneo no estimulado, es de esperar la poca cantidad de macréfagos
infiltrantes, sefialados en la figura como la poblacion 1, CD19*CD11b*F4/80'°. Ambas
poblaciones de macréfagos responden al Tamoxifeno, no observandose efectos ni
diferencias sobre la concentracion de TNFa en el peritoneo (Fig.25I).

Estudiamos también los parametros fisioldgicos de los ratones Sirt6'*"1oxP:Cre+ y sus
controles Sirt6'>"1oxP-Cre-, los cuales fueron alimentados con dieta estandar no
encontrando diferencias en la cantidad de monocitos, neutréfilos, linfocitos, eosindfilos
y basdéfilos en sangre periférica (Fig.26A), tampoco en los niveles de glucosa en
ayuno (Fig.26B), ni en el peso corporal (Fig.26C).
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Figura 26. Los parametros fisiolégicos de leucocitos en sangre, glucosay peso son iguales en ratones Sirt6'>"°x?;Cre+
y sus controles Sirt6'™™"°xP:Cre- alimentados con ND. A. Hemograma realizado de sangre periférica obtenida por sangrado
submandibular de ratones Sirt6'°”°";Cre+ y sus controles Sirt6'>®'>®;Cre- en dieta normal. B. Glucemia basal medida en
ayuno en ratones Sirt6'°”'°"; Cre+ y sus controles Sirt6'>?'°*?; Cre- en dieta normal. C. Peso de ratones Sirt6'°”'°*;Cre+y sus
controles Sirt6'*™'°x*;Cre- en dieta normal.(n=6) En los graficos se representan las medias + SEM. *p<0,05, **p<0,01,
***n<0,001, ****p<0,0001.

Finalizando este objetivo, resta analizar el comportamiento de los ratones
Sirte'oxPloxP-Cre+ y sus controles Sirt6'>PoxP;Cre- al ser sometidos a una dieta WD
durante 10 semanas. A partir de la semana 8, se realizaron inyecciones sucesivas de
Tamoxifeno con el fin de analizar si la escision de SIRT6, luego del desarrollo de
obesidad, genera la reversion del fenotipo metabdlico desarrollado por la WD. Los
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ratones luego de la primera semana de dieta comenzaron a ganar peso
significativamente, mostrando un peso siempre mayor al del inicio del tratamiento.
Respecto a la ganancia de peso el grupo de ratones Sirt6'°F1oxP:Cre+ no se diferencio
de sus controles Sirt6'PoxP:Cre- (Fig.27A). La glucemia basal de los ratones
Sirte'oxPoxP-Cre+ y sus controles Sirt6'PoP:Cre- en ND no present6 diferencias
significativas, tal como vimos en la figura Fig.26B. Luego de transcurridas 6 semanas
de dieta WD los ratones aun no habian desarrollado hiperglucemia y tampoco
mostraban diferencias entre ellos. Finalmente, luego de 2 semanas de inyecciones de
tamoxifeno y alcanzada la semana 10 de WD, los ratones controles desarrollaron
hiperglucemia diferenciandose significativamente de ellos mismos en las dos medidas
previas de glucosa en sangre, asi como de los ratones Sirt6'*"1oxP:Cre+. La glucemia
de estos ultimos permanecio igual durante todo el tratamiento (Fig.27C).

Referente a la evaluacion del panel hepatico y renal y focalizandonos en ALT y CRE,
gue habiamos observado alteradas a causa de la WD (Fig.22D), se vuelve a observar
una menor incidencia de la dieta WD sobre estas en los ratones Sirt6'>®1o®;Cre+. Los
niveles de ALT y CRE son significativamente menores en los ratones Sirt6'oF/oxP:Cre+
en comparacion con los controles (Fig.27F). Finalmente, el hemograma realizado en
la sangre periférica, muestra niveles significativamente menores de leucocitos en la
sangre de ratones Sirt6'°P1oxP:Cre+, con excepcioén de los basdfilos que no presentan
diferencias (Fig.27C). Si comparamos estos valores con los obtenidos en la Fig.22C,
los valores de los ratones Sirt6'>FoxP:Cre- son mas similares a los de WD vy los
Sirt6'oP1oxP-Cre+ se asimilaron a los ND. En concordancia, el lavado del peritoneo de los
ratones Sirt6'>*°o**:Cre+ presentdé menor TNFa en comparacién con sus controles (Fig.27D).
Los niveles de TNFa en el plasma obtenidos de ambos ratones dieron por debajo de los
niveles de deteccion. En suma, los ratones Sirt6'>°x*:Cre+ estan menos afectados por los
efectos de la WD gue sus controles, al menos en estas condiciones experimentales.
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Figura 27. Los parametros metabdlicos e inflamatorios de ratones Sirt6'>*P'°*P;Cre+ en WD revierten los efectos de la
dieta. A. Ganancia de peso de ratones Sirt6'°”°*";Cre+ y sus controles Sirt6'>”'°x*;Cre- alimentados con WD (n=9 y n=8,
respectivamente). B. Imagen de los ratones Sirt6'™"°x*;Cre+ y sus controles Sirt6'>”'°xP:Cre-. C. glucemia basal medida en
ayuno en ratones Sirt6'>”'°": Cre+ y sus controles Sirt6'>®'°*?;Cre- en ND, previo a la administracién de Tamoxifeno y luego de
esta. D. Hemograma realizado de sangre periférica obtenida por sangrado submandibular de ratones Sirt6'°*”'°x";Cre+ y sus
controles Sirt6'™*°*":Cre- luego de 10 semanas de dieta. E. Concentracion de TNFa obtenido del lavado del peritoneo de
ratones Sirt6'"™°x*;Cre+ y sus controles Sirt6'°*”'°x*;Cre- (n=4). F. Parametros hepaticos y renales medidos en la sangre de
ratones Sirt6'*™°"; Cre+ y sus controles Sirt6'**°*P:Cre-. En los graficos se representan las medias + SEM. *p<0,05, **p<0,01,

***p<0,001, ***p<0,0001.
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Acute and chronic inflammations are key homeostatic events
in health and disease. Sirtuins (SIRTs), a family of NAD-
dependent protein deacylases, play a pivotal role in the regula-
tion of these inflammatory responses. Indeed, SIRTs have
anti-inflammatory effects through a myriad of signaling cascades,
including histone deacetylation and gene silencing, p65/RelA
deacetylation and inactivation, and nucleotide-binding oligo-
merization domain, leucine rich repeat, and pyrin domain-con-
taining protein 3 inflammasome inhibition. Nevertheless, recent
findings show that SIRTs, specifically SIRT6, are also necessary
for mounting an active inflammatory response in macrophages.
SIRT6 has been shown to positively regulate tumor necrosis
factor alpha (TNFa) secretion by demyristoylating pro-TNFa in
the cytoplasm. However, how SIRT6, a nuclear chromatin-
binding protein, fulfills this function in the cytoplasm is
currently unknown. Herein, we show by Western blot and
immunofluorescence that in macrophages and fibroblasts there is
a subpopulation of SIRT6 that is highly unstable and quickly
degraded via the proteasome. Upon lipopolysaccharide stimula-
tion in Raw 264.7, bone marrow, and peritoneal macrophages,
this population of SIRT6 is rapidly stabilized and localizes in the
cytoplasm, specifically in the vicinity of the endoplasmic reticu-
lum, promoting TNFa secretion. Furthermore, we also found that
acute SIRT6 inhibition dampens TNFa secretion both in vitro
and in vive, decreasing lipopolysaccharide-induced septic shock.
Finally, we tested SIRT6 relevance in systemic inflammation us-
ing an obesity-induced chronic inflammatory in vivo model,
where TNFa plays a key role, and we show that short-term genetic
deletion of SIRT6 in macrophages of obese mice ameliorated
systemic inflammation and hyperglycemia, suggesting that
SIRT6 plays an active role in inflammation-mediated glucose
intolerance during obesity.

* For correspondence: Carlos Escande, escande@pasteur.edu.uy.
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Sirtuins (SIRTs) are NAD*-dependent deacylases that
display key regulatory functions in metabolism regulation,
cancer, aging, and inflammation (1, 2). In mammals, the family
of SIRTs includes seven members (SIRT1-7), with different
functions and specific subcellular localizations. SIRT1, SIRT6,
and SIRT7 are mainly nuclear proteins; SIRT3-5 localize in
the mitochondria, whereas SIRT2 is mainly a cytoplasmic
SIRT (3). For a long time, it was believed that the distinct
subcellular localization was a signature function for each SIRT.
However, accumulated evidence has proven that indeed some
SIRTs can shuttle among different cellular compartments
depending on specific cues. This is well established for SIRT1
(4), SIRT2 (5), and SIRT3 (6). Despite being traditionally seen
as an exclusively nuclear protein, recent evidence suggests that
SIRT6 also has cytoplasmic functions (7-10).

In the nucleus, SIRT6 plays determinant roles in meta-
bolism, genomic stability and aging, and cancer (11). SIRT6
functions mainly as a histone deacetylase (12) and by that
means as a regulator of gene expression and genomic stability
(11). SIRT6 has poor NAD*-dependent deacetylating activity
in vitro, although this activity is potentiated in the presence of
purified and assembled nucleosomes (13). Interestingly, the
SIRT6 catalytic pocket accommodates long-chain fatty acids,
which stimulate the deacetylase activity (14). More recently,
we have shown that long-chain nitro fatty acids potentiate
SIRT6 deacetylase activity even in the presence of long-chain
fatty acids (15), suggesting that fatty acids are important
players in the regulation of SIRT6. Notably, recent findings
show that in cultured macrophages and mouse embryonic fi-
broblasts (MEFs), SIRT6 efficiently removes fatty acid groups
from proteins. In fact, it was shown that SIRT6 removes
myristoyl groups from pro-tumor necrosis factor alpha
(TNFa) in the endoplasmic reticulum (ER) during lipopoly-
saccharide (LPS)-mediated acute inflammatory response (7, 8).
Deletion of SIRT6 impairs TNFa secretion, targeting the
protein to lysosomal degradation (7, 8). How SIRT6 localizes
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to the cytoplasm during this acute inflammatory response is
currently unknown. Importantly, although the cytoplasmic
localization of SIRTS is linked to a proinflammatory function,
its role in the nucleus is more complex. It was shown that
SIRT6 silences NFkB-dependent transcription (16). On the
contrary, in pancreatic cancer cells, SIRT6 overexpression in-
creases Ca”* influx indirectly, leading to nuclear factor of
activated T cell-dependent TNFa and interleukin 8 induction
(9). This suggests that the role of SIRT6 during inflammation
is complex and probably under tight spatiotemporal regula-
tion, although the evidence in this sense is scarce. Even more,
whether SIRT6 regulates TNFa secretion in vivo during
inflammation is not known. The possible implications of this
regulation go beyond LPS-mediated acute inflammation, since
macrophage-derived TNFa is also a driving force for chronic
inflammation, glucose intolerance, and tissue damage during
obesity (17, 18).

Herein, we show that in macrophages and fibroblasts, LPS
treatment promotes a rapid increase in SIRT6 expression that
is independent of transcription. Inhibition of the ubiquitin
proteasome and blocking of protein synthesis revealed that
there is a subpopulation of SIRT6 that is highly unstable. Upon
LPS stimulation, SIRT6 is rapidly stabilized in the cytoplasm,
locates to the ER, and promotes TNFa« secretion. Acute SIRT6
inhibition dampened TNFa secretion both in vitro and in vivo,
showing that SIRT6 is a positive regulator of TNF« secretion
in vivo. In fact, acute SIRT6 inhibition ameliorated LPS-
dependent septic shock. Finally, we show that time-
controlled genetic deletion of SIRT6 in macrophages of
obese mice decreased obesity-dependent TNFa secretion and
ameliorated systemic inflammation and hyperglycemia, sug-
gesting that SIRT6 plays an active role in inflammation-
mediated glucose intolerance after the onset of obesity.

Results

SIRT6 is rapidly upregulated in response to LPS in
macrophages

In order to gain insight into how SIRT6 is regulated during
acute inflammatory response, we treated Raw 264.7 macro-
phages with LPS (200 ng/ml) for different periods. We found
that LPS promoted a fast increase in SIRT6 protein levels that
became significant as early as 1 h after stimulation (Fig. 1, A
and B). This SIRT6 accumulation was time dependent and
continued to rise for up to 24 h after LPS stimulation (Fig. 1, C
and D). Surprisingly, the increase in protein expression was
not preceded by changes in mRNA (Fig. 1E). Based on these
results, we sought to determine if SIRT6 could be subject to
post-transcriptional regulation, leading to a fast upregulation
during inflammatory response. For that, we treated Raw
264.7 cells with LPS with the proteasome inhibitor MG132 and
with the protein synthesis inhibitor cycloheximide (CHX) for a
short period (1 h). We found that MG132 led to a fast and
comparable increase in SIRT6 protein (Fig. 1, F and G). On the
contrary, inhibition of protein synthesis with CHX generated a
time-dependent decrease in SIRT6 protein levels (Fig. 1, H and
I). Time response experiments with CHX and MG132 showed

2 J. Biol. Chem. (2022) 298(3) 101711

that in macrophages SIRT6 has a short half-life (~3 h, Fig. 1)).
The fast upregulation of SIRT6 protein levels in response to
LPS treatment was coincidental with the increase in TNFa
synthesis and secretion (Fig. 1, K—M). Similar results were
obtained using MEFs. In these cells, LPS led to a rapid increase
in SIRT6 protein levels independently of mRNA, and this
SIRT6 protein increase was sensitive to MG132 and CHX.
Furthermore, incubation of cells with combination of LPS and
MG132 produced similar changes as either stimuli alone,
suggesting that the same pool of SIRT6 is being regulated by
both compounds (Fig. S1).

Upon LPS stimulation, stabilized SIRT6 localizes in the nucleus
and cytoplasm

Next, we determined the subcellular localization of SIRT6
during LPS-induced macrophage activation. Subcellular frac-
tionation showed that LPS promoted a clear upregulation of
SIRT6 in the cytoplasm and also to some extent in the nucleus
(Fig. 2, A and B). Immunofluorescence analysis and quantita-
tion on Raw 264.7 cells and in bone marrow—derived macro-
phages (BMDMs) showed that LPS led to an accumulation in
SIRT6 both in the nucleus and cytoplasm (Figs. 2, C—E and
S2). The specificity of the cytoplasmic signaling of SIRT6 was
validated by siRNA-mediated SIRT6 knockdown (Fig. S2). The
increase in SIRT6 cytoplasmic signal was statistically signifi-
cant 1 h after treatment and remained high for up to 24 h
(Fig. 2E). Since it has been proposed that cytoplasmic SIRT6 is
necessary for TNFa secretion (7, 8), we sought to determine if
rapid cytoplasmic SIRT6 upregulation could play a role in this
pathway. TNFa is synthesized and secreted by the classical
secretory pathway. Once in the ER, the cytoplasmic tail of
TNFa has to be demyristoylated by SIRT6 in order to avoid
being targeted to lysosomes and instead traffic to the cell
surface (8). We measured TNFa« in the cells in response to
LPS, and similar to SIRT6, we found an increase in its cyto-
plasmic staining 1 h after LPS treatment, remaining high even
24 h later (Fig. 2F). Next, we aimed to determine if the increase
in cytoplasmic SIRT6 corresponded with an ER accumulation
of the protein. We labeled the ER with ER-Tracker Red Dye
(Fig. 2G) and then measured the amount of SIRT6 in the ER
area. We found that upon LPS treatment, SIRT6 readily
accumulated in the ER area within 1 h of LPS treatment
(Fig. 2H), coincidental with TNFa increase (Fig. 2F). Further-
more, we measured the Mander’s overlap coefficient and found
that LPS treatment led to an increase in the localization of
SIRTS into the ER (Fig. 2I).

