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Resumen 

 

         La familia de las Sirtuinas, enzimas desacilasas NAD+ dependientes, han sido 

descritas como reguladores claves de múltiples procesos biológicos, implicadas en el 

mantenimiento de la homeostasis de los organismos. Participan en diversos procesos 

tales como la resistencia al estrés, estabilidad genómica, 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 comunicación con la 

cromatina, ha despertado creciente interés tanto en el área metabólica como en el área 

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 específicos en adipocitos, macrófagos y células B 

pancreáticas, muestran una mayor sensibilidad a los efectos inducidos por una dieta rica 

en grasas HFD (del inglés, High Fat Diet). En contraposición, se ha visto que la 

sobreexpresión de SIRT6 en ratones incrementa el tiempo de vida, mejora la tolerancia a 

la glucosa y atenúa la inflamación del tejido adiposo. Respecto a la relación de SIRT6 con 

la inflamación, se ha propuesto que la enzima mediante su actividad deacilasa sobre su 

sustrato Ac. H3K9 participa en la inhibición de la señalización mediada por NFkB y c-JUN. 

Así, silencia la señalización de estos dos factores de transcripción, mostrando un rol anti-

inflamatorio. Adicionalmente, SIRT6, tiene una función pro-inflamatoria en la regulación 

de TNFα, participando en la regulación de su síntesis así como en su secreción.  

Persisten al día de hoy, evidencias aparentemente contradictorias respecto a la función 

de esta Sirtuina que oscilan entre un rol anti-inflamatorio y otro pro-inflamatorio, así como 

un papel benéfico o perjudicial en los procesos de inflamación crónica que ocurren en la 

obesidad. Frente a estas dicotomías, y en vista de que no hay una respuesta clara sobre 

cuál es el rol de SIRT6 en procesos inflamatorios agudos y crónicos, nuestro objetivo 

consistió en evaluar su participación en las dos situaciones antes mencionadas.  

Iniciamos nuestros estudios analizando el rol de SIRT6 en la respuesta inflamatoria aguda 

generada tras un estímulo pro-inflamatorio ampliamente conocido, el lipopolisacárido de 

pared de bacterias gram negativas (LPS). Para ello utilizamos 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 regulación, ocurre un cambio temprano en la estabilidad de SIRT6 y una 

localización de la enzima en compartimentos citoplasmáticos, enriqueciéndose a nivel del 

retículo endoplasmático (RE). Es allí, donde se sintetiza el TNFα, producto de la cascada 

de señalización 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 

TNFα será destinado a la degradación lisosomal y cuánto será secretado. Al ser inhibida 

tempranamente, la secreción de TNFα baja significativamente en respuesta a LPS. En 
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concordancia con estos resultados, mediante abordajes in vivo, pudimos confirmar que la 

inhibición específica de SIRT6, disminuye también la secreción de TNFα 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 participación activa 

y clave para el desarrollo de una respuesta inflamatoria completa y resolutiva. 

Más adelante, nos propusimos evaluar la importancia de SIRT6 en un modelo de 

inflamación crónica inducida por obesidad y para ello generamos un modelo de ratones 

inducibles con macrófagos KO para SIRT6, mediante la utilización de la tecnología FLOX-

iCre. En este modelo, realizamos una primera evaluación de los efectos de la ausencia 

de SIRT6 en macrófagos durante la inflamación crónica, encontrando una disminución de 

la inflamación sistémica, así como la secreción de TNFɑ. Como consecuencia de estos 

cambios, estos ratones presentaron una protección contra la hiperglucemia generada por 

la obesidad, lo cual sugiere una función pro-inflamatoria de SIRT6 en contextos de 

inflamación crónica. 

Finalmente, en adición a este trabajo, estudiamos la regulación y posible modulación de 

la actividad enzimática de SIRT6 en respuesta a la utilización de compuestos de probada 

acción anti-inflamatoria, los nitrolípidos. Pudimos así, determinar que esta enzima es 

capaz de ser modulada in vitro por el NO2OA, y más aún, también modifica su actividad 

deacilasa sobre su substrato Ac. H3K9 en células HEK293FT que sobreexpresan SIRT6. 

Como perspectiva, este activador podría convertirse en un buen candidato para evaluar 

las consecuencias de su activación en los modelos de inflamación previamente 

mencionados, así como en otros modelos donde la activación de la enzima posee efectos 

beneficiosos para el organismo. 

Los resultados de esta tesis son relevantes en el área inmuno-metabólica, y posicionan a 

SIRT6 como un participante nuevo, activo y funcional en la respuesta inflamatoria crónica 

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 regulación, orquestando 

respuestas importantes a nivel celular.  
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  Abreviaturas (por orden alfabético) 

 
 

AAM macrófagos residentes del tejido de tipo M2 anti-inflamatorios o alternativamente 
activados (del inglés, alternative activated macrophages) 
ALT Alanina aminotransferasa   
AP1 proteína de activación 1 
APC células presentadoras de Antígeno (del inglés, Antigen Presenting Cells) 
AR Artritis Reumatoidea 
BER mecanismo de reparación del ADN por escisión de base (del inglés, base excision 
repair) 
BMDM macrófagos de médula ósea (del inglés Bone Marrow Derivated Macrophages) 
CAM macrófagos de tipo M1 pro-inflamatorios o clásicamente activados (del inglés 
classically activated macrophages) 
CD14 antígeno CD propio del sistema inmune (del inglés, cluster of differentiation) 
CEUA Comisión de Ética en el Uso de Animales 
CRE Creatinina  
CREB1 proteína de unión al elemento de respuesta del cAMP1 (del inglés, cAMP 
responsive element binding protein 1) 
DAMPs patrones moleculares asociados al daño (del inglés, Damage Associated Molecular 
Patterns) 
DMEM medio de cultivo (del inglés, Dulbecco's Modified Eagle Medium) 

DMSO Dimetilsulfóxido  
DSBs mecanismo de reparación del ADN por corte de doble hebra (del inglés, Double 
Strand Break) 
ELISA ensayo por inmunoadsorción ligado a enzimas 
FC fracción citosólica 
FEV fracción estromal vascular 
FFAs ácidos grasos libres (del inglés, Free Fatty Acids) 
FN fracción nuclear 
GMFI Media Geométrica de la Intensidad de Fluorescencia  
HFD dieta rica en grasas (del inglés High Fat  Diet) 
HIF1α factor de hipoxia (del inglés, Hypoxia Inducible Factor 1 Subunit Alpha) 
HR mecanismo de reparación del ADN por recombinación homóloga (del inglés, 
homologous recombination) 
HSP chaperonas o proteínas de choque térmico (del inglés, Heat shock protein) 
IA Inmunidad adaptativa 
IF Inmunofluorescencia 
II Inmunidad innata 
IKKi proteínas 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 interferón 3 (del inglés, interferon regulatory factor 3) 
K, Lisina 
KO del inglés, knock out 
LB Linfocitos B   
LBP proteína de unión al LPS (del inglés, LPS binding protein) 
LES Lupus Eritematoso Sistémico 
LPS Lipopolisacárido de pared de bacterias Gramnegativas 
LT Linfocitos T 
MD2 proteína homóloga a MD1 de Drosophila (del inglés, myeloid differentiation protein 2) 
MEF Fibroblastos embrionarios de ratón (del inglés, Mouse Embrionary Fibroblast) 
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MHC complejo de histocompatibilidad mayor  (del inglés, Major Histocompatibility Complex) 
MyD88 proteína de respuesta mieloide (del inglés, myeloid differentiation primary-response 
protein 88) 

ND dieta estándar (del inglés, Normal Diet) 
NEMO modificador esencial de NFkB o también llamado IKK𝛄 (del inglés NFkB essencial 
modifier) 
NFκB factor nuclear κB 
NHEJ mecanismo de reparación del DNA por unión de extremos no homólogos (del inglés, 
nonhomologous joining) 
NK células inmunes llamadas Natural Killer 
OE objetivos específicos 
ON  toda la noche (del inglés, over night) 
PAMPs patrones moleculares asociados a patógenos (del inglés, Pathogen Associated 
Molecular Patterns) 
PFA Paraformaldehído 
PRRs receptores de reconocimiento de patrón (del inglés, Pattern Recognition Receptors) 
qPCR reacción en cadena de la polimerasa cuantitativa 
RE Reticulo Endoplasmático 
RI Respuesta Inflamatoria 
RIP-1 proteína de interacción con el receptor 1(del inglés, receptor interacting protein 1) 
SARM proteína de soporte (del inglés, sterile 𝛂-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 estándar de la media  
SI Sistema Inmune 
SMOC centro organizador supramolecular (del inglés, Supramolecular Organizing Center) 
SUMO modificación post-traduccional (del inglés, small ubiquitin -like modifier) 
TA Tejido Adiposo 
TAB1 y TAB2 proteínas de unión  (del inglés, TAK1 binding proteins 1 y 2) 
TACE enzima que cliva el  TNF𝛂 (del inglés, Tumor Necrosis factor 𝛂 converting enzime) 
TAK1 quinasa activada por  TGF𝛃 (del inglés, TGF𝛃 activated kinase 1) 

TBK1  quinasa de unión a NFκB miembro de la familia de receptores asociados al TNF (del 
inglés, TRAF family member-associated NFκB activator binding kinase 1) 
TIR  receptores de IL-1 (del inglés, Toll/IL1 Receptor Domain) 
TIRAP o MAL proteína 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) 
TNF𝛂 Factor de Necrosis Tumoral 𝛂 (del inglés, Tumor Necrosis Factor 𝛂) 

TRAF6 miembro de la familia de receptores asociados al TNF (del inglés,  TNF associated 
receptor) 
TRAM proteína adaptadora (del inglés, TRIF related adaptor molecule) 
TRIF proteína adaptadora (del inglés, TIR domain-containing adaptor protein inducing IFN𝛃) 
UBAL Unidad de Biotecnología en Animales de Laboratorio del IPMON 
WB Western blot 
WD dieta rica en grasa y azúcares (del inglés, Western Diet) 
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 Introducción 

 
 

Antecedentes Generales 

 

El objeto de estudio de este trabajo se centra en el análisis de una Sirtuina particular, 

la Sirtuina 6, en la respuesta inflamatoria. Hemos estudiado su comportamiento en la 

respuesta inflamatoria aguda y en contextos de inflamación crónica, como lo es la 

obesidad inducida por dieta. En ambas situaciones evaluamos la relación de esta 

sirtuina con los niveles de una citoquina crucial en la respuesta inmune, el TNFα. En 

la introducción 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 vínculos con la inmunidad y 

obesidad. 