Acute SIRT6 inhibition decreases TNFa secretion without
affecting its intracellular expression

In order to determine if SIRT6 stabilization and cytoplasmic
localization was directly linked to TNFa secretion, we treated
cells with the recently described (19) SIRT6 inhibitor 2,4-
dioxo-N-[4-(pyridin-3-yloxy)phenyl]-1,2,3,4-tetrahydroquinazo
line-6-sulfonamide (compound 1). Since chronic SIRT6 dele-
tion promotes TNFa transcription (Fig. S2), we sought to
minimize this effect by treating cells acutely with compound 1,
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together with LPS stimulation. LPS-dependent intracellular
TNFa protein levels were not affected by the inhibitor, as
immunofluorescence staining showed similar staining and
distribution of intracellular TNF« in response to LPS in the
presence or the absence of compound 1 (Fig. 34). A basal
TNFa signal could be detected in some cells, an effect that
could be attributed to the dimethyl sulfoxide (DMSO) treat-
ment, since it was also seen in control cells (Fig. 34). We
further confirmed these results by Western blot, where we
found that the SIRT6 inhibitor did not significantly affect
intracellular TNFa levels in response to LPS (Fig. 3, B and C).
However, when we measured the amount of TNFa« secreted to
the cellular medium, we found that inhibition of SIRT6
significantly reduced the LPS-mediated TNFa secretion
(Fig. 3D), supporting our hypothesis that rapid upregulation of
cytoplasmic SIRT6 accumulation and localization to the ER in
response to LPS is necessary of TNFa secretion. Similar results
for TNFa secretion were obtained in MEFs (Fig. S2).

Acute SIRT6 inhibition in vivo inhibits LPS-induced TNFa
secretion and reduces septic shock

The effects of SIRT6 inhibition in systemic inflammation are
varied and sometimes opposite. While genetic, chronic SIRT6
inhibition in macrophages promotes inflammation and insulin
resistance (20), pharmacological inhibition of SIRT6 amelio-
rates glucose intolerance during diet-induced obesity (DIO)
(19). In the same line, recent findings in an experimental
autoimmune encephalomyelitis (EAE) model show that acute
pharmacological SIRT6 inhibition decreases TNFa secretion
(21). Since nuclear and cytoplasmic SIRT6 seem to play
opposite roles in relation to TNFa« secretion and inflammation,
dissecting in vivo effects may need to consider the time frame
during which SIRT6 activity is predominant. First, we sought
to determine if SIRT6 was acutely upregulated during
inflammation in vivo. For this purpose, we treated mice with
LPS (10 mg/kg, IP) for 2 h and then isolated the peritoneal
cavity cells and lavage fluid. Expression profile from total
peritoneal cavity cell fraction showed no changes in SIRT6
mRNA (Fig. 44). As expected, TNFa secretion into peritoneal
cavity fluid was significantly upregulated by the treatment with
LPS (Fig. 4, B and C). Next, we analyzed SIRT6 protein levels
in macrophages from the peritoneal cavity by flow cytometry
(Fig. 4, D-H). In the case of CD11b"F4/80" (recruited) mac-
rophages, LPS did not affect SIRT6 protein levels, either in the
percent of SIRT6-positive cells (Fig. 4E) or in SIRT6 fluores-
cence intensity (measured as geometric mean fluorescence
intensity in SIRT6" cells) (Fig. 4F). However, when we
analyzed CD11b*F4/80™ (resident) macrophages, we found
that LPS led to a significant increase in both SIRT6-positive
cells (Fig. 4G) and SIRT6 fluorescence intensity within those
cells (Fig. 4H). Immunofluorescence analysis of the SIRT6
subcellular localization in the peritoneal cavity cellular fraction
showed a significant increase in SIRT6 staining both in the

nucleus and in the cytoplasm after LPS treatment (Fig. 5, A—
C). The effect of cytoplasmic SIRT6 accumulation in vivo
during LPS stimulation was further confirmed in
thioglycollate-elicited macrophages (Fig. 5, D and E). Finally,
we investigated if acute SIRT6 inhibition decreased the LPS-
dependent inflammatory response and septic shock in vivo.
We treated mice with LPS (20 mg/kg) or LPS + compound 1
(30 mg/kg) for 2 h and found that SIRT6 inhibition completely
blocked acute TNFa secretion in vivo (Fig. 5F). Consistent with
this, SIRT6 inhibition modestly decreased LPS-induced septic
shock and mortality (Fig. 5, G and H) and systemic effect of
SIRT6 during the acute inflammatory response.

Genetic deletion of SIRT6 in macrophages ameliorates
systemic inflammation and hyperglycemia in obese mice

It is well established that chronic inflammation is a major
driving force for the deleterious effects of obesity and has been
directly linked to the progression of hyperglycemia, insulin
resistance, nonalcoholic fatty liver disease, and atherosclerosis
(22). In fact, TNFa has been unequivocally linked to these
phenomena (17, 18, 23, 24). To test the possible role of SIRT6
on TNFa secretion after the onset of chronic inflammation
during obesity, we developed a genetic mouse model for
inducible SIRT6 deletion in macrophage colony-stimulating
factor receptor 1 (Csflr)—positive macrophages. For this pur-
pose, we crossed Sirt6'*?1°P x Csflr-Mer-iCre-Mer mice and
put them on a C57BL6/] background (Sirt6'>*?** Cre+; see
methods for detailed mouse generation and background ho-
mogenization). The effectiveness of tamoxifen-induced SIRT6
deletion in macrophages was first determined in BMDM
in vitro (Fig. 6, A and B). Next, we treated Sirt6'®/*?,Cre—
and Sirt6®"*P,Cre+ with tamoxifen (50 mg/kg/day) for
1 week before analyzing circulating monocytes, neutrophils,
basophils, eosinophils, and lymphocytes (Fig. 6C) as well as
basal glucose levels and body weight (Fig. 6, D and E). We
found no significant difference among genotypes treated with
tamoxifen when the mice were on normal chow. Furthermore,
we measured secreted TNFa in the peritoneal cavity and found
no differences among genotypes (Fig. 6F). In summary,
tamoxifen treatment led to a significant decrease in SIRT6
expression in macrophages, without affecting inflammation or
glucose management when mice were fed on normal chow.

Next, we used the extensively analyzed DIO model of sys-
temic inflammation and glucose intolerance in C57BL6/] mice
as previously described (25, 26). Mice were fed with a
Western-style diet for 10 weeks. During that period, mice
consistently became obese (Fig. 74) as well as developed hy-
perglycemia (Fig. 7B) and systemic inflammation (Fig. 7C).
Based on our results and previous work, we hypothesized that
constitutive and time-controlled SIRT6 deletion or inhibition
can lead to different outcomes in terms of systemic inflam-
mation. Taking this into consideration, we decided to induce
SIRT6 deletion in macrophages for a short period, and after

mRNA levels in Raw 264.7 cells exposed to LPS (200 ng/ml) for 1 h. L, densitometry readings of TNFa relative to tubulin of WB showed in A and its replicates.

M, rel d TNFa levels

d by ELISA in the supernatant of Raw 264.7 cells exposed to LPS (200 ng/ml) for 1 h. Data represent mean + SD, *p < 0.05,

**p < 0.01, **p < 0.001,and ***p < 00.001. All experiments were repeated four times. LPS, lipopolysaccharide; SIRTS, sirtuin 6; TNFa, tumor necrosis factor

alpha.
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Figure 2. LPS pr SIRT6 cytopl ic and ER acc lation in macrophages. A, representative Western blot of SIRT6 in cytoplasmic and nuclear
fractions from Raw 264.7 cells incubated with LPS (200 ng/ml) for 1 h. Tubulin and H3 were used as markers for cytoplasmic and nuclear fractions,
respectively. B, densitometry analysis of SIRT6 expression in the conditions described in A. C, representative inmunofluorescence (IF) confocal images of
Raw 264.7 cells incubated with LPS (200 ng/ml) for 1 and 24 h. Cells were labeled with DAPI (gray), SIRT6 (green), and TNFa (cyan). Right panel shows IF
control with no primary antibody. The insets represent the magnification of the framed nuclei. White arrows indicate cytoplasmic SIRT6 accumulations, and
red arrows indicate nuclear SIRT6. The scale bar represents 10 um. D and E, mean fluorescence intensity quantification in nuclear (D) and cytoplasmic (£)
SIRT6 signals in response to LPS treatments. F, mean fluorescence intensity quantification of TNFa in the cytoplasm. G, representative IF of Raw 264.7 cells
exposed to LPS (200 ng/ml) for 1 and 24 h staining SIRT6 (green) and ER (white). White arrows indicate SIRT6 accumulations to the ER. The scale bar
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that mice became obese. We put them on Western diet (WD)
and followed weight gain for 10 weeks. Sirt6'“®"**?;Cre— and
Sirt6®*®,Cre+ mice gained weight in a similar manner
(Fig. 7, D and E). Between weeks 8 to 9 of WD, we treated
them with tamoxifen. We found that SIRT6 deletion in mac-
rophages partially protected mice against systemic inflamma-
tion (Fig. 7F). Consistent with this, we also found a significant
protection against hyperglycemia (Fig. 7G), strongly suggesting
that conditional SIRT6 deletion in macrophages once obesity
is established prevents systemic inflammation and hypergly-
cemia. We measured TNFa levels in plasma, but even in the
mice on WD, we could not detect measurable levels of the
cytokine. As a proof of principle, we turned to measure TNFa
levels in the peritoneal cavity of the obese Sirt6'™®/**®;Cre—
and Sirt6'™?**?,Cre+ mice treated with tamoxifen. We found
that Sirt6'™P"*P;,Cre— mice had significantly higher levels of
secreted TNFa in the peritoneal cavity than Sirt6'®/**P;Cre +

mice (Fig. 7H), confirming that SIRT6 deletion in macrophages
ameliorates TNFa secretion in vivo during obesity. Finally, we
measured liver and kidney function and found a mild, although
significant, protection against liver and kidney damage (Fig. 7,1
and J and Table S1).

Discussion

SIRTs play a myriad of protective roles in metabolism,
cell cycle regulation and cancer, aging, and inflammation.
While SIRTs, especially SIRT1 and SIRT6, seem to have
anti-inflammatory functions by silencing NFxB-dependent
gene expression in the nucleus (1), recent evidence shows
that, at least in macrophages, fibroblasts (7, 8), and dendritic
cells (27), SIRT6 can have different, and even opposite,
functions in regulating inflammation. How the cell manages
SIRT6 activity and localization in order to orchestrate these
a priori opposite actions is not completely understood. The

represents 10 pm. H, SIRT6 mean fluorescence intensity quantification in ER regions. /, Manders M1 coefficient value in Raw 264.7 cells exposed to LPS
(200 ng/ml) for 1 and 24 h. Data represent mean + SD, *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001, and ***¥*p < 00.001. All experiments were repeated four times.
DAPI, 4’ 6-diamidino-2-phenylindole; ER, endoplasmic reticulum; LPS, lipopolysaccharide; SIRTS, sirtuin 6; TNFa, tumor necrosis factor alpha.
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alpha.

fact that the proinflammatory and anti-inflammatory actions
of SIRT6 occur in different subcellular compartments
(cytoplasm and nucleus, respectively) suggests that protein
compartmentalization may play a role in this phenomenon.
Previous work has shown that during LPS treatment, SIRT6
appears to cosediment with the ER fraction upon subcellular
fractionation (7). However, how SIRT6 ends up in the
cytoplasm during this response is not established. Also, until
now, evidence for the proinflammatory function of SIRT6
through positive regulation of TNFa secretion has been
focused on cell culture experiments, with limited experi-
mental in vivo support. In this work, we intended to shed
light on these questions.

SZASBMB

LPS promoted rapid SIRT6 upregulation that was not
dependent on transcription but on protein stabilization
instead. It has been shown that SIRT6 protein levels and ac-
tivity is regulated by ubiquitination and proteasome-
dependent degradation. In particular, it has been shown that
the ubiquitin ligase carboxyl terminus of Hsp70-interacting
protein (CHIP) stabilizes SIRT6 and prevents proteasomal
degradation by noncanonical ubiquitination (28). On the other
hand, ubiquitin-specific peptidase 10 promotes SIRT6 stabili-
zation by preventing ubiquitination and degradation (29).
Interestingly, these previous reports show an important dif-
ference in the half-life of the protein, going from 1 to 2 h to 24
to 48 h, suggesting that the stability of SIRT6 may be
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differentially regulated in different cellular types and contexts.
Our results in vivo are aligned with these reports, since we
showed an increased SIRT6 level in CD11b*F4/80™ (resident)
peritoneal macrophages in response to LPS but not in

8 J Biol. Chem. (2022) 298(3) 101711

CD11b*F4/80" (recruited) peritoneal macrophages, suggesting
that SIRT6 acute regulation may differ among macrophage
subtypes. The ubiquitin ligase CHIP has been linked to LPS-
dependent signaling and inflammatory response in
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Figure 6. Tamoxifen-induced SIRT6 deletion in macrophages does not affect systemic inflammation and glucose management in lean mice.

A, representative Western blot showing the effect of 4-OH-tamoxifen

(2 uM;
mice. B, Sirt6 mRNA levels in BMDM isolated and cultured from Sirt6'°"’"l'°"’2£re+ mice and exposed to 4-OH-tamoxifen.
Sirt6'>*"1o*P.Cre+ and Sirt6'™*'*P:Cre— mice after tamoxifen treatment. D, basal glycemia of Sirt6'*1°.Cre+ and Sirt6'™

on SIRT6 protein levels in BMDM isolated and cultured from Sirt6'>*19® Cre4
(%/Peripheral blood cell count in
loxP.Cre— mice after tamoxifen

treatment. £, body weight of Sirt6'>"'*P.Cre+ and Sirt6'™"'*P:Cre~ mice after tamoxifen treatment. F, released TNFa levels measured by ELISA in the

peritoneal lavage of Sirt6

*Cre+ and Sirt6'™"**P:Cre— mice after tamoxifen treatment. Data represent mean + SD, *p < 0.05, *p < 0.01, **p < 0.001,

and **p < 00.001. BMDM, bone marrow-derived macrophage; SIRT6, sirtuin 6; TNFa, tumor necrosis factor alpha.

macrophages (30), and it also regulates SIRT6 stability in
MEFs (28), suggesting that this ubiquitin ligase is a good
candidate to mediate LPS-dependent SIRT6 stabilization.
SIRT6 protein stabilization by LPS led to clear increase in
cytoplasmic and specifically ER localization of the protein.
However, we also found a rapid increase in nuclear SIRT6.
Whether SIRT6 nuclear accumulation is a result of cyto-
plasmic SIRTS stabilization and nuclear leakage, or because of
specific nuclear stabilization, remains to be studied. Recent
evidence shows that the ubiquitin proteasome machinery is
present in the nucleus (31, 32), so a specific nuclear regulation
of SIRT6 stability is plausible. It has been recently proposed
that SIRT6 can be moved to the cytoplasm by p62 during
cadmium-induced cellular toxicity (10). Although we cannot
rule out a nuclear—cytoplasmic shuttling of SIRT6 and cyto-
plasmic accumulation during LPS stimulation, the kinetics of
nuclear and cytoplasmic accumulation suggest otherwise.
‘While cytoplasmic SIRT6 upregulation peaked at 1 h post-LPS
incubation and remained constant until 24 h later, nuclear
SIRT6 continued to accumulate even after 24 h. This supports
the notion that upon LPS stimulation, SIRT6 is stabilized in
the cytoplasm for the duration of the stimulus, leading to a
continuous leak into the nucleus regulated by the nuclear
localization signal in SIRT6. Accumulated cytoplasmic SIRT6
showed an enrichment in the ER area, consistent with our
hypothesis that SIRT6 stabilization plays a role in TNFa
demyristoylation as previously shown (7). In fact, SIRT6 in-
hibition decreased TNFa secretion without clearly affecting
intracellular protein levels, although important variability was
observed. This variability could be explained by fast degrada-
tion because of SIRT6 inhibition (8). It is important to mention

ZASBMB

that not all cytoplasmic SIRT6s localized to the ER. Whether
the remaining cytoplasmic SIRT6 plays a different role in the
cytoplasm, or is just a bystander of the actual regulatory role of
the protein in TNFa secretion, could not be sorted out.
Nevertheless, clarification of this issue will deserve further
investigation.

While it was very well established that SIRT6 plays a pivotal
proinflammatory role during TNFa secretion, in vivo evidence
of this regulation is scarce. Recently, it was shown that phar-
macological SIRT6 inhibition in an EAE model delays the
onset of the disease through a lower dendritic cell activation
and migration, which correlated with decreased TNFa in
plasma (21). However, most in vivo evidence has ascribed an
anti-inflammatory role of SIRT6. Here, we are providing direct
evidence that SIRT6 is rapidly upregulated in macrophages
in vivo during LPS-induced inflammation. In fact, LPS pro-
moted an upregulation of SIRT6 that also localized in the
cytoplasm and nucleus. Consistent with this, SIRT6 inhibition
decreased LPS-induced TNFa secretion in vivo, suggesting
that cytoplasmic SIRT6 upregulation in macrophages in vivo is
also required for this response. Interestingly, LPS-induced
SIRT6 upregulation was restricted to CD11b*F4/80™ resident
macrophages, suggesting that in different subsets of macro-
phages, SIRT6 regulation may differ. In addition, we cannot
rule out the possibility that SIRT6 inhibition impairs macro-
phage migration to the peritoneum, as has been described for
BxPC-3 cells and dendritic cells (9, 21).

Our findings extend the role of SIRT6 in the regulation of
TNFa-mediated inflammation to chronic inflammation and
glucose management during obesity. This is not the first time
that SIRT6 inhibition is linked to a better outcome in glucose
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Figure 7. T ifen-induced SIRT6 deletion in macrophages after the onset of obesity infl. and hyperglycemia.

A, body weight gain in mice fed with normal chow diet (ND, gray line) and Western diet (WD, black line) (n = ’10). B, basal glycemia in

lean (ND) and obese

(WD) mice 10 weeks after the onset of the treatment. G, peripheral blood cell count in mice in ND and WD 10 weeks after the onset of the treatment.
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tamoxifen). F, hemogram of peripheral blood cells of Sirt6'™*°*:Cre— and Sirt6'™"*":Cre+ mice in WD and after the treatment with tamoxifen (50 mg/kg,
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TNFa, tumor necrosis factor alpha.

management. Recent work has shown that pharmacological
SIRT6 inhibition ameliorates glucose intolerance and tissue
damage during obesity, although this effect was ascribed to
nuclear control of the expression of glycolytic genes. Whether
TNFa-related inflammation was contributing to this pheno-
type was not studied (19). In the same line, as mentioned
previously, pharmacological SIRT6 inhibition in an experi-
mental model of EAE ameliorated progression of the disease,
including diminished TNFa levels in vivo (21). However, other
evidence points in the opposite direction. Constitutive SIRT6
deletion in myeloid cells promotes inflammation and tissue
damage during obesity by promoting macrophage polarization

10 J Biol Chem. (2022) 298(3) 101711

toward an M1 phenotype (20), clearly showing that constitu-
tive SIRT6 deletion in myeloid cells has deleterious effects
during obesity and inflammation. Nevertheless, it is not clear
to what extent this phenotype is influenced by constitutive
SIRT6 deletion in the whole myeloid population, and in
particular, what is the participation of nonmacrophage
myeloid cell types. In our mice model, we generated a new
macrophage-specific Sirt6 KO mice, that can be temporally
activated by tamoxifen. Macrophage Sirt6 deletion was
corroborated in BMDM under tamoxifen addition in culture.
No differences were found in control and transgenic animals in
normal diet as well as in WD before tamoxifen injections,
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suggesting nonspecific Cre effects in parameters measured.
Nonetheless, Cre nonspecific effects have been described for
stimulator of interferon gene antiviral pathway activation and
the induction of type 1 interferon (33), so future work should
also consider this possibility. We found that SIRT6 down-
regulation in macrophages after the onset of obesity, decreased
systemic inflammation and TNFa secretion, as well as
improved glucose management. This not only extends our
findings on a proinflammatory role of SIRT6 to chronic
inflammation during obesity but also opens a plausible ther-
apeutic window for treating inflammation and hyperglycemia
during this disease. However, the latter has to be considered
cautiously, and longer experiments need to be conducted in
order to determine the duration of this protective effect. Since
the majority of SIRT6, even during acute inflammation, is
located in the nucleus, it is highly possible that during chronic
SIRT6 deletion, with time the transcriptional control over
proinflammatory genes regulated by SIRT6 becomes the
dominant effect. Indeed, when we measured TNFa expression
in SIRT6 KO MEFs, we found a dramatic decrease in TNFa
expression in response to LPS, supporting this idea (Fig. S2).
Finding the right time frame and dosage of SIRT6 inhibition
may be key in order to correctly achieve anti-inflammatory and
protective effects of SIRT6 inhibition, without affecting its
major regulatory functions in the nucleus.

Conclusions and perspectives

This work brings novel insight into how SIRT6 is actively
regulated during acute inflammation, highlighting its role in
the secretion of TNFa during inflammations. In addition, we
show for the first time that SIRT6 controls TNFa secretion
in vivo during LPS-dependent acute inflammation. We further
extended these findings to chronic inflammation during
obesity, suggesting that SIRT6-dependent TNFa secretion in
macrophages play a key role in chronic systemic inflammation
as well. However, we believe that further investigation needs to
be conducted in order to clearly determine how macrophages,
and maybe other immune cells, orchestrate a finely tuned
SIRT6-dependent response to control inflammation.

Experimental procedures
General reagents and antibodies

All general reagents and chemicals were purchased from
Sigma-Aldrich, unless otherwise specified. Supplements and
media for cell culture were from Invitrogen. Antibodies were
purchased from Cell Signaling Technology (anti-Sirt6, catalog
no.: 12486; anti-p27, catalog no.: 3688; anti-histone H3, cat-
alog no.: 4620; and antiubiquitin, catalog no.: 3936), Abcam
(anti-TNFa, catalog no.: ab183218 and anti-SIRTS, catalog no.:
ab191385), or Sigma-Aldrich (anti-beta actin, catalog no.:
A5441 and anti-alpha tubulin, catalog no.: T6074). Antibodies
for flow cytometry were purchased from Thermo Fisher Sci-
entific (LIVE/DEAD Fixable Far Red Dead Cell Stain Kit;
catalog no.: L10120), BioLegend (CD19-APCCy7, catalog no.:
115530; T-cell receptor beta (TCRP)-APCCy7, catalog no.:

ZASBMB

109220; Ly6G-APCCy7, catalog no.: 127624; CD11b-BV510,
catalog no.. 101245; and ZOMBIE-AQUA, catalog no.:
423102), or Millipore (F4/80-PE, catalog no.: MABF1530).

Cell growth and maintenance

MEFs were obtained from E13.5-E14.5 embryos following
standard procedures. Raw 264.7 macrophages were obtained
from American Type Culture Collection (ATCC-TIB-71). Cell
growth and maintenance was performed in standard condi-
tions in a humidified CO, incubator. High-glucose Dulbecco’s
modified Eagle’s medium (DMEM), supplemented with 10%
fetal bovine serum (FBS), 2 mM glutamine, 10 mM Hepes,
10,000 U/ml penicillin, and 10,000 pg/ml streptomycin
(complete DMEM) were used for both cell lines. Experiments
in MEFs were performed between passages 2 and 5, whereas
experiments in Raw 264.7 were performed between passages
15 and 22.

In vitro assays and specific reagents

LPS from Escherichia coli serotype 0111:B4 (catalog no.:
L3129; Sigma) was used at 200 ng/ml; MGI132 (catalog
no.: ab141003; abcam) was used at 10 puM; CHX (catalog no.:
C6255; Sigma) was used at 1 pg/ml, and the SIRT6 inhibitor
compound 1 was supplied by Chemspace (catalog no.:
CSC000732205) and used at 200 pM in culture media. All the
experiments were done in complete DMEM with 0.1% FBS.
MG132, CHX, and the SIRT6 inhibitor were dissolved in
DMSO. Control experiments for each treatment were done
with DMSO alone. Final volumes in cell culture were always
below 0.1%.

Subcellular fractionation

Raw 264.7 cells were treated with LPS during 1 h. After, cells
were washed with 5 ml of warm PBS (37 °C), harvested in 1 ml
of PBS, and centrifuged (3 min, 500g). Pelleted cells were
mechanically lysed in a hypotonic buffer (10 mM Hepes, 1 mM
EDTA, and 0.1 mM EGTA containing 3% Triton X-100)
containing a protease inhibitor cocktail (catalog no.: S8830;
Sigma) with 10 strokes using a glass—pestle homogenizer,
followed by 10 s of vigorous shaking. Proper cell lysis with
simultaneous nuclear preservation was monitored by obser-
vation under microscope. The cell lysates were centrifuged at
13,000¢ for 10 min, yielding a supernatant (cytosolic fraction)
and a pellet containing mostly nuclei and cytoplasmic debris.
The nuclei-enriched pellet was further resuspended in radio-
immunoprecipitation assay (25 mM Tris [pH 8.0], 150 mM
NaCl, 1% NP-40, and 0.1% SDS) and subsequently sonicated in
ice with five cycles of short bursts of 10 s, followed by intervals
of 5 s to keep the suspension cool and avoid foaming. The
supernatant obtained after a 10 min centrifugation (10,0002)
represented our nuclear fraction.

Fluorescent labeling of SIRT6, TNFa, and ER in macrophages

Raw 264.7 cells were incubated with LPS for 1 and 24 h
(200 ng/ml) in order to induce activation. ER tracker (catalog
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no.: E34250; Invitrogen) was used at 1 uM final concentration
in the cell medium and was incubated 30 min before fixation.
Peritoneal cells were centrifuged in cytospin after peritoneal
lavage. In all cases, cells were fixed with 4% paraformaldehyde
for 15 min at room temperature (RT), permeabilized, and
blocked (1% bovine serum albumin, 0.1% saponin, 150 mM
glycine, and 5% FBS in PBS) for 1 h at RT. Primary antibodies
against SIRT6 and TNFa were prepared in antibody dilution
buffer (1% bovine serum albumin, 0.1% saponin, and 150 mM
glycine in PBS) and incubated overnight at 4 °C. Alexa-
conjugated secondary antibodies were incubated for 1 h.
Nuclei were stained using 4',6-diamidino-2-phenylindole
(catalog no.: D9542; Sigma) and actin filaments with phalloi-
din (catalog no.: A22283; Invitrogen). Samples were mounted
in Prolong Gold Antifade Reagent (catalog no.: P10144; Invi-
trogen), and images were acquired using a Zeiss LSM 880
spectral confocal laser scanning microscope, using a 60x oil-
immersion objective (numerical aperture of 1.45). Images
were processed using Image] (Wayne Rasband, National In-
stitutes of Health).

Animal handling and experiments

All mice used in this study (male C57BL/6) were bred and
maintained at the Institut Pasteur Montevideo Animal facility
(UBAL). The experimental protocol was approved by the
Institutional Animal Care and Use Committee of the Institut
Pasteur Montevideo (CEUA; protocol numbers 70153-000839-
17, 003-19, and 006-19). All the studies described were per-
formed according to the methods approved in the protocol
and following all international guidelines and legal regulations.
Mice received standard chow water ad libitum or WD (catalog
no.: 5TJN-1810842; TestDiet) and water containing glucose
and fructose (18.9 and 23.1 g/l, respectively).

LPS challenge and survival mice studies

Adult mice (4-5 months) were injected intraperitoneally
with compound 1 (SIRT6 inhibitor, 30 mg/kg) or vehicle
(DMSO). After 2 h, mice were injected with 10 mg/kg of LPS
(for TNFa release) or 20 mg/kg LPS (for survival experiments)
in PBS. Survival was checked every 12 h for 4 days. For each
animal, a severity score was calculated according to clinical
parameters, such as weight, physical appearance, and motor
activity. Those animals above a score of 5 were euthanized.
Survivors at the end of the experiment were euthanized by
cervical dislocation.

Thioglycollate-elicited macrophages in peritoneal cavity and
LPS treatment

Mice were injected intraperitoneally with 800 pl of 4% (w/v)
of brewer thioglycollate medium (Sigma). At 72 h, mice were
injected with 10 mg/kg of LPS in PBS. After 2 h, the peritoneal
lavage was performed, injecting 3 ml of RPMI medium + 0.2%
FBS into the peritoneal cavity and recovering this volume to
obtain the cells to be analyzed by immunofluorescence.
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BMDM generation and LPS treatment

BMDMs were isolated from 20-week-old male mice. To
obtain bone marrow cells, the femur and tibia were flushed
with complete DMEM supplemented with 10% FBS. Cells were
plated into 100 mm Petri dish with complete DMEM sup-
plemented with 20 ng/ml recombinant mouse macrophage
colony-stimulating factor protein (catalog no.: abl29146;
Abcam). Four days after seeding, cells were subcultured in the
same medium and grown on glass coverslips for 3 days until
differentiated into BMDM. On day 8, BMDMs were treated for
3 h with LPS (200 ng/ml) and later fixed in 4% para-
formaldehyde for 15 min for immunofluorescence analysis. To
confirm Sirt6 deletion, BMDM from Sirt6'®"*?; Cre+ were
obtained, and 4-OH-Tamoxifen (2 pM) was added to cell
medium 6 days after seeding. Twenty-four hours later, the cells
were processed for Western blot and quantitative PCR.

Macrophage-specific Sirt6 KO mice generation and treatments

Mice carrying a SIRT6 conditional allele (017334; Jackson
Laboratories) were crossed with a transgenic mice expressing
the tamoxifen-inducible MerCreMer fusion protein under
control of the macrophage-specific mouse Csflr (Tg[Csflr-
Mer-iCre-Mer]1Jwp; catalog no.. 019098; Jackson Labora-
tories) in order to conditionally delete Sirt6 in macrophages.
Transgenic mice used were previously backcrossed into
C57BL/6 ] for more than 10 generations in order to reach a
homogeneous background. For activation of MerCreMer,
50 mg/kg of tamoxifen (catalog no.: T5648; Sigma) in corn oil
(catalog no.: C8267; Sigma) were administered to 5-month-old
mice once a day for seven consecutive days. Tamoxifen-treated
Sirt6'®"1°P;Cre— mice were used as controls. For DIO studies,
adult mice (3 months) were monitored for body weight and
basal glycemia before and after WD administration for
10 weeks. In weeks 8 and 9, tamoxifen injections (50 mg/kg)
were done for three consecutive days. At week 10 of WD, mice
were euthanized with an excess of ketamine/xylazine solution
followed by cervical dislocation. Sample and blood collection
were taken for posterior analyses.

Glycemia determination

Basal glycemia was controlled in 12 h-fasted mice on stan-
dard diet or WD. Plasma glucose concentrations were
measured in blood from the tail using a hand-held glucometer
(Accu-Chek; Roche).

Hemogram and biochemical parameters

Blood analyses were done with 30 pl of blood in Hemocy-
tometer Mindray BC-5000Vet. Kidney and Liver parameters
were measured with 100 pl of blood in MNCHIP (PointCare
V2).

Western blotting

Cells were pelleted (5 min, 500g) and lysed using radio-
immunoprecipitation assay buffer (in a volume ratio of 1:10)
supplemented with 5 mM NaF, 5 mM nicotinamide, 50 mM
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B-glycerophosphate, 1 uM trichostatin A (catalog no.: 647925;
Sigma), a protease inhibitor cocktail, and then sonicated by
means of five cycles of 10 s each followed by intervals of 5 s.
Homogenates were incubated during 20 to 30 min at 4 °C
under constant agitation and then centrifuged at 10,000g
during 10 min. Protein concentrations in the supernatants
were determined using the Bradford protein assay reagent.
Samples were resuspended in Laemmli 5x, separated in SDS-
PAGE gels, and transferred to polyvinylidene fluoride mem-
branes. After blocking (with Tris-buffered saline containing
0.2% Tween-20 and 5% nonfat milk), the membranes were
incubated overnight with the appropriate antibodies. Second-
ary antibodies were incubated 1 h and detected using Super-
Signal West Pico Chemiluminescent Kit (catalog no.: 34080;
Pierce). Results were processed by densitometry analysis with
Image] (Rasband W.S.; National Institutes of Health).

RNA isolation and quantitative PCR

Cells were homogenized in TRIzol reagent for RNA
extraction according to the manufacturer’s protocol (catalog
no.: 15596026; Invitrogen). DNase I treatment was used to
eliminate genomic DNA contamination (catalog no.:
04716728001; Roche). Reverse transcription (1 pg) was done
using SuperScript II RT (catalog no.: 18064-014; Invitrogen),
and quantitative RT-PCR was performed using Fast SYBR
Green Mix (catalog no.: 04913850001; Roche) in Quant-
Studio3 thermocycler (Applied Biosystems). Gene expression
analysis was calculated using the AACt method with B-actin as
the housekeeping gene. Expression was calculated as fold in-
crease over control condition. Primers were synthesized by
Integrated DNA Technology and are listed in Table S2.