Sistema Inmune 

El ambiente que nos rodea en términos biológicos, está compuesto por una amplia 

variedad de microorganismos patogénicos y no patogénicos, los cuales desafían 

constantemente al Sistema Inmune (SI) de los organismos vivos1. Este último, está 

constituido por una red de células, tejidos, órganos y proteínas dispersas por el 

organismo y es el encargado de protegernos de agentes patógenos tales como virus, 

bacterias, parásitos, etc. A su vez, participa activamente de la remoción de células 

muertas y dañadas de nuestro organismo. Este sistema nos permite mantenernos 

sanos y su generación temprana en términos evolutivos, ha sido crucial para la 

sobrevivencia de múltiples organismos pluricelulares2.   

Su funcionamiento permite que una vez que un agente infeccioso es detectado, se 

arme rápidamente una Respuesta Inflamatoria (RI), cuyo objetivo será destruir al 

agente patógeno. Para ello, el sistema cuenta con mecanismos de detección que se 

especializan en el reconocimiento de agentes foráneos, tóxicos o estructuras 

alergénicas y que se clasifican de la siguiente forma: i) mecanismos genéricos 

programados y codificados por genes de la línea germinal del hospedero, capaces de 

reconocer patrones moleculares compartidos por toxinas y microorganismos 

patógenos, y por otro lado, ii) respuestas codificadas por reordenamientos de 

elementos genéticos somáticos que generan moléculas antigénicas específicas 

capaces de reconocer estructuras únicas de agentes foráneos1.                   

El primer set de respuestas frente al agente foráneo es montado por Inmunidad 

Innata (II), este sistema actúa rápidamente luego de que el patógeno 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 

pequeño grupo de células con especificidad por determinado patógeno, toxina o 

https://www.zotero.org/google-docs/?3iTawe
https://www.zotero.org/google-docs/?lgbgNy
https://www.zotero.org/google-docs/?HS1PX1
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alergénico. Estas, deben proliferar luego del encuentro con el antígeno, de forma de 

alcanzar un número suficiente para montar una respuesta efectiva contra el agente 

foráneo. Si bien estos dos sistemas de defensa del hospedero siempre se presentan 

como independientes, en general actúan juntos, siendo la II la primera línea de 

defensa, para luego dar lugar a la IA, que se vuelve predominante días después. 

Ambos sistemas son capaces de complementarse con las acciones del otro, así el 

sistema innato contribuye a la activación de las células antígeno específicas, mientras 

que el sistema adaptativo amplifica su respuesta reclutando mecanismos efectores 

innatos. A pesar de que sus mecanismos de acción son diferentes, su sinergia, 

cooperación y complementación son esenciales para una respuesta inmune 

completamente efectiva1.  A continuación, profundizaremos en las características 

generales de cada uno de estos sistemas.  

Generalidades de la Inmunidad Innata   

La inmunidad innata ha surgido más tempranamente (con los metazoos) y ha sido 

más conservada evolutivamente con el objetivo biológico de generar una rápida 

respuesta al agente foráneo2. Su principal rol ejerciendo el control de la infección 

ocurre de inmediato o dentro de las primeras horas posteriores al encuentro con el 

patógeno y el mecanismo efector utilizado dependerá del tipo de patógeno que haya 

iniciado la respuesta inmune3,4. A pesar de la variabilidad en la respuesta, todos los 

mecanismos de defensa incluidos en ella son codificados por genes de la línea 

germinal, como ya hemos mencionado. La expresión de sus mecanismos efectores 

está restringida a algunos tipos celulares y todos los individuos dentro de una misma 

especie comparten un mismo repertorio de inmunidad innata5.   

Este sistema cuenta con 4 tipos de barreras defensivas no específicas que 

incluyen: las barreras físicas, 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 renovación. Las barreras 

fisiológicas, incluyen la temperatura corporal, el bajo ph del estómago, proteínas 

solubles y pequeñas moléculas bioactivas de los fluidos biológicos o producidas por 

células activadas (ejemplos; proteínas del complemento, defensinas, ficolinas, 

citoquinas, quimioquinas, mediadores lipídicos, radicales libres, aminas bioactivas y 

enzimas). Las barreras fagocíticas o endocíticas, cuyos componentes son varios tipos 

celulares que internalizan y rompen macromoléculas foráneas, así como células 

especializadas en esta función (monocitos, neutrófilos, macrófagos). La última barrera 

defensiva, es la barrera inflamatoria, o la respuesta llamada Respuesta Inflamatoria 

Aguda, en la cual profundizaremos más adelante4.  

La inmunidad innata tiene una respuesta patógeno-dependiente, y basa su 

capacidad de clasificación en la presencia de diferentes receptores de membrana y 

proteínas citoplasmáticas que reconocen patrones moleculares asociados a 

patógenos (PAMPs, por su sigla en inglés). Estos incluyen componentes exclusivos 

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
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de los microorganismos patógenos no presentes en mamíferos que pueden ser 

reconocidos intra y extracelularmente. Ejemplos de PAMPs que permiten detectar la 

presencia de un patógeno son: el ARN bicatenario de virus, las secuencias de ADN 

CpG no metiladas de bacterias, la flagelina de las bacterias, LPS, el ácido lipoteicoico 

de bacterias gram+, los oligosacáridos ricos en manosa, entre otros. Por otro lado, la 

inmunidad innata es también capaz de reconocer las sustancias endógenas 

producidas como consecuencia del daño celular y a estos se los conoce como 

patrones moleculares asociados a la lesión (DAMPs, por su sigla en inglés). Estos 

últimos, pueden producirse como resultado del daño celular causado por infecciones 

y surgen como la consecuencia metabólica de la infección o inflamación, pero también 

pueden indicar una lesión estéril. Ejemplos de DAMPs son las alarminas, las 

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

úrico, entre otras6. Para finalizar, existe una tercera estrategia de reconocimiento de 

los receptores de la II, mediante el cual, las células saludables pueden enviar señales 

inhibitorias que evitan la activación de la respuesta inmune. Este tipo de mensajes 

son muy importantes para evitar y limitar el daño generado por las células efectoras 

del SI7. 

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 patrón (PRRs, por su sigla en inglés). Estos receptores 

son codificados por la línea germinal en un número limitado, algunos son 

constitutivamente activos y otros se expresan en respuesta a interacciones con los 

patógenos. Cuando estos PRRs se unen a PAMPs o DAMPs, activan la transducción 

de señales que promueven las funciones antimicrobianas y pro-inflamatorias. La 

expresión 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 patógenos, donde sea que estos se encuentren.   

Las células que participan en la II tienen diferentes orígenes. Aquellas cuyo origen 

es hematopoyético incluyen: macrófagos, neutrófilos, células dendríticas (fagocitos), 

mastocitos, basófilos, eosinófilos, entre otras. Los fagocitos no solo fagocitan los 

patógenos, sino que además logran matarlos por diferentes vías y producen las 

citoquinas para señalizar la respuesta. Este grupo es el que expresa la mayor cantidad 

y variedad de PRRs y presentan una función crítica para el desarrollo de la respuesta 

inflamatoria completa, ya que mediante su interacción o presentación de antígenos a 

los linfocitos T,  activan la inmunidad adaptativa. También participan de la II 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-urinario3. En la Figura 1, se presentan las características y 

funciones de algunas células de la Inmunidad Innata.  

Acompañando a todos estos participantes, el sistema innato también cuenta con 

componentes humorales que incluyen a las proteínas del complemento, proteínas 

de unión a LPS, proteína C-reactiva, pentaxiales, colectinas, péptidos antimicrobianos 

https://www.zotero.org/google-docs/?AeTNt5
https://www.zotero.org/google-docs/?sQhbJb
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y defensinas, entre otras. Estas proteínas circulantes están involucradas tanto en 

detectar los microorganismos patógenos, así como en los mecanismos efectores que 

facilitan la limpieza del proceso inflamatorio8. El sistema de complemento funciona 

para identificar y marcar (u opsonizar) bacterias y otros patógenos, haciéndolos 

susceptibles a la fagocitosis. La función fagocitica de la II promueve la limpieza de 

células muertas, complejos de anticuerpos, así como sustancias foráneas presentes 

en órganos, tejidos, sangre y linfa. Esto además, colabora con la comunicación con la 

IA mediante la movilización y activación de las células presentadoras de antígenos 

(APCs, del inglés Antigen Presenting Cells).  

 

Figura 1. Funciones y características de células involucradas en la Inmunidad Innata. En el 

cuadro se muestra la morfología de cada célula innata, así como su porcentaje en la sangre de 

individuos adultos, morfología nuclear, funciones, tiempo de vida y cuáles son los principales agentes 

foráneos que las activan4. Figura tomada de Marshall et al., 2018. 