TNFa detection in Raw 264.7 supernatant, serum, and
peritoneal lavage of mice

Raw 264.7 cells were plated 24 h before incubation with
compound 1 (SIRT6 inhibitor, 200 pM) in DMEM and 0.1%
FBS. After 1 h of compound 1 incubation, cells were exposed
to LPS (200 ng/ml) for an additional hour. The presence of
TNFa in the culture medium was determined by ELISA (cat-
alog no. 555268; BD OptEIA). TNFa levels were also
measured in mice serum and peritoneal lavage after LPS
challenge and tamoxifen injections.

Flow cytometry analysis of SIRT6 expression in macrophages
in the peritoneal cavity

Flow cytometry analysis was performed to evaluate SIRT6
expression in peritoneal cells. The peritoneal washes were
carried out by injecting 3 ml of RPMI medium + 0.2% FBS and
recovering this volume to obtain the cells to be analyzed. Cell
surface staining was performed for 30 min at 4 °C using the
antibodies against murine CD19 (1:400 dilution), CD11b
(1:300 dilution), and F4/80 (1:200 dilution); in cases where the
peritoneal cavity was treated with inflammatory stimuli, anti-
TCRP (1:400 dilution) and anti-Ly6G (1:400 dilution) anti-
bodies were also added. For SIRT6 intracellular labeling, cells
were fixed and permeabilized overnight at 4 °C. Cells were
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stained with anti-SIRT6 antibody (1:200 dilution) for 30 min
and then with a goat anti-rabbit secondary antibody (1:200
dilution) for 1 h. Fluorescence Minus One controls were
added, corresponding to anti-SIRT6 or the secondary anti-
body. The acquisition of the samples was performed using
Attune NxT cytometer (Thermo Fisher Scientific), and the
analysis was performed with FlowJo, version X.0.7 software.
Dead cells were excluded using Zombie or live/dead fixable
dead cell markers. Macrophage populations within the peri-
toneal cells were defined as CD19"CD11b*F4/80" (recruited
macrophages) and CD19"CD11b*F4/80" (resident macro-
phages); under inflammatory conditions, the same populations
were identified as CD19 TCRB Ly6G CD11b"F4/80"
(recruited macrophages) and CD19 TCRB Ly6G CD11b*F4/
80" (resident macrophages). When B cells were analyzed, they
were defined as CD19" cells. SIRT6 expression in all
mentioned populations was expressed as the percentage of
SIRT6-positive cells and SIRT6 geometric mean fluorescence
intensity in SIRT6-positive cells, as a measure of SIRT6
expression levels within this population. The expression
thresholds for each group and experiment were determined
with the help of the Fluorescence Minus One controls.

Statistical analysis

All data are presented as mean + SD. D’Agostino—Pearson
analyses were performed to confirm normal distributions.
ROUT method was used to identify outliers. Unpaired ¢ test
was used to compare two independent groups. In multiple
comparisons, ANOVA followed by Tukey’s post hoc test was
used. Under non-normal distribution, data were expressed as
median + 95% confidence interval. Mann—Whitney U test was
used to compare two independent samples (groups). Kruskal—
Weallis test was used for multiple comparisons in cases where
sample distributions were not normal, followed by Dunn’s post
hoc test. For comparisons of proportions, Fisher’s exact test
was used. In all cases, p < 0.05 was considered to be signifi-
cant. Calculations were done using GraphPad Prism 7.0
(GraphPad Software, Inc).

Data availability

All the data presented are contained within the article. Any
additional information, reagents, or mice models will be shared
upon request to the lead contact, Carlos Escande, PhD
(escande@pasteur.edu.uy).

Supporting article contains
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CAPITULO II: Resultados OE4

En la parte introductoria de este trabajo ya hemos mencionado las capacidades
enziméaticas, asi como la estructura y los multiples roles donde se desempefia la
Sirtuina 6. En esta seccion realizaremos un breve repaso de aquellas particularidades
gue presenta esta SIRT6 y que han llevado a que en conjunto con el grupo de la Dra.
Ana Denicola del Dpto. de Fisicoquimica Biolégica de Facultad de Ciencias, Udelar,
se decidiera aunar esfuerzos para estudiar la potencial modulacién de hSIRT6 por
acidos grasos nitrados y caracterizar sus cambios estructurales y funcionales en
respuesta a estos. Es muy importante destacar que gran parte de este trabajo fue
realizado por la Mag. Mara Carrefio en el contexto de su Tesis de Maestria. Nuestro
aporte estuvo dado principalmente en la concepcién de la idea, discusion y puesta a
punto de disefios experimentales y en la realizacion de los experimentos celulares
gue se muestran en el manuscrito que adjuntamos a continuacion. En este,
compartimos primera autoria con Mara Carrefio y el rol de “Corresponding Author”
también fue compartido por la Dra. Ana Denicola (Tutora de la Tesis de Maestria de
Mara) y el Dr. Carlos Escande (Co-Tutor de Tesis de Maestria de Mara y tutor de
esta tesis de Doctorado).

Los acidos grasos nitrados (NO2-FAs del inglés, Nitrated fatty acids) son moléculas
generadas por la interaccion de especies reactivas de nitrégeno con acidos grasos
insaturados, que se han hallado tanto en el plasma, orina, membranas celulares y
tejidos humanos'®8. Los NO2-FA se producen enddégenamente mediante reacciones
inflamatorias y metabdlicas, siendo potentes mediadores de respuestas anti-
inflamatorias y anti-oxidantes %9,

Las caracteristicas estructurales de SIRT6, que la hacen Unica, consisten en: por un
lado, poseer una estructura mas abierta y distante entre sus 2 dominios globulares, lo
cual ocurre debido a una delecion en su secuencia que genera la falta de un médulo
helicoidal que es sustituido por un pequefio loop!*?, y por otro lado, las 4 cisteinas del
motivo de unién a Zn?* son Cua1, C144, C166 y C177, presentan una estructura diferente
a la de la mayoria de las Sirtuinas, generando un loop mas flexible!!?. Estas
diferencias estructurales serian la causa de la baja actividad desacetilasa de la enzima
in vitro, sin embargo, cuando un sustrato con grupo acilo de cadena larga se posiciona
en el sitio activo, esto conduce a un cambio conformacional, que acerca ambos
dominios y permite que se incremente su actividad enzimatica %318, Tomando en
cuenta la presencia de la histidina 133 en el sitio activo de las sirtuinas, asi como los
residuos de cisteina, previamente detallados, en el OE4 de esta tesis exploramos el
potencial de los NO2-FAs para alterar la estructura y funcionalidad de SIRT6. El
disefio experimental, los materiales y métodos y los resultados de este objetivo
especifico se presentan en el articulo publicado que se presenta a continuacion.
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Sirtuin 6, SIRTS, is critical for both glucose and lipid homeo-
stasis and is involved in maintaining genomic stability under
conditions of oxidative DNA damage such as those observed in
age-related diseases. There is an intense search for modulators
of SIRT6 activity, however, not many specific activators have
been reported. Long acyl-chain fatty acids have been shown to
increase the weak in vitro deacetylase activity of SIRT6 but this
effect is modest at best. Herein we report that electrophilic
nitro-fatty acids (nitro-oleic acid and nitro-conjugated linoleic
acid) potently activate SIRT6. Binding of the nitro-fatty acid to
the hydrophobic crevice of the SIRT6 active site exerted a mod-
erate activation (2-fold at 20 pm), similar to that previously
reported for non-nitrated fatty acids. However, covalent Mi-
chael adduct formation with Cys-18, a residue present at the N
terminus of SIRT6 but absent from other isoforms, induced a
conformational change that resulted in a much stronger activa-
tion (40-fold at 20 pm). Molecular modeling of the resulting Mi-
chael adduct suggested stabilization of the co-substrate and
acyl-binding loops as a possible additional mechanism of SIRT6
activation by the nitro-fatty acid. Importantly, treatment of cells
with nitro-oleic acid promoted H3K9 deacetylation, whereas
oleic acid had no effect. Altogether, our results show that
nitrated fatty acids can be considered a valuable tool for specific
SIRT6 activation, and that SIRT6 should be considered as a mo-
lecular target for in vivo actions of these anti-inflammatory
nitro-lipids.

Sirtuins are a family of NAD " -dependent lysine deacylases
critical for maintaining cellular and organ homeostasis (1-4).
This family includes seven sirtuins (SIRT1-7) with different
subcellular location, enzymatic activities, substrate proteins,
and biological functions, as well as different key roles in metab-
olism, nutrition, aging, inflammation, and cancer (5-8). SIRT6
is primarily located in the nucleus along with SIRT1 and SIRT7,
whereas SIRT2 is cytosolic, and SIRT3, SIRT4, and SIRT5 are
found in the mitochondria (9).

SIRT6 is implicated in the regulation of diverse physiological
processes such as maintenance of genomic stability, inflamma-

#These authors contributed eq ually to this work.
*For correspondence: Ana Denicola, denicola@fcien.edu.uy; Carlos Escande,
escande@pasteur.edu.uy.
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tion, and energy metabolism (10-12). Overexpression of SIRT6
increased lifespan in male mice, preserved glucose tolerance,
and attenuated adipose tissue inflammation (13-15). More
recently, overexpression of SIRT6 showed neuroprotection in
an animal model of spinal cord injury (16). Conversely, mice
globally deficient in SIRT6 are hypoglycemic, suffer lymphope-
nia, premature aging, and die within 1 month (17). Tissue-spe-
cific SIRT6 ablation in adipocytes, macrophages, or pancreatic
beta-cells, sensitizes mice toward high-fat diet-induced obesity
and insulin resistance (18-20). Specific neural SIRT6-deleted
mice did not die from hypoglycemia, but displayed postnatal
growth retardation and ultimately became obese (21). In these
latter mice, hyperacetylation of histone H3 lysine 9 (H3K9) and
lysine 56 (H3K56) were observed in various regions of the brain.
In fact, H3K9 and H3K56 are the main molecular targets for
SIRT6 activity in vivo (22-24) with recent reports also includ-
ing H3K18 (25).

In addition to deacetylating histone H3, SIRT6 can also
bind and regulate nonhistone proteins such as the transcription
factor HIF-1a (26), catalyze intramolecular mono-ADP-ribosy-
lation (27), and mediate deacylation of long-chain fatty acyl
groups (e.g. myristoylated tumor necrosis factor-a (28)). As
recently reviewed by Klein and Denu (29) the physiological sub-
strates, biological activities, and specific cellular functions of
SIRT6 still need further investigation.

All sirtuins share a highly conserved globular catalytic core
of 275 amino acids but the N and C termini are highly disor-
dered and differ significantly among family members (30-32).
The active site comprises three structural pockets A, B, and C,
with the latter having the most hydrophobic character and the
largest number of highly conserved residues. Two domains
flank the active site, a large Rossmann-fold where co-substrate
NAD™ binds, and a smaller Zn>* -binding motif (Fig. 1) (33). In
particular, SIRT6 displays a more open structure in which the
two domains are more distant than in other isoforms (34).
Accommodation of a long-chain acyl group in the C-pocket
favors the domains to close up, thus resulting in better deacyl-
ase than deacetylase activity (28, 35). The N- and C-terminal
regions in SIRT6 are short, less structured and flexible. The
C terminus is required for nuclear localization, whereas the
N terminus, rich in positive residues, is important for both
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Figure 1. Human SIRT6 structure. Molecular representation of hSIRT6 in
complex with a myristoylated H3 peptide at Lys-9 (H3K9Myr) and a co-sub-
strate (PDB code 3ZG6). Structural features such as functional domains, A, B,
C pockets and relevant residues are indicated. The location of N and C termini
(Nr and Cy, respectively) is also shown. Continuation of the peptide chain
structure toward Cy is sketched as a guide for helping visualization.

chromatin association and for intrinsic catalytic activity
because its deletion severely compromised H3K9 and H3K56
deacetylation (27, 36, 37). The mechanism of catalysis includes
the binding of cofactor NAD " and the acylpeptide in the right
orientation so that the amide of the acylated lysine can attack
the anomeric carbon of the ribose via an SN2-type mechanism,
releasing nicotinamide and forming an alkylamidate intermedi-
ate (35, 38, 39). A conserved histidine residue in the active site
functions as a general base to catalyze the release of the acy-
lated-ADPR and lysine peptide products (40, 41). Thus, in sir-
tuins, catalysis depends on this histidine residue (His-133 in the
human SIRT6 isoform, hSIRT6) and not on Zn>" as in other
histone deacetylases (HDAC class I, II, and IV). In this regard,
the zinc atom has a purely structural role and it is coordinated
by four cysteine residues in a CXXC motif. In the case of
hSIRT6 these are Cys-141, Cys-144, and Cys-166, Cys-177,
where the insertion of 10 residues (167 to 176) forming a flexi-
ble loop, is unique for SIRT6 (Fig. 1).

Given its importance in the maintenance of energy metabo-
lism and DNA stability, the discovery of novel pharmacological
agents that boost SIRT6 activity can have great potential for
treatment of diabetes, arthritis, cardiovascular, and neurodege-
nerative diseases (42). As a result, there is an intense search for
modulators of SIRT6 activity, however, not many specific acti-
vators have been reported. Interestingly, Feldman et al. (43)
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demonstrated that the low in vitro deacetylase activity of SIRT6
could be activated in the presence of free long-chain fatty acids,
particularly oleic and linoleic acid (5-fold increase at 100 pum),
and that this activation was not displayed by SIRT1. Similarly,
polyphenols were shown to either inhibit (catechins) or weakly
activate (anthocyanidins, 2-fold increase at 100 pm) SIRT6 ac-
tivity but these responses are similarly weak (44, 45). In addi-
tion, two synthetic small molecule activators have been identi-
fied, a pyrrole[1,2-a]quinoxaline derivative (UBCS039) that
achieved a 2-fold increase in activity at 100 um (46) and MDL-
800, a more effective pharmacological activator (22-fold at 100
M) (47), both binding at a distal region of the fatty acyl sub-
strate. Finally, a targeted screen of fatty acids and lipid-like mol-
ecules identified other activators with >15-fold activation at
100 pm such as oleoyl-lysophosphatidic acid (48-fold) and
2-(3-chloro-4-(2,4-dichlorobenzamido)phenyl)-1,3-dioxoisoin-
doline-5-carboxylic acid (CL-4, 18-fold) (48).

Nitro-fatty acids (NO,-FA) are detected in diverse species,
including humans (49-51) and have been extensively shown to
exert cellular protective actions and to protect against meta-
bolic disorders and inflammation (52). NO,-FA are both
derived from the diet and can also be formed endogenously by
the olefinic nitration of unsaturated fatty acids thus reaching
nanomolar concentrations in the plasma of healthy subjects
(50, 53). In addition, dietary supplementation with nitrite and
CLA (conjugated linoleic acid, also known as rumenic acid)
have been shown to increase the levels of NO,-CLA in plasma,
urine, and tissues (49, 50). Importantly, the nitration of unsatu-
rated fatty acids results in the formation of an electrophilic
nitroalkene moiety that can react via Michael addition with
nucleophilic residues, thus resulting in post-translational modi-
fication (PTM) of transcription factors and enzymes (52, 54—
56). These post-translational modifications alter protein struc-
ture and function, resulting in signaling actions that include
Nrf2-regulated gene induction, inhibition of NF-«xB-dependent
proinflammatory cascades, and modulation of enzyme activ-
ities such as xanthine oxidoreductase inhibition and pro-matrix
metalloproteinases-7 and -9 activation (57-61). Considering
the presence of a nucleophilic histidine in the active site of sir-
tuins, as well as of several cysteine residues with known struc-
tural roles (zinc-binding motif), we explored the potential of
NO,-FA to exert structural and functional changes in these
proteins. Herein we report that the nitrated fatty acids nitro-
oleic and nitro-conjugated linoleic acid (Fig. 24) potently acti-
vate SIRT6 deacetylase activity via covalent modification of the
isoform-specific Cys-18 in the N-terminal domain.