Generalidades de la Inmunidad Adaptativa 

La inmunidad adaptativa surgió evolutivamente más tarde que la innata, permitiendo 

a los vertebrados sobrevivir a la continua reexposición de patógenos a lo largo de la 

vida2. Muestra una gran especificidad en el reconocimiento de antígenos y es capaz 

de generar efectores inmunológicos patógeno-específicos que viven durante mucho 

tiempo y persisten en un estado latente, siendo capaces de expresar su función 

efectora frente a un nuevo encuentro con su antígeno específico. Este reconocimiento 

se conoce como memoria inmunológica 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 antígeno y su respuesta 

máxima, la cual llegará días después del encuentro con el antígeno, e implica la 

expansión clonal de aquellas células que son específicas para su destrucción y 

reconocimiento4,8.  

https://www.zotero.org/google-docs/?wzuuCS
https://www.zotero.org/google-docs/?SmFBK8
https://www.zotero.org/google-docs/?EANhjt
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Su mecanismo de acción se basa en la especificidad receptor-antígeno y los 

receptores son expresados en las superficies de unas células muy importantes en 

esta respuesta:  los linfocitos B y T (LT y LB). Las especies que presentan IA, tienen 

LT y LB con un gran repertorio de receptores de antígenos y anticuerpos. Esta 

diversidad se genera somáticamente a través de recombinación de sitio específica, 

generando diferentes clones de linfocitos con distintas especificidades5. Los 

receptores de las células B y T difieren en su mecanismo para reconocer los 

antígenos, a grandes rasgos los LT antígeno específicos son activados para su 

proliferación por las células APC y los LB, se diferencian en células plasmáticas para 

producir anticuerpos. Cada linfocito expresa un receptor con una especificidad 

antigénica única5.  

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 comprensión más 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 específicos del sistema inmune Innato:  

Receptores del tipo Toll  

El sistema inmune innato es mediado por un grupo de PRRs, los cuales inducen la 

activación de vías intracelulares de transducción de señales que confluyen en la 

expresión 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 patógenos, así 

como moléculas secretadas o liberadas por células estresadas o en proceso de 

muerte9,10. El receptor Toll, fue inicialmente identificado como una proteína codificada 

por el gen “toll” de Drosophila, el cual es esencial para la defensa innata contra las 

infecciones de hongos en moscas adultas10. Actualmente, se conocen 10 TLRs en 

humanos y 13 TLRs en ratones, siendo los TLR del 1 al 9 conservados entre ambas 

especies. El TLR 10 murino no es funcional por una inserción retroviral y los TLR 11,12 

y 13 no están presentes en el genoma humano12-14.   

Los TLR pueden encontrarse principalmente en macrófagos y células dendríticas, 

pero también se expresan en neutrófilos, eosinófilos, células NK, mastocitos, células 

epiteliales, queratinocitos, así como en algunas células T y B del sistema inmune 

adaptativo14-16. Su ubicación subcelular puede ser en la membrana citoplasmática 

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 patógeno. Por su parte, los TLR 

3, 7, 8 y 9 se expresan en compartimentos intracelulares, como el RE, lisosomas y 

endosomas (TLR endosomales), donde generalmente se unen a estructuras 

https://www.zotero.org/google-docs/?mtxpnn
https://www.zotero.org/google-docs/?eWTqSh
https://www.zotero.org/google-docs/?qKU5Yo
https://www.zotero.org/google-docs/?K1MhE2
https://www.zotero.org/google-docs/?qrAoAk
https://www.zotero.org/google-docs/?CpHhE6
https://www.zotero.org/google-docs/?Sw9wnj
https://www.zotero.org/google-docs/?Jfdtvk
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únicamente accesibles luego de la captura y destrucción del patógeno13. En la parte 

superior de la  Figura 2, se esquematizan los diferentes PAMPs y DAMPs reconocidos 

por los distintos TLRs.  

 
Figura 2. Ejemplos de PAMPs y DAMPs y los TLRs que los reconocen. Los diferentes TLR 

presentes en mamíferos tienen especificidad por los PRR. Por ejemplo, TLR2 es capaz de reconocer 

varios PAMPs tanto de bacterias, como Virus y Parásitos, sin embargo, el dímero TLR2/1 

exclusivamente reconoce el Triacil Lipopeptido de Bacterias.  En la parte inferior de la figura, se puede 

observar cómo cada TLR puede iniciar la cascada de señalizaciones posteriores a su unión con el 

ligando, mediante la unión con diferentes proteínas adaptadoras12. Figura tomada de Kawai y Akira,  

2007. 

En cuanto a su síntesis, todos los TLR son sintetizados en el RE, transportados hacia 

el Golgi y reclutados hacia la superficie o compartimento celular donde tienen su 

ubicación final. Los TLR son proteínas transmembrana de tipo I y existen como 

proteínas diméricas (heterodímeros o homodímeros), que atraviesan la membrana y 

presentan: un dominio de unión al ligando extracelular (ectodominio), compuesto 

por de 20-27 motivos repetidos ricos en leucina (LRR) flanqueadas por estructuras 

ricas en cisteína, un dominio transmembrana con estructura α-hélice, y un dominio 

intracelular citoplasmático homólogo al receptor Toll para la IL-1 (TIR), el cual es 

esencial para la transducción de señales9,14.  En la Figura 3, se muestra un esquema 

de la estructura genérica de estos receptores.  

https://www.zotero.org/google-docs/?KIdDAj
https://www.zotero.org/google-docs/?OWtshO
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1471491407001840?via%3Dihub#!
https://www.zotero.org/google-docs/?UfMcDM
https://www.zotero.org/google-docs/?qMAy8Y
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Figura 3. Estructura de los TLRs. Como se mencionó en el texto, los TLR son proteínas 

transmembrana de tipo I con un dominio de unión al ligando extracelular (ectodominio), compuesto por 

de 20-27 motivos repetidos ricos en leucina (LRR), un dominio transmembrana con estructura α-hélice 

y un dominio intracelular citoplasmático TIR9. Figura tomada de El-Zayat et al., 2019.  

Uno de los receptores más estudiados es el TLR de tipo 4 (TLR4), el cual reconoce 

específicamente el LPS17-19. Este receptor fue el primer receptor homólogo a los 

receptores Toll de Drosophila descubierto en mamíferos20, siendo crítico para el 

desarrollo de la respuesta inmune a las infecciones generadas por bacterias Gram 

negativas. Se expresa en varios tipos celulares y órganos, sin embargo, son las 

células dendríticas y los macrófagos los que más lo expresan21. 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 proteínas de unión a LPS. Estas 

incluyen: la proteína de unión a LPS, LBP (del inglés LPS binding protein), el marcador 

mieloide CD14 y la proteína homóloga a MD1 de Drosophila, MD-2 (del inglés, myeloid 

differentiation protein 2). En humanos, la cantidad de LBP en el plasma se estima en 

3-10µg/ml y luego de una fase de respuesta aguda estos niveles se incrementan 

drásticamente22. LBP se une en la sangre o en fluidos extracelulares a micelas de 

LPS y este proceso facilita la captura de monómeros de LPS por CD14, principalmente 

expresada en macrófagos y monocitos23. CD14 luego transfiere el LPS a un 

heterodímero de MD-2 y TLR4, los cuales se encargan de encender la señalización. 

Estas proteínas co-receptoras o accesorias, son importantes para que ocurra la 

correcta señalización 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 inmunes21-24. 

La unión de un determinado ligando a un TLR ocasiona la formación de homo o 

heterodímeros, lo cual acerca los dominios TIR, permitiendo que comience la 

señalización celular. A esto le sigue el reclutamiento de proteínas adaptadoras al 

dominio TIR, lo que facilita el reclutamiento y activación de varias quinasas, las 

cuales, mediante una cascada de fosforilaciones, activan factores de transcripción que 

inducen la expresión de genes inflamatorios y antivíricos. 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 actúan en las proximidades de los TLRs, uniéndose 

https://www.zotero.org/google-docs/?MJ8vll
https://www.zotero.org/google-docs/?zdVGJ7
https://www.zotero.org/google-docs/?Ps8ZAr
https://www.zotero.org/google-docs/?vkbg7k
https://www.zotero.org/google-docs/?vjXvhV
https://www.zotero.org/google-docs/?mwRLD9
https://www.zotero.org/google-docs/?Xk3ogS
https://www.zotero.org/google-docs/?eOu0yb
https://www.zotero.org/google-docs/?eOu0yb
https://www.zotero.org/google-docs/?LZBVzS
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directamente al dominio TIR. En mamíferos existen 4 tipos de proteínas adaptadoras 

canónicas: 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 IFN𝛃), y TRAM (del inglés, TRIF 

related adaptor molecule). Todos los TLRs, excepto TLR3, envían señales a través de 

MyD88, siendo capaces de activar NFκB y MAPKs para la inducción de la respuesta 

inflamatoria. La activación de MAL o TIRAP es dependiente de MyD88 y se asocia a 

TLR2 y 4. Por su parte, TLR3 envía señales a través de TRIF, lo cual genera la 

activación de IRF3. Por último, TLR4, es capaz de enviar señales a través de MyD88 

y TRIF, y es la vía TRAM la que media la señalización MyD88 independiente, como 

veremos más adelante. Los TLR7 y 9 endosómicos (de células dendríticas 

plasmocitoides), envían señales a través de una vía dependiente de MyD88 e 

independiente de TRIF que activa NFκB e IRF4, por lo cual inducen una respuesta 

inflamatoria y antivírica. Existen además otro grupo de moléculas adaptadoras, como 

es el caso de SARM (del inglés, sterile ɑ-and armadillo-motif containing protein), que 

son reclutadas en adición a otra molécula adaptadora canónica y presentan roles 

específicos como proveer de andamiaje para la unión 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 regulación de la 

señalización mediada por TLR3 y TLR410,25.  

Colectivamente, dependiendo del adaptador que se utilice, la señalización mediada 

por TLR se divide en dos rutas: la ruta MyD88 dependiente, utilizada por todos los 

TLR con excepción de TLR3, la cual finaliza con la producción de citoquinas 

inflamatorias y la ruta TRIF dependiente, utilizada por TLR3 y 4, asociada a la 

estimulación de la expresión de genes de IFN de tipo I (INF1)26.  

MyD88, es un adaptador citoplasmático con un rol fundamental en la señalización 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 

además sus macrófagos peritoneales en cultivo son incapaces de producir TNFα y 

otras citoquinas, en respuesta a LPS. La señalización 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 

formación de este complejo, IRAK4, la cual es inicialmente activada, se encarga de 

activar a IRAK1 y 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)27-29. TRAF6 es una E3 ubiquitina ligasa de tipo “RING-

finger”, y junto a E2, Ubc13 y Uev1A, promueven la poliubiquitinación de otras 

proteínas en sus residuos Lys63. El complejo IRAK1-TRAF6 se une con TAK1 (del 

inglés, TGFβ activated kinase 1), con la que forman un complejo mayor que incluye 

además a TAB1 y TAB2 (del inglés, TAK1 binding proteins 1 y 2). El complejo se 

mueve al citoplasma, por la degradación de IRAK1 y allí las ligasas unen cadenas de 

https://www.zotero.org/google-docs/?cQvIP0
https://www.zotero.org/google-docs/?9lgHFg
https://www.zotero.org/google-docs/?aXO38V
https://www.zotero.org/google-docs/?N12Cgv
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poliubiquitina a TRAF6, mediando la activación de TAK1, la cual al ser activada activa 

dos vías, las MAP quinasas (tales como ERK1/2, p38 y JNK) y las IKK quinasas28. 

Las primeras median la activación de los factores de transcripción de la familia AP1 y 

las segundas, fosforilan I𝜿B𝛂, la cual es degradada por el proteosoma y permite la 

translocación de NFκB al núcleo y la consecuente inducción de la expresión de 

distintos genes que codifican citoquinas inflamatorias12.  

La señalización dependiente de TRIF, inicia en los endosomas tempranos por TLR3 

o TLR4 que han sido endocitados para provocar una respuesta tardía NFκB 

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 

interactúa y activa TAK1, que lleva a la activación de NFκB y MAP quinasas, como 

vimos anteriormente. Cuando se recluta TRAF3, este recluta TBK1 (del inglés, TRAF 

family member-associated NFκB 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 dímeros y se transloca al núcleo donde induce la 

expresión de genes de IFN1. Recientemente se ha demostrado que la activación del 

IRF3 también puede ser regulada por el lípido inositol, PtdIns5P, el cual se une tanto 

al IRF3 como a TBK1 facilitando así la formación del complejo entre ambos12. En la 

Figura 4, se esquematizan las vías que hemos mencionado previamente.  

 

Figura 4. Transducción de señales por las vías MYD88 dependiente o independiente. La 

activación de los TLRs por su unión al ligando lleva a la dimerización y el reclutamiento de 4 proteínas 

adaptadoras: MYD88, TIRAP, TRIF y TRAM. Las señales corriente abajo se propagan mediante la 

activación de IRAKs-TRAF6, los complejos IKK y la señalización culmina con la activación de NFκB y 

IRF, que regula la producción de citoquinas pro-inflamatorias e interferón tipo 112. Figura tomada de 

Kawai y Akira,  2007. 

Como ya se mencionó, los principales factores de transcripción activados en estas 

vías son el factor nuclear κB (NFκB), la proteína de activación 1 (AP1), y el factor de 

respuesta al interferón 3 (IRF3) y 7 (IRF7). NFκB y AP1 estimulan la expresión de 

https://www.zotero.org/google-docs/?RCNjMs
https://www.zotero.org/google-docs/?2LhEGq
https://www.zotero.org/google-docs/?Yx7f8G
https://www.zotero.org/google-docs/?wHGmxI
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1471491407001840?via%3Dihub#!
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genes que codifican muchas de las moléculas requeridas para las respuestas 

inflamatorias, como citoquinas pro-inflamatorias (TNFα, IL1β, IL6), quimiocinas 

(CCL2, CXCL8 y CXCL10) y moléculas de adhesión endotelial (selectina E).  IRF3 y 

7 promueven la expresión de interferones del tipo I (IFNα, IFNβ), importantes para las 

respuestas inmunitarias innatas antivirales12.  

Así como la expresión y funcionamiento de los TLRs es crucial para la sobrevida de 

los organismos, es igual de importante también que no ocurra una excesiva activación 

de estos. La sobre-activación de estos sostiene la producción de citoquinas y 

quimioquinas, rompiendo la homeostasis inmune y de esta forma puede contribuir con 

la progresión 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 II9. En particular, la desregulación de TLR4 en la sepsis inducida por bacterias 

promueve la producción aberrante de citoquinas en el huésped, lo cual puede llevar 

al shock séptico31.  

Control transcripcional de la respuesta inflamatoria  

 

Las células del sistema inmune innato están programadas para generar una respuesta 

transcripcional rápida y robusta frente a diferentes estímulos. La respuesta inmune no 

sólo implica la cascada de señalización intracelular provocada por la unión al PRR, 

sino que también implica una cascada transcripcional que llevará a la transcripción 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 protección contra el agente patógeno. Otros genes, 

serán los encargados de codificar factores de transcripción y moléculas de 

señalización 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 unión a receptores de la membrana plasmática y 

la activación de vías de señalización y factores de transcripción alternativos. Así, la 

cascada transcripcional progresa por varias horas con olas transcripcionales 

solapadas de activación o inhibición32. 

 

En el caso del LPS, aunque también ocurre para los diferentes ligandos patógenos, 

pasadas unas pocas horas o minutos de la estimulación, se induce o reprime la 

expresión de varios genes LPS dependientes, y serán los factores de transcripción los 

encargados de coordinar esta secuencia génica. La respuesta transcripcional consiste 

en múltiples sets de genes que codifican programas funcionales, controlando 

procesos como: la migración celular, reparación y remodelación de tejidos, defensa 

antimicrobiana, fagocitosis, cambios metabólicos y por último, la regulación de la 

respuesta inmune adaptativa. Estos grupos de genes están organizados en módulos 

transcripcionales, los cuales son regulados coordinadamente por distintos factores 

de transcripción.  En base a su modo de activación y su función, los factores de 

https://www.zotero.org/google-docs/?jrLCuD
https://www.zotero.org/google-docs/?mAc1Zr
https://www.zotero.org/google-docs/?VG1Pkq
https://www.zotero.org/google-docs/?rbniNM
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transcripción se clasifican en 3 categorías. Los factores de transcripción de clase I, 

son constitutivamente expresados por muchas células y se activan mediante 

modificaciones post-traduccionales. En la mayoría de los casos el factor de 

transcripción es retenido el citoplasma en el estado basal y la señal activadora 

involucra su translocación al núcleo. Se incluyen dentro de este grupo a NFkB, IRFs 

y CREB1 (proteína de unión al elemento de respuesta del cAMP 1, del inglés cAMP 

responsive element binding protein 1). Estos, son los que actúan más rápido en 

respuesta LPS, induciendo la expresión de los genes de respuesta primaria. Los 

factores de transcripción de clase II, son sintetizados de novo luego de la estimulación 

con LPS y se encargan de regular la segunda ronda de expresión génica. La tercera 

categoría de factores de transcripción de clase III, consiste en reguladores 

transcripcionales específicos de linaje, los cuales se expresan durante la 

diferenciación de macrófagos, son constitutivamente expresados y activos33.  

 

El factor nuclear kB, NFkB fue descubierto como un factor de unión al ADN activado 

en células B maduras, con gran afinidad por el potenciador transcripcional del gen de 

la inmunoglobulina liviana k34. En mamíferos, NFkB está codificado por 5 genes que 

dan lugar a 5 proteínas: RelA (p65), cRel, RelB, p105 (NFkB1, precursor de p50) y 

p100 (NFkB2, precursor de p52); las cuales comparten un dominio homólogo Rel qué 

es responsable de la unión al ADN, dimerización y la asociación con las proteínas I𝜿B 

(del inglés, inhibitory 𝜿B proteins). RelA y cRel contienen dominios de activación 

transcripcional, p50 y p52 derivan del procesamiento proteolítico de las proteínas 

precursoras p100 y p105. Los 5 polipéptidos pueden formar 15 factores de 

transcripción diferentes, mediante la combinacion de homo y hetero-dimeros, y todos 

ellos comparten la habilidad de unirse a la secuencia de ADN consenso 𝜿B, por lo 

cual se hace referencia a ellos como NFkB. Se conocen 5 proteínas homólogas que 

juegan un rol inhibitorio sobre la unión al ADN de NFkB, las I𝜿B, las cuales son las 

encargadas en condiciones basales, de secuestrar a NFkB en el citoplasma en su 

forma inactiva, evitando su translocación al núcleo35.   

 

Se han descrito dos rutas de señalización distintas y evolutivamente conservadas para 

NFkB, las cuales se distinguen por dos complejos multiproteicos IKK que regulan la 

degradación de las proteínas I𝜿B. El complejo “canónico” IKK, contiene la IKKβ y a 

la proteína de andamiaje NEMO (modificador esencial de NFkB o también llamado 

IKKɣ, del inglés NFkB essencial modifier), mientras tanto el complejo “no canónico” 

IKK consiste en el homodímero IKK1 (IKKα). Ambas rutas de señalización tienen un 

rol importante en el funcionamiento del sistema inmune, mientras la vía canónica es 

la responsable de regular la inflamación durante la respuesta inmune controlando la 

proliferación y apoptosis de células linfoides, la vía no canónica se asocia con el 

desarrollo de los órganos linfoides, asegurando efectivo montaje de la respuesta 

inmune. La ruta canónica actúa rápidamente respondiendo en minutos y es reversible 

por múltiples mecanismos de regulación negativa. Por su parte, la ruta no canónica 

https://www.zotero.org/google-docs/?BGu9nU
https://www.zotero.org/google-docs/?kROIew
https://www.zotero.org/google-docs/?YqeU7p
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responde lentamente, luego de horas y/o días, mediando una actividad NFkB nuclear 

a largo plazo35.  