Results

Nitro-fatty acids stimulate the deacetylase activity of hSIRT6
in vitro

The in vitro deacetylase activity of hSIRT6 is low under basal
conditions (ke = 0.003 s ', K,,, = 400 M) and the activation by
oleic acid (OA) was confirmed as previously reported (Fig. 2B).
Notably, incubation with a racemic mixture of nitro-oleic acid
(NO,-OA) resulted in potent activation of the deacetylase ac-
tivity, with a fold of activation significantly higher than that
achieved by the corresponding non-nitrated fatty acid (Fig. 2C).
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Figure 2. Effect of fatty acids and nitro-fatty acids on in vitro deacetylase activity of hSIRT6. A, chemical structures of 9- and 10-nitro-oleic acids (NO,-
OA), 9- and 12-nitro-conjugated linoleic acids (NO,-CLA). Experiments were performed using the racemic mixtures 9- and 10-NO,-OA, and 9- and 12-NO,-CLA
in the presence of 1 um SIRT6. B, representative runs of deacetylase activity measured using the coupled assay for untreated hSIRT6 (black), hSIRT6 incubated
with oleic acid (50 um, light gray), and hSIRT6 incubated with nitro-oleic acid (20 um, dark gray). C, fold-change in SIRT6 deacetylase activity after incubation
with the indicated concentrations of OA (O), NO,-OA (@), and NO,-CLA (m). Error bars represent S.D. of at least three replicates. *, p < 0.1;**,p < 0.01;**,p <

0.001; ****, p < 0.0001 ANOVA test.
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Figure 3. CD of hSIRT6. Far-UV (A) and near-UV (8) CD spectra of hSIRT6 (3 and 10 um, respectively) after 30 min incubation at 37 °C in the absence (black) or
presence of either 5-fold excess of OA (light gray) or NO,-OA (dark gray). Spectra were normalized for comparison as detailed under “Experimental

procedures.”

In this regard, preincubation of SIRT6 with a 20-fold excess of
OA increased deacetylase activity (H3K9Ac) by 2-fold, whereas
the same treatment with NO,-OA resulted in 40-fold activa-
tion. Similar results were obtained with nitro-conjugated lino-
leic acid (NO,-CLA), the most abundant endogenous NO,-FA
in humans (Fig. 2C). No activation was observed for the SIRT6
deacylase (H3K9Myr) activity (ke = 0.008 s 7, K, = 20 pm).
Similarly, no effect was observed by either OA (43) or up to 100
M NO,-OA on the deacetylase and demyristoylase activities
of SIRT1 (data not shown).

Incubation with either OA or NO,-OA did not significantly
alter the secondary structure of hSIRTS, but a conformational
change was evidenced by near-UV CD. More specifically, a
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change in the asymmetric environment of the aromatic resi-
dues and disulfides was observed, in particular, an ellipticity
increase around 260 nm (Fig. 3).

Reaction of nitro-fatty acids with hSIRT6 cysteine residues
Electrophilic NO,-FA, such as NO,-OA and NO,-CLA, can
react with nucleophilic protein residues via reversible Michael
addition (54, 56). Because hSIRT6 has a catalytic histidine resi-
due, His-133, the incubation with NO,-FA could result in
inactivation. Taking advantage of the change in absorption of
NO,-CLA with environment polarity (A;,,x = 330 nm in water
versus Amax = 312 nm in methanol), the binding of this nitro-
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Figure 4. Consumption of NO,-CLA by hSIRT6. A, UV-visible spectra of hSIRT6 (solid black line) with a characteristic peak at 280 nm, NO,-CLA alone (dashed
line) with a characteristic peak at 330 nm, and of a mixture of 15 um hSIRT6 with 10 um NO,-CLA. B, change in absorbance at 330 nm with time after mixing

hSIRT6 with NO,-CLA (1.5:1).

lipid to hSIRT6 was investigated. As shown in Fig. 4, the blue
shift expected in the UV-visible spectrum for NO,-CLA bind-
ing to a hydrophobic site in the enzyme was not observed.
Instead, a time-dependent decrease in absorption at 330 nm
was detected, suggesting a reaction between NO,-CLA and a
nucleophilic protein residue. To explore which nucleophilic
residues were involved in this reaction, hSIRT6 was treated
with NEM or DEPC to block cysteines or histidines, respec-
tively, followed by incubation with biotinylated-NO,-OA
(Bt-NO,-OA). Streptavidin-HRP adduct blotting strongly
suggested the occurrence of a covalent interaction between
NO,-OA and cysteine residues in hSIRT6 (Fig. 5A4). ESI ioni-
zation MS/MS analysis further confirmed this observation
and identified Cys-141 (one of the cysteines coordinating
Zn*") and Cys-18 at the N-terminal domain, as the reactive
targets (Fig. 5, B and C). Interestingly, despite the confirma-
tion of adduct formation between NO,-OA and Cys-141, as
well as the conformational change evidenced by CD spectra
(Fig. 3), no loss of zinc was detected from hSIRT6 upon incu-
bation with either NO,-FA (data not shown).

N-terminal Cys-18 is responsible for hSIRT6 nitro-fatty acid
activation

Because MS analysis revealed Michael adduct formation
with cysteine residues and in particular the N-terminal Cys-18,
the effect of NO,-FA was assayed on hSIRT6 mutant C18S.
Interestingly, the level of activation achieved on the mutant was
similar to the effect of the corresponding non-nitrated fatty
acid (2-fold). This result suggested that both nitrated and non-
nitrated fatty acids bind to the same pocket in the mutant.
However, the significant 40-fold activation observed with the
WT protein was lost in the absence of adduct formation with
Cys-18 (Fig. 6). Molecular docking of NO,-OA or NO,-CLA
into the active site of hSIRT6 in the absence of a H3K9Ac pep-
tide showed that the electrophilic nitroalkene moiety is distant
from the catalytic histidine (Fig. 7, A and B), thus providing an
explanation for the non-inhibitory activity of NO,-FA on
hSIRT6 activity. Furthermore, docking poses of NO,-OA or
NO,-CLA into the active site in the presence of H3K9Ac pep-
tide were similar to those observed with OA and CLA, consis-
tent with ~2-fold activation observed with of the C18S mutant

18358 J. Biol. Chem. (2020) 295(52) 18355-18366

(Fig. 7, C and D). The solvent-exposed conformation of CLA’s
chromophore group in the resulting poses may agree with
observations made in its absorption spectrum (Fig. 4). In all
cases, Cys-18 was always found far from the nitroalkene group,
thus preventing a possible adduct formation with the docked
NO,-FA in the active site of the WT protein. Molecular model-
ing of a Cys-18 adduct with 9-NO,-OA showed that neither the
carboxylic nor the acylic ends of the NO,-FA were able to reach
the C-pocket of hSIRT6 (~20 A away), on the contrary, they
should remain close to the acyl/co-substrate-binding loop
(Fig. 8).

Binding of hSIRT6 to nitro-fatty acid at the cellular level

To determine whether the reported interaction between
NO,-OA and hSIRT6 could take place in a cellular context,
HEK293T cells overexpressing FLAG-hSIRT6 were treated
with 10 pum Bt-NO,-OA for 1 h. At the end of the incubation
period, Bt-NO,-OA-modified proteins were pulled down from
whole-cell lysates using streptavidin-conjugated beads and sub-
jected to Western blotting analysis. As show in Fig. 94, pull-
down of Bt-NO,-OA resulted in prominent FLAG-SIRT6
detection, confirming the occurrence of this modification
under cellular conditions.

Nitro-fatty acids induced cellular histone deacetylation

The modulation of the cellular deacetylase activity of hSIRT6
was monitored by assessing changes in H3K9 acetylation
levels following 1 h treatment of HEK293T cells overex-
pressing FLAG-hSIRT6 with OA or NO,-OA (10 pum). In ac-
cordance with the potent activation of hSIRT6 deacetylase
activity observed in vitro, Western blotting analysis showed
a marked decrease in H3K9Ac levels in HEK293T cells in-
cubated with NO,-OA (Fig. 9, B and C). No decrease in
H3K9Ac levels was observed upon OA incubation, with
H3K9Ac/H3 ratios being identical to control levels. Taken
together, these results show that NO,-OA effectively inter-
acts with hSIRT6 in the cellular environment resulting in
the activation of its deacetylase activity and the correspond-
ing decrease in H3K9 acetylation levels.
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Figure 5. Identification of hSIRT6 residues modified by NO,-OA. A, untreated hSIRT6 (control), and hSIRT6 treated with either NEM or DEPC to block cyste-
ine and histidine residues, respectively, was incubated with the indicated excess of biotinylated-NO,-OA and adduct formation detected using streptavidin-
HRP (upper panel). Ponceau S staining was used as a loading control (lower panel) for densitometric analysis: control (black), NEM-treated SIRT6 (gray), and
DEPC-treated SIRT6 (white). One of two consistent experiments is shown. B, MS spectra of untreated-hSIRT6 peptides obtained from tryptic digestion (2 h at

37°C). The upper panel corresponds to the fragmentation of the doubly charged
872.73) and the lower panel corresponds to triply charged sequence containing C;

peptide sequence containing Cys-18 (CGLPEIFDPPEELER; monoisotopic m/z:
ys-141 (LAELHGNMFVEECAK; monoisotopic m/z: 564.34). C, MS/MS spectra of

NO,-OA-treated SIRT6 (X5) ions with Am = 327.24. Upper panel corresponds to the doubly charged peptide sequence containing Cys-18 (CGLPEIFDPPEELER;
monoisotopic m/z: 1036.21) and lower panel corresponds to the triply charged sequence containing Cys-141 (LAELHGNMFVEECAK; monoisotopic m/z:

673.56). The spectra are representative of three independent experiments. y- and

Discussion

The hydrophobic pocket in the active site of hSIRT6 accom-
modates a long acyl-chain resulting in better deacylase than
deacetylase activity in vitro. Previous studies observed that free
fatty acids bound to this hydrophobic crevice cause a confor-
mational change that brings closer the two domains of the
enzyme, which in turn favors the binding of the substrates.
Thus, the poor in vitro deacetylase activity of SIRT6 increases
in the presence of free fatty acids such as OA. Considering the
enzyme depends on a histidine residue (His-133) for catalysis,
we speculated that electrophilic NO,-FA would accommodate
in the active site, react with the nucleophilic histidine, and in-
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b-ions detected by MS/MS analysis for each tryptic peptide.

hibit SIRT6 activity. Surprisingly, incubation with low micro-
molar concentrations of NO,-OA or NO,-CLA not only
resulted in activation of the deacetylase activity but also to a sig-
nificantly higher degree than that obtained with the corre-
sponding non-nitrated fatty acids (Fig. 2). Molecular docking
analyses support the experimental results showing that once
accommodated in the active site, the distance and orientation
of the reactive nitroalkene moiety do not allow for reaction
with the catalytic histidine (Fig. 7). Nevertheless, UV-visible
determinations showed that NO,-CLA was consumed upon
incubation with hSIRT6 suggesting that a reaction with nucleo-
philic residues of the enzyme was taking place (Fig. 4). MS
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Figure 6. Effect of fatty acids and nitro-fatty acids on in vitro deacety-
lase activity of WT and C18S hSIRT6. Fold-change in SIRT6 deacetylase ac-
tivity after incubation of 1 um WT hSIRT6 (@) or C18S mutant (O) with 20 um
OA, NO,-OA, CLA, or NO,-CLA. Error bars represent S.D. of three replicates.
*¥% p < 0.0001 ANOVA test.
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Figure 7. In silico docking experiments. A, best poses after docking OA
and NO,-OA into the active site of hSIRT6. The carbon backbone is colored
according to the docked molecule. Oxygen and nitrogen atoms are red and
blue, respectively, whereas unsaturations are shown in gold. The co-substrate
is represented with brown sticks. Relevant residues in the protein are pointed
out. The molecular surface of the active site is shown in gray, whereas the
reminding structural context of the protein is shown as a transparent cartoon.
B, same as panel A for CLA and NO,-CLA. C, best poses after docking OA and
NO,-OA considering the presence of an acetylated H3 peptide at Lys-9
(H3K9Ac). D, same as panel C for CLA and NO,-CLA.

analysis confirmed Michael adduct formation with cysteine
residues, in particular with Cys-141 (coordinating Zn*") and
Cys-18 at the N terminus (Fig. 5). Interaction of SIRT6 with
NO,-OA at the cellular level was confirmed by pulldown with
streptavidin after incubating HEK293T cells overexpressing
FLAG-SIRT6 with Bt-NO,-OA (Fig. 9). Despite not having a
catalytic cysteine, oxidation of sirtuin cysteines has been
shown to affect hSIRT6 activity in vitro and in vivo (62). For
example, Cys-18 was found to be S-sulfenylated when colon
cancer cells were exposed to hydrogen peroxide, resulting in
the formation of a covalent complex with HIF1a via disulfide
bonding (63). Similarly, work on lipopolysaccharide-acti-
vated human monocytes demonstrated SIRT6 sulfenylation
on Cys-144 (64), and incubation of hSIRT6 with nitrosating

18360 . Biol Chem. (2020) 295(52) 1835518366

Figure 8. Molecular modeling of nitro-fatty acid conjugation to Cys-18.
A, molecular representation of one possible conformation of the Michael
adduct between Cys-18 and 9-NO,-OA. The nitro-fatty acid is shown in balls
and stick, whereas nearby protein residues are drawn in sticks. Residues that
may form an exposed hydrophobic patch at the surface of the acyl/co-sub-
strate-binding loop are labeled in magenta. The location and distance to the
C-pocket is indicated. B, same as panel A but showing other alternative con-
formation that the same adduct may adopt.

agents resulted in protein S-nitrosation and loss of demyris-
toylase activity (65).

Molecular docking analysis (Fig. 7) showed that a NO,-FA
molecule accommodated in the active site would be unable to
react with any of these cysteine residues, indicating that Mi-
chael adduct formation likely involves a different reaction site.
Importantly, the covalent modification of hSIRT6 by NO,-FA
induces a conformational change (Fig. 3) that results in a much
larger increase in enzymatic activity than that attained by mere
binding of the long acyl chain of the NO,-FA on the active site
loop (Fig. 2). In line with this concept, incubation of NO,-FA
with the mutant C18S resulted in only a minor activation (“the
fatty acid effect”) compared with the much stronger effect
achieved with the wt hSIRT6 where the Michael adduct with
Cys-18 can be formed (Fig. 6). This result also indicates that,
although Cys-141 is susceptible to modification by NO,-FA,
this reaction is not responsible for hSIRT6 activation. On the
whole, the results suggest that NO,-FA may still activate
hSIRT6 by binding to the active site in a similar fashion as non-
nitrated fatty acids, the formation of a Michael adduct with
Cys-18 induces a much greater activation as a result of the sta-
bilization of the hydrophobic patch constituted by residues
Met-3, Tyr-5, Pro-11, Tyr-12, Ala-13, and Lys-15 in the acyl/
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with 10 um Bt-NO,-OA for 1 h. After cell lysis, Bt-NO,-OA adducts were affinity- punﬁed using streptavidin-agarose beads followed by FLAG immunodetection
(lanes 1-4). FLAG-SIRT6 from the same input lysates used for affinity purification is shown on the right (lanes 5-8). Immunoprecipitation was performed in
HEK293T cells overexpressing FLAG-SIRT6 (lanes 3 and 4) and in control HEK293T cells without transfection (lanes 1 and 2). Arrows indicate 55- and 36-kDa mo-
lecular mass standards. B, HEK293T cells were treated with 10 um OA or 10 um NO,-OA for 1 h in serum-free DMEM and H3K9 acetylation assessed by Western
blotting analysis. C, densitometric H3K9Ac quantification versus total amount of H3 (H3K9Ac/H3). Statistically significant differences were observed between
control and NO,-OA incubation. Error bars represent S.D. of at least three replicates. **, p < 0.001 as determined by ANOVA.

co-substrate-binding loop (Fig. 8). Both activation mecha-
nisms are expected to be independent and thus could not be
mediated by the same NO,-FA molecule. SIRT6 has the short-
est N-terminal region among the seven sirtuins and is the only
isoform that contains a reactive cysteine in this region (30), sug-
gesting that the potent activation induced by NO,-FA is likely
to be specific to SIRT6. In fact, no in vitro activation of SIRT1
was observed by NO,-FA.