 

Un estímulo pro-inflamatorio, como por ejemplo el LPS, es un fuerte inductor de la 

actividad NFkB en muchas células. En la ruta canónica, la primera isoforma NFkB 

inducida es mayormente p50:RelA. Este complejo, en las células sin estimular es 

inhibido por su unión al I𝜿B. En respuesta al estímulo, las proteínas canónicas I𝜿B 

(IKKβ) se fosforilan por el complejo IKK y son subsecuentemente poliubiquitinadas y 

degradadas mediante el proteasoma. Esta activación canónica es muy rápida, no 

requiere síntesis de novo,  generando el rápido incremento de NFkB en el núcleo y la 

inducción de citoquinas inflamatorias como IL1, IL6, IL8, IL12 y TNFα, así como 

quimioquinas; MCP1, IL18, RANTES, MIP-2, CxCI1 y CxCl1026,35,36. En la Figura 5, 

se muestran los genes activados por la presencia de NFkB nuclear.  

 

La vía de señalización no canónica involucra varios estímulos no inflamatorios y se 

observa en variedad de tipos celulares. Dependiendo del estímulo 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 proteínas tipo 

I𝜿B, uniendo los dominios homólogos a Rel, e inhibiendo la translocación de RelB o 

RelA al núcleo. La degradación proteolítica de los extremos Ct de p105 y p100 resulta 

en la generación de p50 o p52. Mientras el procesamiento de p105 es constitutivo, 

p52 ocurre como consecuencia de una fosforilación Ct de p100 mediada por el 

homodímero de IKKα. La activación no canónica es significativamente más lenta que 

canónica y no presenta mecanismos de regulación negativa, ni un control dinámico35. 

Se cree que es generada por CD40, el receptor βLT (del inglés, lymphotoxin) y el 

receptor BAFF (del inglés, B-cell activating factor belonging to de TNF family)27. 

  

Por otro lado, existe un segundo nivel de activación de NFkB, el cual involucra la 

transactivación de p65 y c-Rel. La subunidad p65 presenta múltiples sitios de 

fosforilación y su activación puede ocurrir por diferentes mecanismos. Se encuentra 

constitutivamente fosforilada, sin embargo, la fosforilación basal se incrementa en 

respuesta a gran variedad de estímulos. En particular, en su extremos Ct presenta 

dos dominios de transactivación TA1 y TA2, que, al ser activados, mediante 

fosforilación de Serinas, incrementan notablemente los niveles de transcripcion37.  

Adicionalmente, la fosforilación en la Ser276 del dominio Nt, mediada por PKA en 

respuesta a LPS, incrementa su actividad transcripcional y además promueve la 

interacción con CBP/p300 (del inglés, CREB binding protein), lo cual también tiene el 

mismo efecto39. Otra proteína involucrada en transactivación de p65 es Ras, proteína 

de unión a GTP, la cual potencia la actividad transcripcional mediante quinasas40. 

Sumado a esto, células que carecen de otras quinasas como: PKCξ, NIK, IKKᗴ, 

TBK/NAK, GSK3β, presentan también baja expresión génica NFkB dependiente37. 

 

https://www.zotero.org/google-docs/?GrRO6t
https://www.zotero.org/google-docs/?elWQtT
https://www.zotero.org/google-docs/?gtr9Gf
https://www.zotero.org/google-docs/?iSXwmU
https://www.zotero.org/google-docs/?pfIE3U
https://www.zotero.org/google-docs/?u3vd6c
https://www.zotero.org/google-docs/?biv24K
https://www.zotero.org/google-docs/?olf50X
https://www.zotero.org/google-docs/?rPPojy
https://www.zotero.org/google-docs/?JnNfqM
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Figura 5.  Genes blanco de NFkB involucrados en el inicio y progresión de la inflamación. NFkB 

es un factor de transcripción inducible, que luego de su activación, activa la transcripción de varios 

genes y por intermedio de ellos se regula la inflamación. No solo es capaz de incrementar la producción 

de citoquinas. quimioquinas y moléculas de adhesión, sino que además regula la proliferación celular, 

apoptosis, morfogénesis y diferenciación34. Figura tomada de Liu et al., 2017.  

 

Los macrófagos: fagocitos mediadores de la respuesta inmune.  

 

Los macrófagos 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 fagocíticas, así como potencial degradativo, lo que permite la 

limpieza y remoción de agentes dañinos y tejidos dañados. Son esenciales en el 

sistema inmune, pudiendo participar tanto la inmunidad innata como en la 

adaptativa39-,42.  

 

Se han propuesto 3 orígenes diferentes para los macrófagos que existen en nuestro 

cuerpo: los macrófagos residentes que derivan del saco vitelino, los macrófagos 

residentes que derivan del hígado fetal y por último, los macrófagos infiltrantes que 

derivan de la médula ósea. Todos emergen en distintos puntos y participan en el 

desarrollo, crecimiento, mantenimiento y remodelación de tejidos43. La ontogenia 

precisa de los macrófagos embrionarios es debatida, sin embargo, se ha establecido 

que al menos un set de macrófagos surge previo a la aparición 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 

embrión de ratón, así como el surgimiento de los diferentes macrófagos residentes.  

https://www.zotero.org/google-docs/?x1XMHP
https://www.zotero.org/google-docs/?u5wP1D
https://www.zotero.org/google-docs/?24VGws
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Figura 6. Rondas de Hematopoyesis y surgimiento de macrófagos. La figura muestra cómo desde 

E6.5 hasta E11, la hematopoyesis primitiva toma lugar en el saco vitelino y algunos macrófagos 

residentes como la microglia o las células de Langerhans aparecen en sus respectivos tejidos. Más 

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 macrófagos alveolares. Desde 

E10 hasta el nacimiento, el hígado fetal comienza a generar todas las células inmunes y los macrófagos 

residentes del sistema cardíaco, músculo esquelético, dermis y grasa que colonizan los tejidos. 

Finalmente, luego del nacimiento la hematopoyesis se mueve hacia la médula ósea donde dará lugar 

a los monocitos circulantes de la sangre que reemplazaran a un porcentaje de los macrófagos 

residentes y funcionaran como uno de los reservorios de macrófagos40. Figura tomada de Theret et al., 

2019.  

 

Durante la embriogénesis se detectan macrófagos en la mayoría de los órganos y 

tejidos y la progenie de ese primer macrófago persistirá durante toda la vida del 

organismo. Los macrófagos residentes, viven por semanas o meses en los tejidos 

periféricos, donde constituyen poblaciones estables y asumen fenotipos 

especializados dependiendo del órgano y reflejando la influencia ejercida por factores 

de cada microambiente. Así encontramos macrófagos alveolares en el pulmón, 

células de Kupffer en el hígado, macrófagos esplénicos en el bazo, osteoclastos en el 

hueso y microglia en el sistema nervioso central, entre otros macrófagos 

especializados44. Los macrófagos residentes de tejidos son las células inmunes más 

abundantes dentro de los tejidos y su mantenimiento es crucial para la su propia 

homeostasis. Si bien está establecido que un porcentaje de los macrófagos residentes 

se renueva constantemente vía macrófagos derivados de la sangre, la evidencia 

muestra que también los macrófagos pueden proliferar localmente en su estado basal, 

así como en respuesta a injurias en el tejido. La contribución de los precursores 

circulantes versus los precursores locales en el mantenimiento de la homeostasis 

continúa siendo debatida en la actualidad42. La contribución de las HSC a la 

renovación de los macrófagos residentes difiere entre órganos, siendo reducida (≼5%) 

en el cerebro, hígado y epidermis; pequeña pero incrementada con la edad del 

individuo en pulmón, riñón y corazón, y a veces predominante en la lámina propia del 

intestino45. 

https://www.zotero.org/google-docs/?TuGeGw
https://www.zotero.org/google-docs/?PMf8mi
https://www.zotero.org/google-docs/?hXddaV
https://www.zotero.org/google-docs/?D575jj
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En adición, los macrófagos que derivan de células progenitoras de la médula ósea 

sufren 3 divisiones sucesivas, la primera de ellas da lugar a los monoblastos, 

después promonocitos y finalmente, monocitos antes de ser liberados a la 

circulación. Los monocitos constituyen un grupo heterogéneo compuesto de 

diferentes subgrupos distinguibles por marcadores de su superficie celular, así como 

por sus diferentes funciones. Una vez diferenciados a macrófagos, dejan la sangre y 

entran al tejido. En humanos, se han identificado tres poblaciones de monocitos y se 

clasifican en clásicos, intermedios y no clásicos siendo los clásicos la subpoblación 

predominante, cuya función principal es eliminar los neutrófilos apoptóticos en los 

lugares de inflamación. Los monocitos clásicos se identifican por la expresión 

superficial del marcador CD14. El grupo de los monocitos no clásicos suponen una 

minoría con mayor capacidad de expresión de citoquinas pro-inflamatorias, mayor 

efectividad para la presentación antigénica y mayor capacidad de extravasación, 

identificados por los marcadores de superficie CD14 y CD16. Existen además 

poblaciones de monocitos intermedias con CD14 y CD16 y con un perfil 

transcripcional diferente a las dos clases mencionadas39. En ratones, se utiliza el 

marcador Ly6C, indicando monocitos que se originaron de progenitores de la médula 

ósea y son liberados a la sangre, donde adoptan un fenotipo Ly6Cmid asociado a la 

expresión selectiva de CCR7, CCR8 y la retención del marcador CCR2 (del inglés, 

CC-chemokine receptor 7, 8, y 2, respectivamente). En condiciones basales estos 

formarán los monocitos CCR2-Ly6C- que se caracterizan por la expresión de la 

quimioquina CX3CR1 (de inglés, CX3C-chemokine receptor 1). Ambos, Ly6C- y 

Ly6C+, responden a estímulos pro-inflamatorios, sin embargo son funcionalmente dos 

poblaciones diferentes, mientras que los Ly6C+  responden al daño infiltrando el tejido, 

los Ly6C- se encargan del patrullaje del sistema vascular, detectando y removiendo 

células endoteliales dañadas de los vasos. Los monocitos son células muy plásticas, 

pudiendo adoptar diferentes programas transcripcionales en función de las citoquinas 

presentes en su microambiente y asumiendo un rango de funciones que van desde 

promover la respuesta inmune inflamatoria o adaptativa, a inhibir estas últimas, 

promoviendo la regeneración del tejido45-46. 

 

En esta sección describimos los macrófagos, los cuales han constituido el principal 

modelo celular de estudio de nuestros experimentos in vitro. Más adelante 

detallaremos su comportamiento en la respuesta inflamatoria aguda y en la 

inflamación crónica. En los experimentos de citometría de flujo donde seleccionamos 

macrófagos para su estudio (ver sección resultados) dentro de la población de células 

presentes en fracción estromal vascular del tejido adiposo, se utilizó el marcador 

CD45 para seleccionar la población leucocitaria y posteriormente, los marcadores 

clásicos de macrófagos CD11b y F4/80. Así mismo, en la población de células 

presentes en los lavados peritoneales, los macrófagos fueron seleccionados, 

excluyendo la población positiva para los marcadores CD19, TCRβ, Ly6G, 

principalmente linfocitos, y posteriormente, seleccionando células positivas para los 

marcadores CD11b y F4/80. Dado que los macrófagos constituyen los mayores 

productores de citoquinas48, a continuación, detallaremos el TNFα.  

https://www.zotero.org/google-docs/?fEm6kX
https://www.zotero.org/google-docs/?l180vG
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TNF𝛂: una citoquina pro-inflamatoria multifuncional. 

El Factor de Necrosis Tumoral α (TNFα, del inglés Tumor Necrosis Factor) juega un 

rol crucial en el sistema inmune durante la inflamación, proliferación, diferenciación y 

apoptosis. Fue reportada en 1975 por Carwell y colaboradores, como una citoquina 

que mostraba actividad citotóxica luego de la estimulación del sistema inmune, 

causando necrosis tumoral. Posteriormente, debido a la homología estructural con la 

linfotoxina 𝛂  (LT𝛂) se la incluyó dentro de la Superfamilia de Ligandos TNF, las 

cuales son proteínas transmembrana de tipo II, que pueden ser expresadas tanto 

como una proteína de unión a membrana o como una proteína secretada49,50.  

El gen de TNFα tiene aproximadamente 3 kb y consiste en 4 exones interrumpidos 

por 3 intrones. Más del 80% de la citoquina se codifica por el exón 4 y los primeros 

dos exones contienen las secuencias reconocidas por los factores de transcripción 

que la regulan. El TNFα es producido en dos formas: una pequeña proteína de 17 

kDa soluble (sTNFα) y una de 26 kDa (tmTNFα) unida a la membrana. La forma 

soluble es generada por la acción proteolítica de la enzima TACE (del inglés, Tumor 

Necrosis factor α converting enzime) sobre tmTNFα51. Su secreción ocurre por la ruta 

canónica, desde el RE va al Golgi y de allí a la membrana plasmática vía vesículas o 

endosomas52. 

Su regulación ocurre a diferentes niveles, incluyendo una regulación transcripcional, 

traduccional y post-traduccional. El mensajero de TNFα se expresa constitutivamente 

y se regula principalmente mediante su estabilidad y traducción53. La transcripción del 

mensajero de TNFα  es regulada por un complejo núcleo-proteico que reúne factores 

de transcripción y coactivadores, con los potenciadores o regiones promotoras. Su 

composición es específica de cada célula e incluso, de cada estímulo, involucrando 

diferentes sets de factores de transcripción y coactivadores. Uno de los factores 

reclutados a los sitios consenso 𝜿B del promotor de TNFα es el NFκB, como ya se 

ha mencionado varias veces, siendo κB3, un sitio exclusivo de ratones que exhibe 

alta afinidad por NFκB54. Como cualquier otro gen, modificaciones de la cromatina y 

sus niveles de acetilación, influencian su transcripción, más adelante hablaremos de 

la Sirtuina 6, la cual mediante desacetilación baja sus niveles de expresión. Otro 

mecanismo regulatorio que opera sobre la biogénesis de esta citoquina es la 

retroalimentación negativa51.  

Existen, además, diversas modificaciones post-traduccionales que afectan la 

regulación del TNFα, además de TACE, las proteasas SPPL2a y SPPL2b, clivan la 

fracción intramembrana de tmTNFα y promueven su liberación del dominio 

intracelular para inducir la expresión de la citoquina IL12. TNFα también es modificada 

por N y O glicosilación, así como mediante la adición de grupos acilo en Cisteínas y 

Lisinas52-54. También más adelante, veremos como SIRT6 es capaz de regular su 

secreción mediante la deacilación de Lisinas del TNFα.  

https://www.zotero.org/google-docs/?MK0x41
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Los efectos biológicos del TNFα son mediados por su unión a dos diferentes 

receptores, TNFR1 (CD120a) y TNFR2 (CD120b). El TNFR1, se expresa 

ubicuamente y es el mediador principal de los efectos del TNFα interactuando 

fuertemente con sTNFα y tmTNFα, mientras que el TNFR2 tiene una expresión más 

restringida y se une con mayor afinidad a tmTNFα. Por otro lado, ambos receptores 

pueden existir tanto en la membrana como en la forma soluble dentro de la célula y 

también requieren la acción de TACE57. Se ha propuesto que el receptor TNFR1 

promueve la inflamación y la degeneración del tejido, y por su parte TNFR2 media los 

efectos homeostáticos locales, como la sobrevivencia celular y la regeneración de 

tejidos58.  

Homotrimeros de TNFα se unirán al receptor para inducir la señalización celular, 

reclutando a la molécula adaptadora TRADD (del inglés, TNFR1 associated death 

domain protein) que ensambla distintos complejos de señalización conocidos como 

Complejo I, IIa, IIb, y IIc. Estos generan diferentes respuestas que van desde la 

expresión de genes inducida por NFkB y AP1 (Complejo I), muerte celular vía 

apoptosis inducida por TNFα (Complejo IIa y IIb) y necroptosis (Complejo IIc)58. En 

la figura 7, se esquematiza lo recientemente descrito.   

Figura 7. Modalidades de señalización y consecuencias biológicas de la activación de los 

receptores de TNFα. En el cuadro de la izquierda se muestra como la señalización del receptor TNFR1 

se activa tanto por sTNFα y tmTNFα. Este receptor posee un dominio intracelular “dominio de muerte” 

que une a la proteína TRADD, como molécula adaptadora. La unión de sTNFα o tmTNFα lleva al 

ensamblaje del Complejo I, que activa NFkB y MAPKs induciendo los procesos biológicos señalados 

en el recuadro. Alternativamente, también se pueden activar los Complejo IIa, IIb y IIc, los cuales se 

asocian a muerte celular programada. En el cuadro de la derecha se muestra la señalización del 

receptor TNFR2, el cual es completamente activado por tmTNFα, 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 biológicos señalados en el recuadro58. Figura tomada de 

Werner et al., 2005.  

 

https://www.zotero.org/google-docs/?lHxiBh
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https://www.zotero.org/google-docs/?oDn0nR
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TNFα no solo se expresa en respuesta a LPS o estímulos pro-inflamatorios, sino que 

es capaz por sí misma de mediar las cascadas de señalización previamente 

mencionadas, las cuales inducen factores de transcripción como NFkB y AP1, 

induciendo la transcripción de genes inflamatorios como IL1, IL6, e IL8, 

metaloproteinasas y óxido nítrico, importantes en el proceso de inflamación tanto 

aguda como crónica59,60. Además, media un mecanismo de retroalimentación positiva 

en respuesta a LPS, que lleva a la activación de la actividad IKK61, por lo cual una vez 

sintetizada en respuesta a LPS, contribuye con la señalización amplificando la 

respuesta. Es por este motivo que su regulación debe ocurrir de forma estricta para 

recuperar la homeostasis luego de una estimulación pro-inflamatoria. Su producción 

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 otras58.  

Respuesta inflamatoria: aguda y crónica.  

 

Cuando un hospedero se enfrenta a un agente nocivo, la primera respuesta del 

sistema inmune innato es la Inflamación aguda (IA). Como ya hemos profundizado 

en secciones anteriores, el sistema inmune innato responderá inmediatamente 

reconociendo PAMPs y DAMPs y activando las rutas de señalización intracelular que 

inducen la expresión de citoquinas, mensajeros lipídicos y otros mediadores de la 

inflamación. La IA consiste en la respuesta inicial del organismo, que se 

desencadena rápidamente y es de corta duración, desde algunos minutos a varios 

días. En la IA cuando los macrófagos, células dendríticas y mastocitos, detectan la 

señal de daño, producen mediadores inflamatorios que promueven la vasodilatación 

y el reclutamiento de otras células. El aumento del flujo sanguíneo y de la 

permeabilidad de los vasos en el tejido afectado permite la extravasación de proteínas 

plasmáticas y células (principalmente leucocitos) que migran hasta el sitio de la lesión 

para eliminar el agente causal de la inflamación. En general, inicialmente ocurre una 

infiltración de neutrófilos y luego de monocitos, los cuales se diferenciarán en 

macrófagos. Los leucocitos y las proteínas plasmáticas reclutadas realizan sus 

funciones efectoras, destruyendo y fagocitando los agentes patógenos y los tejidos 

circundantes, para finalmente iniciar las tareas de reparación de los tejidos dañados59-

60. 