Treatment of HEK293T cells with NO,-OA resulted in a sig-
nificant decrease in the levels of acetylated H3K9, an effect that
was not observed when equivalent concentrations of OA were
used (Fig. 9, B and C). Importantly, the concentration of NO,-
OA required to activate cellular hSIRT6 (10 pm) is comparable
with those shown to elicit physiologically relevant signaling
events in vitro that then translate successfully to both animal
and human studies (52, 66, 67). In this regard, administration of
NO,-OA to both genetic and dietary mouse models of obesity
results in improved insulin sensitivity and glucose tolerance, as
well as in protection against mitochondrial dysfunction (68,
69). These effects have been ascribed to a combination of par-
tial peroxisome proliferator-activated receptor y agonism, inhi-
bition of pro-inflammatory NF-«B signaling, attenuation of re-
active species generation, and prevention of mitochondrial
dysfunction in the adipose tissue (68—71). Notably, these results
are also consistent with those obtained upon SIRT6 overex-
pression in both obese and non-obese mouse models (13-15),
suggesting that posttranslational SIRT6 activation could con-
tribute to the metabolic effects of NO,-OA in vivo.

Considering that SIRT6 is a key enzyme in inflammation and
metabolism, effective modulators of its activity are of special in-
terest. Herein we report that nitrated derivatives from known
fatty acid activators of hSIRT6 are able to further increase
enzyme activity by ~40-fold. We postulate that a synergistic
mechanism may be at play, involving both the binding of a
NO,-FA to a pocket in the active site of the enzyme and the for-
mation of a Michael adduct with Cys-18. The complementary
effect of Cys-18 nitro-alkylation may shift the N-terminal
region of hSIRTS to its active conformation, similar to other
activators, such as MDL-800/801 (45), UBSC039 (44), querce-
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tin, isoquercetin, and cyanidin (48). Taken together, our results
indicate that activation of SIRT6-dependent deacetylase activ-
ity could significantly contribute to the physiological and phar-
macological actions of NO,-FA in vivo.

Experimental procedures
Reagents

Acylpeptide H3K9 (Ac-KQTARKSTGGWW), H3K9Ac (Ac-
KQTARK(Ac)STGGW W), and H3K9Myr (Ac-KQTARK (Myr)
STGGWW) were custom synthesized at >90% purity by
United Biosystems, VA, USA. 9- and 10-Nitrooctadec-9-enoic
acid (nitro-oleic acid, 9- and 10-NO,-OA), 9- and 12-nitroocta-
dec-9,11-dienoic acid (nitro-conjugated linoleic acid, 9- and
12-NO,-CLA), and Bt-NO,-OA were synthesized as previously
described (58, 72, 73). For both, NO,-OA and NO,-CLA, a 1:1
mixture of the positional isomers in methanol (2 mm) was used
as stock and kept at —80°C. Cell media, isopropyl B-p-1-thio-
galactopyranoside (IPTG), B-mercaptoethanol (B-ME), and
tris(2-carboxyethyl)phosphine hydrochloride (TCEP) were
purchased from Sigma-Aldrich, USA. All other chemicals
were of analytical grade.

Recombinant hSIRT6 WT and hSIRT6 C18S expression and
purification

Competent BL21-DE3 Escherichia coli cells were trans-
formed with pQE-80L plasmid containing N-terminal His-
tagged human SIRT6 sequence (1-355) or His-tagged human
SIRT6 C18S and were grown in 2YT medium supplemented
with 100 pg/ml of ampicillin to an absorbance of 0.6 at 600 nm.
Protein expression was induced overnight by addition of 0.5
muM IPTG at 25°C. Cells were harvested by centrifugation at
5000 X g and frozen at —80°C. Frozen cell pellets were thawed
on ice and resuspended in lysis buffer: 50 mm sodium phos-
phate, pH 7.2, containing 250 mm NaCl, 5 mm imidazole, and
1 mm B-ME. Cells were lysed via sonication, centrifuged
(18,000 X g), and applied to a nickel-nitrilotriacetic acid col-
umn (GE Healthcare), washed with 5 volumes of lysis buffer
followed by 5 volumes of 50 mm sodium phosphate, pH 7.5,
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containing 250 mm NaCl, 10 mm imidazole, and 1 mm B-ME.
Elution was carried out using 250 mm imidazole in the buffer.
hSIRT6 was further purified by cationic exchange on a HiTrap
SP-Sepharose Fast Flow column (GE Healthcare) in 50 mm so-
dium phosphate, pH 7.2, 50 mm NaCl, and 1 mm 3-ME. After
washing the column with 150 mm NaCl in buffer, elution was
carried out by a linear gradient from 150 to 750 mm NaCl in the
same buffer. Fractions containing purified hSIRT6 (containing
1 mol of Zn>* /mol of protein) were concentrated and dialyzed
into 50 mm Tris, pH 8.0 (4°C), 150 mm NaCl, 100 um TCEP,
and 5% (w/v) glycerol, and stored at —80°C.

Recombinant Pnc1 expression and purification

Competent BL21-DE3 E. coli cells were transformed with
pET28a plasmid containing His-tagged Pncl nicotinamidase
from Saccharomyces cerevisiae (74) and grown in LB medium
supplemented with 35 pg/ml of kanamycin to an absorbance of
0.6 at 600 nm. Protein expression was induced by addition of 1
mM IPTG for 4 h at 37 °C. Cells were harvested (5000 X g) and
frozen at —80°C. Frozen cell pellets were thawed on ice and
resuspended in lysis buffer: 50 mm Tris, pH 7.2, 250 mm NaCl, 5
mM imidazole, and 1 mm 3-ME. Recombinant protein was puri-
fied from the clarified cell lysate by nickel affinity chromatogra-
phy. After loading the column, a 10-volume wash was carried
out with 50 mm Tris, pH 7.2, 250 mm NaCl, 30 mm imidazole,
and 1 mm B-ME. For the elution, 500 mm imidazole was used in
the same buffer. Pncl was further purified by gel filtration in 50
mM sodium phosphate, pH 8, 150 mm NaCl, 3 mm 3-ME and
stored at —80°C.

Quantification of Zn**

To determine the stoichiometry of zinc bound to hSIRT6,
the metal ion was first released by p-chloromercurybenzoate
treatment and complexed with the dye 4-(2-pyridylazo)resor-
cinol (PAR). A molar extinction coefficient of 66,000 M * cm ™!
at 500 nm was used for the resulting Zn-PAR complex (75).
The reaction mixture contained 2 v hSIRT6, 20 pim p-chloro-
mercurybenzoate, 40 pm PAR in 50 mm sodium phosphate, pH
7.4, and absorbance at 500 nm was monitored.

Deacetylase activity assay

hSIRT6 deacetylase activity was measured under initial rate
conditions using an enzyme-coupled assay as previously re-
ported (76). Assays were performed in 50 mm sodium phos-
phate, pH 7.4, 150 mm NaCl, at 37°C, in a final volume of 100
pl. The reaction mixture contained 0.6 mm NAD, 3 mm a-keto-
gutarate, 0.2 mm NADPH, 3 M Pncl, 2 units of glutamic dehy-
drogenase, 50 um H3K9Ac, and 0.5 pum hSIRT6 or hSIRT6
C18S. The reaction mixture was preincubated for 20 min at
37 °C until absorbance at 340 nm was stable and deacetylation
reaction started by the addition of hSIRT6 or hSIRT6 C18S.

Effect of nitrated and non-nitrated fatty acids on hSIRT6
deacetylase activity

To determine the effect of fatty acids or nitro-fatty acids on
deacetylase hSIRT®6 activity, the enzyme (WT or mutant, 1 pm)
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was preincubated, for 30 min at room temperature, with vari-
able excess concentrations of OA, CLA, and their respective
nitro-derivatives (NO,-OA, NO,-CLA). Racemic mixtures of
the nitro-fatty acids used were: 9- and 10-NO,-OA, and 9- and
12-NO,-CLA (see Fig. 2). Stock solutions of the fatty acids in
methanol were diluted in DMSO immediately before the
experiment. All fatty acid concentrations used were below the
CMC (CMC for OA, 150-200 pm (43), CMC for NO,-OA
40-60 pm).® Nitro-fatty acid concentrations were determined
using €70 nm = 8220 M~ em ™! and €330nm = 6,490 M L em ™!
(in phosphate buffer, pH 7.4) for NO,-OA and NO,-CLA,
respectively (77). Excess fatty acid was eliminated by gel filtra-
tion before activity measured using the enzyme- coupled assay.

Structural assessment by CD

Protein samples in 10 mm phosphate buffer, pH 7.4, were fil-
tered (0.2 pm) before running the spectra on a Chirascan Q100
spectropolarimeter (Applied Photophysics, UK). A 3 um pro-
tein concentration was used for far-UV CD (0.1-cm light path)
and 10 pm for near-UV CD (1-cm light path cuvette). All spec-
tra were normalized using: ellipticity © (mdeg)/(n-1) ¥ (um
protein) ¥ 10 light path (cm), where # is the number of amino
acid residues. hSIRT6 was incubated at 37 °C for 30 min in the
absence or presence of 5-fold excess of OA or NO,-OA before
running the spectra.

In vitro hSIRT6 modification by biotinylated NO,-OA

hSIRT6 was first reduced in batch using a TCEP resin (30
min at 25 °C) followed by incubation with 10 mm NEM or 1 mm
DEPC for 30 min at 37°C to block cysteines and histidines,
respectively. Unreacted reagents were removed by gel filtration
and protein concentration was determined by UV absorbance
(€280 = 33,460 M~ ' em ™). Variable concentrations of Bt-NO,-
OA were incubated with 1.2 M hSIRT6 for 30 min at 25 °C, fol-
lowed by SDS-PAGE separation and transfer to a PVDF mem-
brane (1 h, 4°C). Loaded amounts of hSIRT6 were visualized
with Ponceau S staining. Membrane was blocked with PBS, 1%
casein, overnight at 4 °C, and incubated with streptavidin-HRP
for 1 h at room temperature. After three washes in 0.1% TBS-T
buffer, bands were visualized using an ECL Western blotting
system (ThermoFisher Scientific). Band intensities were quan-
tified using Image).

ESI-MS/MS analysis of Michael adduct formation between
hSIRT6 and NO,-OA

hSIRT6 was reduced with 5 mm DTT (30 min at room tem-
perature) and excess DTT was removed by gel filtration.
Reduced hSIRT6 (4 pm) in 100 mM ammonium bicarbonate,
pH 8, was incubated with two concentrations of NO,-OA (0.5
and 5X) for 30 min at 25°C, and unreacted NO,-OA was
removed by gel filtration to avoid interference during the
analysis. Tryptic digestion was carried out for 2 h at 37°C and
the resulting peptides were analyzed by nano-LC (EASY-nLC
1000, Thermo Scientific) coupled to a linear ion trap mass spec-
trometer (LTQ Velos, Thermo Scientific). Peptide separation

©M. Carrefio and A. Denicola, unpublished results.
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was performed using an in-house packed reverse phase nano-
column (ReproSil-Pur®, Maisch; inner diameter, 75 mm;
length, 28 cm) at a flow rate of 300 nl/min. A 70-min gradient
of 0.1% (v/v) formic acid in water, 0.1% (v/v) formic acid in ace-
tonitrile was used (4—-55% acetonitrile in 60 min; 55—-100% in 10
min). Mass spectrometer was set in a data-dependent acquisi-
tion mode (full MS followed by MS/MS of 10 most intense ions,
using a 30-s dynamic exclusion list). Peptides were identified by
searching a database containing E. coli Uniprot protein sequen-
ces (downloaded September 2018) plus hSirt6 sequence. Pro-
teome Discoverer software (version 1.3.0.339, Thermo) with
Sequest as search engine were used with the following parame-
ters: precursor mass tolerance: 1.5 Da; fragment mass tolerance
0.8 Da; oxidation of methionine and modification with NO,-
OA (+327.24 Da) as dynamic modifications. High-confident
peptides (target FDR set to 0.01) were considered. Manual
inspection of the MS/MS spectra was performed to corroborate
peptide sequence and modification site assignments.

Intracellular SIRT6 modification by NO,-OA

HEK293T cells were grown in DMEM (high-glucose), 10%
FBS, 100 units/ml of penicillin, and 100 pg/ml of streptomycin.
Cells were transfected with FLAG-SIRT6 plasmid (Addgene
plasmid number 13817) with Lipofectamine 2000 (Thermo
Fisher Scientific) for 48 h. Cells were then incubated with 10
M Bt-NO,-OA in serum-free DMEM for 1 h. Cell lysis and
immunoprecipitation was performed as described previously
(78). Briefly, cells were lysed in NETN buffer (20 mm Tris-HCI,
pH 8.0,100 mm NaCl, 1 mm EDTA, 0.5% Nonidet P-40) supple-
mented with 5 mm NaF, 50 mm 2-glycerophosphate, and a pro-
tease inhibitor mixture (Roche). Homogenates were incubated
at 4°C for 20 min under constant agitation and then centri-
fuged at 10,000 4 g for 10 min at 4 °C. For each immunoprecipi-
tation, 1 mg of protein was used. Samples were incubated with
20 pl of Strep-Tactin Sepharose beads for 1-2 h at 4 °C under
constant rotation. Finally, immunoprecipitates were washed 2—
3 times with cold NETN before addition of 2 Laemmli buffer
followed by SDS-PAGE separation and transfer to a PVDF
membrane (1 h, 4°C). Primary and secondary antibodies utilized
were anti-FLAG (Sigma, number F3165) and HRP-conjugated
IgG from mouse (Sigma, A9044), respectively. Bands were visual-
ized using an ECL Western blotting system (ThermoFisher Sci-
entific) and images were processed by Photoshop.

Assessment of cellular H3K9 acetylation

HEK293T cells were grown in DMEM (high-glucose), 10%
FBS, 100 units/ml of penicillin, and 100 pg/ml of streptomycin.
Cells were transfected with FLAG-SIRT6 plasmid (Addgene
plasmid number 13817) with Lipofectamine 2000 (Thermo
Fisher Scientific) for 48 h. Cells were later incubated with 10
M NO,-OA (or 10 um OA) in serum-free DMEM for 1 h. Cell
lysis was performed as described previously (79). Briefly, cells
were lysed in RIPA buffer (25 mm Tris, pH 8.0, 150 mm NaCl,
1% Nonidet P-40, 0.1% SDS) supplemented with 5 mm NaF, 50
mM 2-glycerophosphate, 1 pm trichostatin A, 5 mm nicotina-
mide, and a protease inhibitor mixture (Roche). Homogenates
were incubated at 4 °C for 20 min under constant agitation and
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then centrifuged at 10,000 % g for 10 min at 4 °C. Protein lysates
were separated on 15% SDS-PAGE followed by transfer to
PVDF membrane and incubation with specific primary anti-
bodies (H3K9Ac, H3, FLAG, and tubulin). H3K9Ac and H3
antibodies were from Cell Signaling (9649S and 46208, respec-
tively). Images were processed using Photoshop and densitom-
etry analysis were done with Image] (Rasband, W.S., Bethesda,
MD, USA).

Computational modeling

The experimental holo structure of hSIRT6 in complex with
a H3K9 myristoyl peptide and ADP-ribose fragment of NAD™
co-substrate (PDB code. 3ZG6 (28)) was used as receptor tem-
plate. Residues 1 to 12 constituting the acyl-binding loop of
hSIRT6 were removed from the structure due to their high flex-
ibility, which is evidenced in apo structures (PDB codes 3PKI
(34) and 5X16 (47)) or in presence of inhibitor/activator com-
pounds (46, 80, 81). The co-substrate and water molecules
2006 2018 2019 2035 2036 2038 2040 2042 2053 2080 2099
2103 2104 2110 2111 2123 2124 2132 were kept in the structure
to mask unspecific pockets around the protein surface. The
coordinates of the receptor were moved prior docking according
to the following transformation matrix using VMD 1.9.3 (82):
{-0.782000720500946 0.30951544642448425-0.5409945249557495
69.48826599121094} {0.5513688921928406-0.06120478734374046-
0.8320134282112122 3.671846389770508} {-0.2906324565410614-
0.9489226341247559-0.1227950006723404-6.218472480773926}
{0.0 0.0 0.0 1.0}, where braces define row vectors. The ligands
corresponded to OA, 9-NO,-OA, 10-NO,-OA, CLA, 9-NO,-
CLA, and 12-NO,-CLA (Fig. 24). Docking calculations were
done with AutoDock Vina (83). Each molecule was prepared
with AutoDockTools (84) by merging nonpolar hydrogen
atoms and computing Gasteiger charges. Histidine residues
were assumed to be protonated at Ne. The searching grid was
centered at coordinates x = 21.464 A, y = 3.555 A, and z =
16.125 A, and the total size was defined as 50, 70, and 44 A for
each coordinate, respectively. The receptor was considered
rigid while ligands were allowed to be full flexible. At each run
20 binding modes were generates using an exhaustiveness of
20 and allowing for energy ranges of 100 kcal/mol. Calcula-
tions were replicated 500 times for a total of 10,000 poses per
ligand. Poses scoring up to 1 kcal/mol from the best conforma-
tion were selected for cluster analysis. Cluster analysis was
based on the distance matrix of root mean square deviations,
using a cut-off of 4 A for grouping poses. On each case, the
best pose from the top populated cluster was chosen for analy-
sis. Possible conformations for 9-NO,-OA conjugation with
Cys-18 were manually build and sculpted using PyMOL 1.8.4.0
(RRID:SCR_000305).

Statistical analysis

Data are presented as mean = S.D. (experiments repeated at
least three times). Statistical comparisons were made using one
way-ANOVA followed by Tukey's multiple comparison test
(GraphPad Prism 8.02). Difference was considered significant if
p <0.05.
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Data availability

All data are contained within the manuscript. Raw data are
available upon request (denicola@fcien.edu.uy, escande@pasteur.
edu.uy).
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Discusion

Durante varios afios predominé la idea del rol anti-inflamatorio de las Sirtuinas,
apareciendo SIRT1 y SIRT6 como las Sirtuinas reguladoras de la cromatina, que,
mediante sus arreglos sobre diferentes sustratos, lograban silenciar la expresion de
genes pro-inflamatorios®3193.133_E| surgimiento de los primeros indicios que mostraron
un rol pro-inflamatorio de SIRT6%311%.135 'junto con descubrimiento de la capacidad de
esta Sirtuina de hidrolizar acidos grasos de cadena larga'!®> cambiaron el foco de
atencion. A pesar de ello, estos primeros trabajos no lograron descifrar
completamente el rol pro-inflamatorio de SIRT6. En este contexto surgieron las
interrogantes planteadas en esta tesis, las cuales intentamos abordar ampliamente,
yendo desde lo celular hacia lo sistémico.

El papel protagonico de SIRT6 en el manejo de la glucosa, a través del control de la
expresion de genes de la glucdlisis, fue inicialmente descubierto en el modelo SIRT6
KO genérico. De hecho, los ratones SIRT6 KO mueren de hipoglucemia a edades
tempranas y esta muerte puede ser evitada mediante inyecciones de glucosa®. Con
el paso del tiempo y gracias al desarrollo de diferentes modelos tejido-especificos se
fueron descubriendo y entendiendo algunas de las funciones de SIRT6 en varios
organos, lo cual ha generado nuevas interrogantes que tomamos en este trabajo.
Nuestro modelo transgénico, Unico en su especificidad y control temporal, nos permitio
poder enfocarnos en el rol pro-inflamatorio de la enzima en macrofagos in vivo y
comprender cuan importante es considerar el “timing” para modular la actividad de
SIRT6 en un contexto inflamatorio. Este concepto puede contribuir a potenciar el uso
de inhibidores especificos de la enzima para algunos contextos criticos. En este
sentido y quizas cefido a otros contextos, este rol protagonico de la enzima subraya
también la necesidad de contar con activadores de esta. En este camino hemos
desarrollado el Capitulo Il de la tesis, donde encontramos a los NO20A, como
excelentes activadores de SIRT614,

Comenzaremos ahora a discutir los diferentes resultados obtenidos, que surgieron en
el marco de los objetivos especificos planteados al inicio del trabajo y que permitieron
el desarrollo de este. Durante el primer objetivo, pudimos determinar, que en
respuesta a LPS ocurre un rapido y sostenido incremento de SIRT6, comun en
intensidad, rango temporal y mecanismo molecular entre las lineas utilizadas. El
desfasaje en los incrementos de expresion de SIRT6 a nivel proteico y del ARNm de
Sirt6, nos llevaron a proponer una primera fase de respuesta rapida, que estaria dada
por un incremento en la estabilidad de la proteina y la inhibicion de su degradacion
proteasomal (Fig.11-13). En los modelos celulares utilizados en esta tesis,
encontramos un tiempo de vida de SIRT6 mucho menor al reportado previamente,
donde se postulaba una reduccion del 50% de la proteina a las 72 horas en células
HEK293'%6, Nuestros resultados muestran una reduccién del 50% de la proteina en
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aproximadamente 6 horas de incubacion con CHX (Fig.11), lo cual sugiere que en las
células en que nosotros trabajamos y que ademas son capaces de responder a
estimulos inflamatorios, existe un mecanismo alternativo al que opera en las HEK293
(que expresan bajos niveles de receptores de tipo TLR4). El cambio en la estabilidad
de SIRT6 que surge como consecuencia de la incubacion con LPS, podria ocurrir a
causa de una modificacion post-traduccional que aun no hemos logrado identificar.
Sin embargo, creemos que podria formar parte de la cadena de sefializacion generada
por la activacion del receptor TLR4, que hemos profundizado en la seccion
introductoria de este trabajo. En este sentido y dado los resultados con MG132, la
ubiquitinacién parece ser una modificacion bastante probable de ocurrir sobre SIRT6
y mas en el contexto inflamatorio. Dos candidatos surgen de la literatura como los
posibles mediadores de esta estabilizacion, el primero es una ubiquitin-ligasa 3, CHIP
o STUBL, la cual se ha visto que es capaz de ubiquitinar a SIRT6 en una lisina
alternativa (K170) a la ubiquitinacion canodnica, y mediante esta adicion, prevenir su
degradacion por via proteosomal??®. El segundo candidato es la peptidasa USP10,
supresor tumoral, la cual mediante su interaccion especifica con SIRT6 quita los
residuos de ubiquitina de la enzima, inhibiendo asi su degradacion'?’. Estudios
actualmente en marcha nos permitirdn determinar si alguno de estos candidatos son
los mediadores de la estabilizacion de SIRT6.

Acompafando la estabilizacion de la proteina, logramos ubicar por primera vez a
SIRT6 directamente en el citoplasma celular, mediante fraccionamiento subcelular e
IF (Fig.14A-B). Clasicamente la ubicacion de la Sirtuina, asi como el lugar donde
realiza sus funciones era el nucleo, sin embargo, los trabajos que proponen el rol de
SIRT6 en la des-miristoilacion del TNFa también la ubican en el RE, a pesar de no
demostrar su presencia de forma clara!!®. El hallazgo de SIRT6 en el citoplasma
podria deberse a una translocacion nucleo-citoplasma. Esto permitiria en parte
explicar los incrementos sobre la acetilacion de H3K56 a nivel nuclear, donde se
podria suponer que el abandono del nucleo determina un aumento en la acetilacion
de sus sustratos nucleares (Fig.15). Sin embargo, no parece que la translocalizacién
de SIRT6 sea lo que ocurre durante la respuesta inflamatoria aguda, ya que los
incrementos de SIRT6 que se ven en el citoplasma también se observan en el nicleo.
De hecho, mientras en el nucleo la intensidad sigue incrementandose con las horas
de LPS (Fig.14C), el incremento a nivel citoplasmatico parece ser un evento mas corto
en términos temporales (Fig.14D), destinado a facilitar la secrecion de TNFa.
Contradictoriamente, el coeficiente de colocalizacion de Manders aumenta su
solapamiento hacia las 24 horas, pero esto puede deberse también a una retraccion
reticular, mas que un incremento en el area de reticulo ocupada por SIRT6 (Fig.14H).

Retomando la funcién nuclear clasica de SIRT6, en apoyo al incremento de la sefal
nuclear de SIRT6, que mencionamos recién, otros autores han propuesto un rol de
esta Sirtuina en la fase anti-inflamatoria y resolutiva de la respuesta inflamatoria y
guizas en nuestros resultados estemos viendo el inicio de esta fase. A pesar de que
no se ha sefialado que para ejercer este rol la proteina deba incrementarse, si esta
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establecido que participa en los procesos de silenciado de la transcripcion de genes,
mediante la desacetilacion sobre la H3K9, reprimiendo la expresiéon de genes
inflamatorios regulados por NFkB1%® y ¢-Jun'33, En ese contexto, es légico pensar
gue, en fases tempranas de la respuesta inflamatoria, aunque aumente su expresion,
la actividad enzimética de SIRT6 sea inhibida, para que luego en etapas de resolucion
de la respuesta inflamatoria, su activacién permita el silenciamiento de genes pro-
inflamatorios. Los mecanismos involucrados en esta posible regulacién nuclear
deberian ser estudiados en el futuro. Datos preliminares que obtuvimos en nuestro
trabajo de tesis, y que no presentamos, apuntaban a que el agregado exdégeno de
NAD+, sustrato de SIRT6, revertia la inhibicion nuclear. Es posible que la
disponibilidad de NAD+ nuclear sea un mecanismo vinculado a este fenémeno de
inhibicién temprana de SIRT6. En apoyo a esto, se ha propuesto que el pasaje de la
fase temprana a la fase tardia de la respuesta inflamatoria requiere la produccién de
NAD+* y la activacion de la SIRT6, para que ocurran los ajustes metabdlicos
necesarios de reduccion de la fase de glucdlisis que ocurre en la fase temprana de la
respuesta inflamatoria®®.

Utilizando el inhibidor farmacolégico especifico de SIRT64!, verificamos que su
actividad enziméatica temprana es mayormente deacilasa sobre acidos grasos de
cadena larga, regulando la secrecion de TNFa (Fig.16D). Cabe destacar que la menor
secrecion de TNFa no solo disminuye la sefializacion, sino que ademas contribuye a
una menor activacion. La produccion de TNFa inducida por la estimulacion de LPS es
crucial para la sefalizacion autocrina y la induccion de la segunda ronda activacion
de NFkB3%:3334 De esta forma, SIRT6 no solo estaria regulando la magnitud de la
respuesta inflamatoria en primer orden, sino que ademas regula la respuesta en si,
disminuyendo la segunda ronda se activacion de NFkB.

Haciendo un breve paréntesis, antes de comenzar a analizar los resultados obtenidos
en ratones, queremos mencionar que, asi como SIRT6 es capaz de regular la
respuesta inflamatoria modulando la secrecion de TNFa, es posible que NFkB sea
capaz de regular la sintesis de Sirt6. Esta afirmacién se apoya en los resultados
obtenidos del estudio de la expresion (MRNA y proteina) de SIRT6 en el modelo de
senescencia con fenotipo secretor SASP inducida por RAS. En este modelo de
senescencia p65/RelA cumple un rol fundamental en el establecimiento y
mantenimiento del fenotipo pro-inflamatorio. De hecho, una poblacién de p65/RelA se
mantiene residente en el ndcleo, promoviendo la expresidbn de genes pro-
inflamatorios'46:147.153 En este modelo, observamos que los niveles del transcrito y la
proteina SIRT6 se ven incrementados junto con citoquinas pro-inflamatorias (Fig.20).
Basados en estos antecedentes y en nuestros resultados, analizamos el promotor de
SIRT6, encontrando a NFkB como un posible factor de transcripcion capaz de regular
la sintesis de Sirt6. Este vinculo entre Sirt6 y NFkB aun no ha sido documentado,
aunque otros autores también sefialan a SIRT6 como dentro de la cascada antiviral
de macréfagos y posiblemente regulada por FT inmunoreguladores®®*. Comprobamos
esta prediccion, mediante los analisis de las Chip-seq para p65/RelA, donde vimos un
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enriquecimiento del factor sobre el promotor de la Sirtuina en respuesta a estimulos
pro-inflamatorios, tanto en células humanas como de ratén (Fig.21). Si bien no
continuamos con estos estudios, y sin duda nuestros hallazgos deben ser
corroborados experimentalmente, consideramos que pueden ser por demas
interesantes para comprender procesos vinculados a la inflamacion crénica y
envejecimiento. Las células senescentes con SASP no solo poseen actividad pro-
inflamatoria prominente, sino que ademas muestran cambios metabdlicos importantes
en genes, muchos de los cuales son regulados por SIRT61%%. Comprender cabalmente
el rol de SIRT6 durante la senescencia y el envejecimiento, es un tema por demas
interesante y que sera sin duda abordado en el futuro.

Retomando el rol pro-inflamatorio de SIRT6 durante la respuesta inflamatoria aguda,
discutiremos a continuacion los resultados obtenidos in vivo. Los datos obtenidos en
los modelos celulares fueron analizados en la cavidad peritoneal, la cual provee un
sitio accesible para obtener macrofagos residentes no manipulados asi como
macrofagos activados, derivados de la utilizacion de algun activador, como por
ejemplo el LPS. Aligual que lo realizado in vitro, en este modelo in vivo, nos centramos
en estimulos agudos (1-3 horas), coincidente con los tiempos de estabilizaciéon de la
proteina. Cuando analizamos la poblacion aislada del peritoneo por citometria de flujo,
pudimos determinar un predominio de macréfagos CD11b*F4/80", que engloba a los
macréfagos residentes®®®, tanto en condiciones control como en condiciones de
activacién. La cantidad de macréfagos SIRT6*, asi como la cuantificacion de la media
geométrica de intensidad de fluorescencia de la poblacion CD11b*F4/80" muestran
mayores niveles de SIRT6 en respuesta a LPS, lo cual recapitula lo observado en los
macrofagos en cultivo (Fig.18). Apoyando lo mencionado, en las IF realizadas del
lavado, se pudo observar este incremento. Es importante destacar que, al igual que
observamos con los macrofagos in vitro, también existe un aumento en la expresion
de SIRT6 en el citoplasma de los macréfagos peritoneales, apoyando la hipétesis de
gue in vivo, también existe una estabilizacion rapida de SIRT6 en el citoplasma, con
el objetivo de facilitar la rapida secrecién de TNFa (Fig.17F-H). En concordancia con
esto, la utilizacion del inhibidor farmacolégico administrado en el peritoneo, el cual es
bien tolerado por los ratones in vivol41144 ocasioné una disminucion en la secrecion
de TNFa en respuesta a LPS, en comparacion con los niveles que vemos en el
peritoneo activado sin el inhibidor (Fig.19A). Esta disminucién en la secrecion de
TNFa disminuira la inflamacién local de los macréfagos residentes, los cuales también
al secretar menos TNFa generaran una menor infiltracién del peritoneo en respuesta
a un estimulo. De hecho, esto puede observarse mediante la menor secrecion de IL6
(Fig.19B). No podemos descartar que la contribucidn a esta menor secrecion de TNFa
pueda también estar mediada por otras células presentes en el peritoneo. En
respuesta a la inyeccion letal de LPS, cuando se administra previamente el inhibidor,
vemos una disminucion en la mortalidad (Fig.19D). Esta respuesta podria explicarse
considerando que ocurre una disminucién de la tormenta de citoquinas descontrolada
caracteristica del shock séptico, lo cual otorga tiempo adicional al organismo para
poder resolver este ultimo. De ser asi, la inhibicion temporal de SIRT6 en estos
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contextos puede resultar sumamente Gtil para prevenir el shock séptico y
eventualmente la muerte inducida por éste.