 

Varios factores solubles están involucrados en el reclutamiento de leucocitos, 

estimulando el incremento de expresión de moléculas de adhesión o mediante quimio 

atracción. Regulan, además, la activación de las células residentes (fibroblastos, 

células endoteliales, macrófagos residentes y mastocitos) y las células inflamatorias 

reclutadas (monocitos, linfocitos, neutrófilos y eosinófilos). Finalmente, algunos de 

estos mediadores solubles inducen la respuesta sistémica (fiebre, hipotensión, 

síntesis de proteínas de fase aguda, leucocitosis y caquexia). Los factores solubles 

que median las respuestas recién mencionadas se pueden clasificar en cuatro 

https://www.zotero.org/google-docs/?qqdVdT
https://www.zotero.org/google-docs/?AXDbrJ
https://www.zotero.org/google-docs/?rj5fET
https://www.mayoclinic.org/es-es/diseases-conditions/rheumatoid-arthritis/symptoms-causes/syc-20353648
https://www.zotero.org/google-docs/?Wu0JvO
https://www.zotero.org/google-docs/?L3c4G7
https://www.zotero.org/google-docs/?L3c4G7
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categorías: (1) metabolitos lipídicos inflamatorios, como el factor de activación de 

plaquetas (PAF, del inglés platelet activating factor) y numerosos derivados del ácido 

araquidónico (prostaglandinas, leucotrienos y lipoxinas); (2)  cascadas de proteasas 

solubles que generan numerosos péptidos pro-inflamatorios (proteínas del 

complemento y quininas); (3) óxido nítrico (NO, del inglés Nitric Oxide), un potente 

vasodilatador; y por último (4) un grupo de polipéptidos secretados conocidos como 

citoquinas, encargadas de orquestar la RI. Dentro de estas se destacan TNFα, IL1β 

e IL6, capaces de generar cambios en la zona inflamatoria, como el aumento del flujo 

sanguíneo gracias a la vasodilatación arteriolar y el aumento de la adhesividad de los 

leucocitos circulantes a vénulas favoreciendo el reclutamiento al sitio afectado. En 

adición a sus efectos locales, las citoquinas tienen efectos de largo alcance que 

contribuyen a la defensa del hospedero, mediante la respuesta sistémica. La mayoría 

de las citoquinas son moléculas multifuncionales pleiotrópicas que ejercen sus efectos 

local y sistémicamente, de forma paracrina y autocrina. Las citoquinas están 

involucradas en una extensa red de señalización, que incluye interacciones sinérgicas 

y antagónicas, exhibiendo efectos regulatorios positivos y negativos en varias células 

blanco59-60. 

 

Retomando la IA, en condiciones óptimas se limitará a eliminar el agente causal, aislar 

el tejido dañado y repararlo, para finalmente activar los mecanismos anti-inflamatorios, 

o mecanismo de control, que minimicen los daños 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 inflamación crónica.  

 

La inflamación crónica (IC) se desencadena por persistencia de la inflamación 

aguda o en casos en que existen enfermedades autoinmunes. Es una respuesta de 

duración prolongada (semanas o meses) y está asociada a una mayor destrucción 

tisular, aumento en el reclutamiento de linfocitos y macrófagos y además la 

proliferación de vasos sanguíneos y depósitos de tejido conjuntivo. La acumulación y 

activación de macrófagos generan una producción crónica de citoquinas, 

destacándose el INFγ y TNFα. El IFNγ es producido en su gran mayoría por linfocitos 

T y células NK, mientras que el TNFα es sintetizado principalmente por macrófagos 

activados. Ambas citoquinas actúan sinérgicamente induciendo aumentos en las 

moléculas de adhesión en el endotelio, lo cual favorece el reclutamiento de un gran 

número de leucocitos al tejido60.  

En otros casos, la inflamación crónica puede desarrollarse como un proceso gradual 

y acumulativo de bajo nivel y sin antecedentes previos de inflamación aguda. A 

continuación, se desarrollará uno de los ejemplos de este tipo de inflamación estéril, 

la inflamación asociada a la obesidad, la cual es producida en respuesta a un 

estímulo metabólico y se sostiene crónicamente sin una resolución adecuada60,61.  

https://www.zotero.org/google-docs/?pPNrKJ
https://www.zotero.org/google-docs/?3iZUGX
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Obesidad e inflamación 

En nuestros días, es un hecho que la obesidad es una enfermedad con un fuerte 

componente inflamatorio, fundamentalmente del tejido adiposo visceral, pero que 

también afecta otros órganos relevantes para la homeostasis metabólica como el 

hígado, músculo, páncreas y cerebro, entre otros. De forma general, la desregulación 

inmune en el tejido adiposo (TA) involucra la alteración de mecanismos presentes en 

el tejido saludable, el reclutamiento de células inmunes y la activación 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 población adulta 

tiene sobrepeso (IMC> 25) u obesidad (IMC> 30) mientras que, según la OMS, más 

de 340 millones de niños/adolescentes tienen sobrepeso u obesidad. Durante los 

últimos 50 años, el incremento en los índices de obesidad y sus comorbilidades 

asociadas ocurre de forma acelerada y sostenida, convirtiéndose en uno de los 

principales desafíos sanitarios del siglo XXI. Si esta situación no cambia, se estima 

que al menos la mitad de la población adulta en 2030 será obesa62,63. Uruguay no es 

ajeno a esta pandemia y posee el mayor índice de crecimiento de la prevalencia de 

obesidad y sobrepeso entre los países de Sudamérica64. Sumados a estos datos, que 

constituyen en sí una gran alarma sanitaria y económica, recientemente la pandemia 

de Covid 19, resaltó la importancia de la obesidad como un factor de riesgo para el 

desarrollo o impacto de otras patologías. En USA, se documentó que los individuos 

obesos con (IMC> 30) incrementan el riesgo de hospitalización 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> 4066.  

Retomando a la obesidad y la generación de resistencia a insulina en el contexto de 

inflamación crónica, fueron Spigelman y colaboradores, los primeros en identificar al 

TNF𝛂 cómo un mediador entre la inflamación, obesidad y la resistencia a la insulina. 

En este reporte, el TA de animales obesos expresaba TNFα en grandes cantidades, 

lo que promovía la resistencia a la insulina por ser regulador negativo de la 

señalización de la insulina, mediante la fosforilación de los factores IRS (del inglés, 

Insulin binding to its Receptor)67. Más adelante, se demostró que la obesidad 

implicaba además la infiltración y acumulación de macrófagos en el TA, lo cual 

desencadena un estado pro-inflamatorio local, caracterizado por la producción de 

citoquinas, quimioquinas y proteínas que modifican la matriz extracelular. En 

consecuencia, otras células inmunes innatas y adaptativas, incluyendo neutrófilos y 

linfocitos T infiltran el tejido, contribuyendo también al estado inflamatorio68-70.   

 

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

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
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el porcentaje de macrófagos F4/80+, alcanzando entre el 45-60% en comparación con 

el 10-15% de ratones con pesos normales71. Sumado al incremento en la proporción 

de células inmunes en el TA, ocurre una redistribución de tipos de macrófagos. 

Mientras que los macrófagos 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 producción de citoquinas anti-inflamatorias 

como IL10 que potencian la señalización de la insulina, los macrófagos de tipo M1 

pro-inflamatorios o clásicamente activados (CAM, del inglés classically activated 

macrophages) son reclutados durante la obesidad, incrementando su proporción en 

el tejido y secretando factores pro-inflamatorios como TNF𝛂, IL1β, IL6, leucotrieno B4 

y óxido nítrico72,73. Estos últimos, están bajo el control transcripcional de AP1 y NFκB, 

los cuales se translocan al núcleo por los mismos mecanismos que inhiben la 

señalización de la insulina74-75. El esquema de la figura 7, muestra la convergencia de 

las rutas.  

  

Figura 8. Rutas inflamatorias implicadas en el desarrollo de la resistencia a la insulina. En el 

esquema se muestra como la activación de TLR2, TLR4 y TNFR, lleva a la activación de la señalización 

de NFkB y JNK. La serin-quinasa IKK𝛃 y JNK, fosforilan IRS1 e IRS2, inhibiendo la señalización 

corriente abajo de la insulina. Sumado a esto, la activación de IKK𝛃 lleva a la fosforilación y degradación 

de IkB, lo cual permite la translocación de NFkB al núcleo.  De forma similar, la activación de JNK lleva 

a la formación del factor de transcripción AP1. NFkB y AP1 activan los genes inflamatorios, los cuales 

contribuyen a la resistencia a insulina de forma paracrina 67. Figura tomada de Hotamisligil et al.,1996. 

 

La señalización inflamatoria puede interferir con la acción de la insulina a través de 

varios mecanismos transcripcionales y post-transcripcionales. Primero, las serin-

quinasas activadas por estrés, JNK y IKK𝞫, fosforilan proteínas IRS en sitios 

https://www.zotero.org/google-docs/?K68uQA
https://www.zotero.org/google-docs/?EFAZh1
https://www.zotero.org/google-docs/?cicJYN
https://www.zotero.org/google-docs/?qVWEnx
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inhibitorios atenuando la señalización de insulina corriente abajo. Segundo, los 

factores de transcripción AP1 y NFκB regulan la expresión de varios genes 

metabólicos que influencian la sensibilidad a la insulina.  Tercero, la señalización JNK 

puede regular la expresión de citoquinas post-transcripcionalmente mediante la 

estabilización de poblaciones de ARN mensajeros que codifican para citoquinas 

inflamatorias. Adicionalmente, la inflamación puede afectar la acción de la insulina 

indirectamente, mediante la modulación de vías metabólicas que producen “segundos 

mensajeros” como los ácidos grasos, que promueven la resistencia a la insulina. Por 

ejemplo, el TNFα estimula la lipólisis de adipocitos, contribuyendo a incrementar los 

niveles ácidos grasos libres, lo cual provoca la disminución en la sensibilidad a la 

insulina. Otro ejemplo es la estimulación de la lipogénesis de novo en el hígado, 

generada por mediadores inflamatorios, la cual contribuye a la esteatosis y a los 

elevados niveles de lípidos en el suero74-77.  