Continuamos con los analisis de inflamacion crénica en modelo in vivo de obesidad
inducida por dieta, donde estudiamos la grasa visceral de ratones sometidos a WD
durante 10 semanas. Estos ratones incrementaron rapidamente su peso y
presentaron algunos signos primarios de inflamacién sistémica, registrados mediante
hemograma, acompafados de hiperglucemia, alterada actividad de ALT vy
concentracion de Creatinina (Fig.22A-D). En la FEV encontramos mayores niveles de
Sirté y de TNFa (Fig.22F). Cuando profundizamos en esta fraccion, y analizamos
diferentes sub-poblaciones mediante citometria de flujo, hallamos un incremento de
la media geométrica de intensidad de fluorescencia de SIRT6 fruto de la dieta en la
poblacién definida por CD11b*F4/80*, la cual incluye principalmente macréfagos
(Fig.23). Estos niveles incrementados de SIRT6 en macrofagos durante la obesidad
e inflamacién sistémica podrian favorecer la secrecién de TNFa y colaborar con la
inflamacion local del tejido adiposo. Como se menciond en la introduccion, TNFa ha
sido identificado como un mediador entre la inflamacion, obesidad y la resistencia a la
insulina, observandose grandes cantidades de TNFa en el tejido adiposo de animales
obesos, lo cual promueve la resistencia a la insulina’-’3. En humanos, también se ha
observado que los elevados niveles de TNFa se asocian con resistencia a insulina®®’.
Esto nos sugirig, que la inhibicion temporal de la Sirtuina 6 en este contexto también
podria ser beneficioso, a la hora de disminuir tanto la inflamacion local del tejido
adiposo, asi como la inflamacién estéril y de bajo ruido caracteristica de la obesidad
y que esto redunde un menor desarrollo de resistencia a insulina. Si bien nuestros
ratones no fueron testeados para el desarrollo de resistencia a insulina, si detectamos
un manejo alterado de la glucosa, que podria incidir, de caso de sostenerse en el
tiempo la dieta WD, en el desarrollo de resistencia a insulina. El andlisis de los tejidos
metabdlicos obtenidos de los animales analizados podria brindarnos mas informacién
acerca del estado metabdlico de los mismos, lo cual nos permitira comprender en
detalle las causas de los efectos benéficos de la escision de SIRT6 en una ventana
temporal corta.

Dado el hecho de las mdltiples funciones que presenta la Sirtuina 6 en el organismo,
gue ya fueron mencionadas en la introduccién de este trabajo, asi como los efectos
deletéreos que presentd el modelo KO genérico de SIRT6%, la administraciéon del
inhibidor especifico de SIRT6, no constituia una buena ni novedosa aproximacion. De
hecho, apoyando nuestra hipétesis la administracion de este compuesto durante 11
dias, reduce la glucemia en ayuno de animales en dieta rica en grasas (HFD, del
inglés High Fat Diet), sin embargo, también genera una menor ganancia de peso, lo
cual dificulta la interpretacion de los datos de glucemia®®l. Por todos estos motivos,
para evaluar la inhibicion de SIRT6 en la inflamacion crénica, nos embarcamos en la
generacion de un modelo transgénico KO para SIRT6 en macrofagos. Este modelo
efectivamente presentdé macrofagos de médula ésea (Fig.24) asi también a los
macrofagos peritoneales SIRT6-KO (Fig.25).
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La seleccién del modelo murino pasé principalmente por la eleccion del raton que
expresaba la iCre recombinasa en macrofagos bajo la expresion del receptor CsflR.
Este ultimo se expresaria en aquellos macréfagos derivados del saco vitelino y de la
médula ésea, por lo cual, segun detallamos en la introduccién incluiria a la gran
mayoria de los macréfagos residentes de tejidos (excluyendo a las células de Kupffer
y los macréfagos alveolares), microglia y los monocitos circulantes de la sangre*344.
En este sentido, si bien era un modelo célula-especifico, los efectos del silenciamiento
del gen estarian distribuidos en varios 6rganos del organismo y en los monocitos
circulantes. Otra ventaja que presenta nuestro modelo es la posibilidad de realizar la
escision del gen en el momento que deseamos, en respuesta a Tamoxifeno.

De esta forma, una vez generado y confirmado el modelo (Fig. 24 y 25) decidimos
analizar el efecto de deletear SIRT6 en macrofagos de ratones obesos, donde el
proceso inflamatorio crénico ya habia comenzado a establecerse. Para ello
inyectamos tamoxifeno a ratones con 8 semanas de dieta WD y estudiamos sus
parametros metabdlicos e inflamatorios (Fig. 27) luego de dos semanas de
tratamiento con tamoxifeno. El tratamiento con tamoxifeno generd una mejora en la
glucemia de los ratones Sirt6'>"/1oxP:Cre+ comparados los controles (Sirt6'xF/oxP:Cre-
), asi como una menor inflamacion sistémica (mediada por la cantidad de leucocitos
en sangre) y los niveles de TNFa en el peritoneo. En este punto es importante resaltar
gue los niveles tanto de leucocitos en sangre como de glucemia basal en ayuno y
TNFa en el peritoneo de ratones en ND eran normales e iguales tanto en
Sirt6'>®1oxP:Cre+ como en su control Sirt6'*FoxP-Cre- (Fig. 25 y 26), ambos tratados
con tamoxifeno. Esto quiere decir que, en nuestro modelo, la delecion de SIRT6 en
macrofagos no causo efectos inflamatorios per se, ni repercutio en el manejo de la
glucemia. El hecho de que la delecion de SIRT6 en macrofagos de ratones obesos
(SirteloxPloxP-Cre+ tratados con tamoxifeno) haya protegido contra la hiperglucemia y
tomando en cuenta la diferencia en los niveles de TNFa peritoneales, nos permiten
aventurar de que efectivamente el noqueo de SIRT6 en macréfagos de ratones
obesos ocasiona un bloqueo en la secrecion de TNFa, y que esto termina
repercutiendo directamente en el manejo sistémico de la glucosa. En concordancia
con esto, datos previos han mostrado que tanto la neutralizacién de TNFa en ratones
obesos, como ratones KO para TNFa muestran una mejor sensibilidad a la insulina
bajo una dieta rica en grasas, al igual que lo que muestran nuestros resultados.
Adicionalmente, el silenciamiento de SIRT6 en macréfagos de ratones obesos
(Sirt6loxPloxP-Cre+ tratados con tamoxifeno) no solo repercutié la glucemia, sino que
también mejoro los niveles de ALT y Creatinina en plasma (Fig. 22 y 27), marcadores
de dafio hepatico y renal, respectivamente. Esto sugiere un efecto protector sistémico
del silenciamiento de SIRT6 en macrofagos, aunque sin duda seran necesarios mas
estudios para determinar esto con profundidad. Ademas, debemos determinar la
contribucion de cada uno de los macréfagos residentes de tejido o de los monocitos,
a los efectos observados.
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Varios modelos tejido-especificos SIRT6 KO se han estudiado en combinaciéon con
dietas ricas en grasas, en particular, en un trabajo publicado en el 2017 por Lee et al.,
realizan un modelo muy parecido al nuestro, usando el raton LysM-Cre, también de la
linea mieloide. A diferencia de nuestro modelo, este raton presenta silenciado el gen
de Sirt6, no solo en los macrofagos, sino que también los granulocitos que incluyen
neutréfilos, basofilos y eosindfilos  (https://www.jax.org/strain/004781). En
contraposicién con nuestros resultados, ellos no logran ver los efectos benéficos de
la escision de SIRT6. Por el contrario, los ratones SIRT6 KO en la linea mieloide son
mas sensibles a la dieta y desarrollan una mayor inflamacion en tejido adiposo e
higado, ademas de presentar una mayor proporcion de macrofagos de tipo M1 pro-
inflamatorios®®. Sin embargo, a causa del modelo transgénico utilizado, no es posible
descartar el posible involucramiento de otras células mieloides ademas de
macrofagos en el fenotipo observado por estos investigadores. Ademas, es importante
considerar que, incluso si fuesen los macréfagos los responsables del fenotipo de
mayor intolerancia a la glucosa, en este modelo Sirt6 fue escindido de forma
constitutiva en la linea mieloide, por lo que otros efectos cronicos no ligados a la dieta
deberian ser descartados. Nuestro modelo, si bien también tiene limitaciones (entre
ellas que no conseguimos un silenciamiento completo de la proteina en macréfagos
CD11b*F4/80%), es en principio mas acertado con respecto a la pregunta que se
deseaba responder. Quizas los efectos contrapuestos observados en ambos modelos
nos sirvan como ejemplo para visualizar los efectos del silenciamiento de SIRT6 a
largo plazo en la linea mieloide versus el silenciamiento temporalmente controlado.
Es posible también que estudiar el efecto pro-inflamatorio de SIRT6 requiera de
abordajes agudos, tanto farmacologicos como genéticos, y que en situaciones
prolongadas en el tiempo termine siendo la funcién nuclear anti-inflamatoria la que
termina preponderando. Esperamos en la brevedad poder sumar nuestro modelo y
los resultados obtenidos de este trabajo al conjunto de articulos cientificos que se han
desarrollado en los ultimos 10 afios y han contribuido a la comprensién de la delicada
relacion entre SIRT6 y el metabolismo. Ademas, el poder contar con el modelo nos
permitird continuar probando diferentes protocolos de administracion del Tamoxifeno
gue quizas nos permitan tener un porcentaje mayor de silenciamiento en nuestros
macrofagos, lo cual puede redundar en mejores resultados.

En resumen, en este trabajo de tesis creemos haber contribuido a comprender con
mayor cabalidad el rol de SIRT6 en la respuesta inflamatoria, tanto aguda como
cronica. Estudiamos aspectos vinculados a su regulacion temporal y espacial y su
implicancia en la secreciéon de TNFa, tanto in vitro como in vivo. Ademas,
desarrollamos un modelo animal que permite estudiar de forma controlada la funcion
de SIRT6 en macréfagos, obteniendo resultados que permiten comprender de mejor
manera el rol de esta proteina durante la inflamacién crénica y dafio metabdlico
ocasionado por la obesidad. Finalmente, demostramos que SIRT6 es también
modulada por &cidos grasos nitrados, compuestos ampliamente conocidos por su rol
anti-inflamatorio. Como afectan estos compuestos SIRT6 in vivo y cuanto de su efecto
anti-inflamatorio puede estar mediado por esta Sirtuina, resta por ser estudiado.
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Conclusiones y perspectivas

Los conocimientos generados en esta tesis permiten contestar varias de las preguntas
inicialmente planteadas, a continuacion, detallaremos algunas de las conclusiones a
las que llegamos:

La participacion de SIRT6 en la respuesta inflamatoria aguda involucra un
aumento en su expresion.

El aumento en la expresion de SIRT6 durante la respuesta inflamatoria se
genera por una estabilizacion de esta y un cambio de su vida media que estaria
regulado en células de respuesta inmune.

Durante la respuesta inflamatoria, la proteina se acumula a nivel
citoplasmatico, especificamente en el RE, donde se encarga de regular la
secrecion de TNFa.

Durante la estimulacion con LPS, la actividad deacilasa de SIRT6 nuclear,
medida por acetilaciéon sobre H3K56, disminuye. Sin embargo, su actividad
demiristoilasa citoplasmatica aumenta, facilitando la secrecion de TNFa.

En macrofagos peritoneales estimulados in vivo SIRT6 se comporta de forma
similar a lo que lo hace in vitro, participando también en la secreciéon de TNFa.
La inhibicion de la proteina en el contexto de shock séptico disminuye la
mortalidad.

En un modelo de inflamacién crénica en cultivo, la proteina y el mensajero de
SIRT6 se encuentran incrementados. Analisis in silico apuntan a que SIRT6
podria estar bajo el control transcripcional de NFkB, factor de transcripcion
clave en el establecimiento y mantenimiento del fenotipo pro-inflamatorio en
este modelo. Esto podria tener implicancias también en fases tardias de la
respuesta inflamatoria aguda, donde en ARNm de SIRT6 también aumenta, al
menos en MEFs.

En ratones obesos, con inflamacién crénica sistémica e intolerancia a la
glucosa, los macrofagos presentan mayor expresion de SIRT6.

El silenciamiento de SIRT6 en macrofagos de ratones obesos disminuye la
secrecion de TNFa in vivo y disminuye la inflamacién sistémica promovida por
la obesidad.

La disminucién en la inflamacién sistémica cronica fue acompafada de una
mejora significativa de la hiperglucemia desencadenada por la obesidad, en la
gue TNFa juega un papel determinante.

Esta mejora en la inflamacién sistémica e hiperglucemia se correlacion6 con
una mejora de los dafios hepaticos y renales, subrayando las implicancias de
esta enzima en la regulacion del dafio cronico asociado a la obesidad.
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Finalizada esta etapa del trabajo, del mismo han surgido varias lineas en las que nos
gustaria profundizar, asi como también nos han quedado varias preguntas sin
contestar. A continuacién, desarrollaremos algunas de ellas:

e Dada la estabilizacion de SIRT6 observada en cultivo, nos interesa identificar
al mediador de los efectos del LPS sobre la enzima. Seria interesante identificar
donde ocurre la modificacién post-traduccional que genera la estabilizacién de
la proteina. La identificacion del mediador de los efectos del LPS nos brindaria
un blanco molecular nuevo, para poder regular la actividad de SIRT6 y por ende
la secrecion de TNFa. Para poder ahondar en esta perspectiva, contamos con
un plasmido con hSIRT6 para sobreexpresar en algun sistema celular que
responda a estimulos pro-inflamatorios y ademas nos permita aislar SIRT6
modificada, para luego evaluarla mediante espectrometria de masas.

e Considerando la inhibicién de la Sirtuina a nivel nuclear, seria bueno identificar
como ocurre la misma, ¢estd dada por la estabilizacion de SIRT6? ¢Se
favorece su actividad de hidrélisis de acidos grasos de cadena larga por sobre
los grupos acetilos de las Histonas? El entendimiento de este cambio de
actividad abrupto y modulable permitiria favorecer una situacion u otra en
funcién de diferentes requerimientos y necesidades.

e Determinar si la expresion de Sirt6 es efectivamente regulada por NFkB, como
predijo nuestro analisis in silico. Esto podria tener importantes implicancias en
el mantenimiento del fenotipo secretor y pro-inflamatorio de células
senescentes y cambios metabdlicos asociados al mismo. Para ello contamos
con algunos inhibidores de NFkB que podriamos implementar en cultivo con el
fin de evaluar si esta regulacién ocurre. Con la informacién que contamos
hasta el momento, deberiamos considerar para nuestro disefio experimental
gue la primera etapa de la regulacion quizas sea necesaria para que luego
suceda la fase de regulacion transcripcional.

e (En vista de la activacion de la enzima en respuesta a NO20A, es posible
activar la actividad desmiristoilasa de la enzima con NO20OA? ¢Podemos
emplear estos compuestos en los modelos inflamatorios que hemos utilizado y
ver un efecto especifico sobre SIRT6? Seria importante, ademas, determinar
si los NO20A son capaces de regular la actividad de SIRT6 in vivo,
especialmente si promueven la actividad anti-inflamatoria nuclear de la
proteina. Esto podria agregar un nuevo blanco terapéutico a los efectos
pleiotrépicos de los nitrolipidos.

e (Es posible mejorar e incluso evitar la inhibicion de la mortalidad en el ensayo
de sepsis? ¢ Un tratamiento mas prolongado y sostenido con el Inhibidor podria
mejorar la respuesta de los ratones a la inyeccion de LPS? ¢ Su combinacion
con otros inhibidores utilizados en sepsis es posible? Considerando los
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resultados obtenidos, podriamos disefiar nuevos experimentos in vivo que nos
permitan contestar estas preguntas, cambiando la frecuencia de administracion
del inhibidor y/o utilizando inhibidores adicionales.

e EIl efecto anti-inflamatorio y metabdlicamente beneficioso generado en los
ratones obesos Sirt6'>"/oxP;Cre+ tratados con tamoxifeno, es solo un fenémeno
transitorio o se sostiene en el tiempo? ¢ Qué sucederia si la administracion de
tamoxifeno en el modelo bajo WD se mantuviera por mas tiempo, repetiriamos
el fenotipo observado en el modelo animal disefiado por Lee et al., 2017,
opuesto al fenotipo presente en nuestro modelo? Para evaluar lo propuesto,
contando con el modelo animal transgénico, se abren un abanico de
posibilidades experimentales in vivo que se podrian explorar.

e ,COmo se encuentran en términos inflamatorios y funcionales los érganos
metabdlicos de los ratones Sirt6'™"/1oxP:Cre+ sometidos a WD y tamoxifeno?
Para esta parte contamos con el material obtenido del primer abordaje
experimental in vivo que realizamos con los ratones y en los cuales podriamos
estudiar marcadores de dafio e inflamacion.

Como es normal en ciencia, cada nuevo abordaje y cada resultado, genera mas
preguntas que seran necesarias responder. En este sentido, nuestro trabajo cumplio
la regla previamente mencionada, resolviendo algunas interrogantes respecto al rol
de SIRT6 en la inflamacién y el metabolismo, dejando algunas herramientas que para
contestarlas y generando nuevas preguntas que permitirAn continuar esta linea de
investigacion del Laboratorio de Patologias del Metabolismo y el Envejecimiento del
Institut Pasteur Montevideo.
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