Para finalizar, esta convergencia de rutas no solo queda restringida al TA. Si la 

magnitud de producción de citoquinas excede la señalización de este tejido 

tornándose sistémica, se potenciará la resistencia a la insulina en los tejidos 

periféricos como el músculo e hígado. En este sentido, se han detectado elevadas 

concentraciones de TNFα, IL6, y MCP1 en el suero de individuos diabéticos, por lo 

que se ha postulado a estos marcadores inflamatorios circulantes, como factor de 

riesgo para el desarrollo de diabetes77.  

Si bien está establecido que los macrófagos son los efectores claves en la 

propagación de la inflamación, también está claro que los adipocitos son importantes 

en la iniciación de la RI. Los adipocitos no son un simple depósito de grasa, sino que 

son células endocrinas dinámicas que producen y secretan tanto moléculas pro-

inflamatorias como anti-inflamatorias, lo cual depende del microambiente en el que se 

encuentran. La secreción de estos factores puede regular el reclutamiento y la 

activación de la población inmune del TA. Durante el desarrollo de la obesidad, los 

adipocitos se tornan más inflamatorios pudiendo secretar moléculas quimioatrayentes 

como MCP1 y LTB4. Estas proveen un gradiente quimiotáctico para el reclutamiento 

de monocitos que madurarán en macrófagos M1. En modelos murinos de obesidad 

inducida por dieta rica en grasas (HFD, del inglés High Fat Diet), rápidamente se 

incrementa la expresión de MCP1 en el TA al inicio de la dieta, así como los niveles 

en el suero luego de 4 semanas de dieta73. Sumado a los macrófagos 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 

fracción estromal vascular en individuos sanos, se incrementan tres veces en 

respuesta a la HFD. Las células T se pueden categorizar basadas en su perfil 

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 

número de células Th17 incrementa, mientras que la abundancia de las Th2 

disminuye76,77. 

https://www.zotero.org/google-docs/?fWvTJS
https://www.zotero.org/google-docs/?Eoo8gy
https://www.zotero.org/google-docs/?uv8dVM
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En vista de la relevancia actual que presenta el estado pro-inflamatorio en la 

disfunción del TA, así como su implicancia en el desarrollo de la resistencia a la 

insulina, Diabetes Tipo II, Enfermedades Cardiovasculares, arteriosclerosis, 

esteatosis hepática, creemos importante comprender los mecanismos que determinan 

el establecimiento de este estado de inflamación crónica. Profundizar en la 

comprensión de cuál es su origen, desarrollo y alcance es de vital importancia para el 

diseño de terapias paliativas contra los efectos deletéreos de la obesidad. Esta tesis 

intentará abordar esta temática, haciendo foco en el estudio del rol de una enzima 

particular, SIRT6, cuya participación en los procesos antes mencionados creemos 

puede ser fundamental. 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



35 

Antecedentes específicos 

 

Las Sirtuinas 

Las sirtuinas pertenecen a un grupo de enzimas llamadas Histonas Desacetilasas 

(HDAC) y se clasifican dentro de HDAC de Clase III, ya que presentan un mecanismo 

catalítico dependiente de NAD++78. Las Sirtuinas son una familia de enzimas 

deacilasas NAD+ dependientes que fueron descubiertas hace más de 40 años, como 

un grupo de genes homólogos al gen Sir2 (del inglés, silent information regulator), 

que fue identificado como el gen que codifica para la proteína que mantenía silenciada 

la cromatina en las levaduras79. En mamíferos, la familia de las sirtuinas está 

constituida por siete miembros involucrados en un amplio rango de procesos y rutas 

celulares, siendo reguladores claves en enfermedades neurodegenerativas, 

desórdenes metabólicos, enfermedades cardiovasculares e inflamación80-85. Se han 

identificado 7 genes homólogos a Sir2 de levaduras en mamíferos, las cuales 

presentan diferente localización subcelular y blancos moleculares, pudiendo realizar 

diferentes actividades catalíticas. A continuación, se detalla brevemente la ubicación, 

función y actividad de cada miembro de la familia, también esquematizado en la Figura 

8. 

SIRT1 es la sirtuina más emparentada con Sir2 y es también la que ha sido más 

estudiada. Es una deacetilasa principalmente nuclear, con al menos dos secuencias 

de localización y exportación nuclear, lo cual le confiere la capacidad de moverse 

entre núcleo y citoplasma. Su actividad radica en remover grupos acetilos de residuos 

de Lisina (K) tanto de histonas como de otras proteínas, regulando de esta forma la 

expresión génica y la actividad de otras proteínas, respectivamente. A través de esta 

actividad es capaz de controlar varios procesos celulares que incluyen la proliferación 

y diferenciación celular, apoptosis, metabolismo, respuesta al estrés, estabilidad 

genómica y sobrevivencia celular78.  

SIRT2 se localiza principalmente en el citoplasma, pero también puede moverse al 

núcleo durante la mitosis. En el citoplasma co-localiza con los microtúbulos, ya que 

desacetila α-tubulina, entre otros substratos. Actúa regulando varias funciones 

celulares como la progresión del ciclo celular, muerte celular y respuesta al estrés85. 

SIRT3, SIRT4 y SIRT5 están mayormente involucradas en la regulación directa de 

vías metabólicas como lo demuestra su localización 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 regulación 

redox, deacilando proteínas mitocondriales claves86,87. SIRT4 también posee 

actividad deacilasa, regulando el metabolismo de la leucina y a través de este la 

secreción de insulina; posee además actividad ADP ribosil transferasa NAD+ 

dependiente, transfiriendo grupos ADP ribosil a sus blancos moleculares88,89. Su nivel 

https://www.zotero.org/google-docs/?8Wv4RO
https://www.zotero.org/google-docs/?vy1Bku
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de expresión se ha visto asociado al estatus metabólico 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 urea85. 

Por último, SIRT7 se ubica dentro del núcleo, enriquecida en el nucléolo donde 

interactúa con RNA Pol I y participa en la transcripción del  ADN ribosomal así como 

en la reparación del ADN90,91.  SIRT6 será detallada en profundidad en la siguiente 

sección. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 9. Resumen de las características estructurales, enzimáticas, localización, blancos 

moleculares y función de las Sirtuinas92. Figura tomada de Chang, et al.,2020. 

SIRT6: un regulador epigenético con múltiples actividades enzimáticas y 

un papel esencial en la regulación del metabolismo y la inflamación.  

SIRT6, de localización principalmente nuclear, ha sido vinculada al control del 

envejecimiento, mantenimiento de la estabilidad genómica e integridad telomérica, así 

como la homeostasis metabólica92,93,96. Participa además como regulador 

transcripcional y de la estructura de la cromatina, estando también implicada en la 

reparación del daño en el ADN. Su sobreexpresión prolonga el tiempo de vida en 

ratones y previene la obesidad inducida por la dieta93,94. En contrapartida, su ausencia 

causa defectos metabólicos severos y envejecimiento prematuro95. 

Comenzaremos a profundizar en la actividad enzimática, estructura, regulación de 

SIRT6, para finalizar con su función en la respuesta inmune y el metabolismo.  

https://www.zotero.org/google-docs/?JqJjhS
https://www.zotero.org/google-docs/?8p6ZPm
https://www.zotero.org/google-docs/?sEGu9s
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Estructura de SIRT6 

La mayoría de las Sirtuinas comparten un dominio catalítico central conservado, 

donde se encuentra una Histidina (H133 en humanos) importante para su actividad 

desacetilasa, deacilasa y mono-ADP ribosil transferasa. El dominio catalítico está 

formado por 2 dominios globulares, uno grande con plegamiento de Rossmann 

típico de enzimas que unen NAD(H)/NADP(H) y uno pequeño que contiene el sitio de 

unión a Zn2+.  El dominio grande consiste en 6 hebras𝛃 en hoja 𝛃 paralela, con 𝛂-

hélices flanqueando al sitio activo. El dominio pequeño está compuesto por 2 

módulos: el módulo helicoidal formado por 4 𝛂-hélice y el módulo de unión a Zn2+ 

que contiene un átomo de a Zn2+ coordinado por 4 cisteínas (Figura 10). En el caso 

de hSIRT6, las cisteínas del motivo de unión a Zn2+ son C141, C144, C166 y C177, y 

presentan una estructura diferente a la de la mayoría de las Sirtuinas, lo que hace que 

su loop sea más flexible109,114.  

Figura 10. Estructura de SIRT6 Humana. Representación molecular de hSIRT6 con un péptido 

miristoileado H3K9Myr (PDB 3ZG6). Se indican las características estructurales como los dominios 

funcionales A, B y C, los residuos relevantes y los extremos Nt y Ct. La continuación de este último es 

una guía para ayudar a la visualización114. 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 unión a NAD+ y un canal de lisina. Allí se unen 

los sustratos. El bolsillo de unión a NAD+ está a su vez dividido en tres regiones: la 

Región A más expuesta, la Región B media y la Región C, más hidrofóbica y con 

mayor cantidad de residuos conservados. En el caso particular de SIRT6, los dos 

dominios principales ya mencionados, presentan una estructura más abierta y distante 

que otras sirtuinas, esto ocurre a consecuencia de una deleción en su secuencia que 

genera la falta de un módulo helicoidal que es sustituido por un pequeño loop109. Esta 

diferencia estructural sería la razón 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 enzimática109,115. 

El dominio central de SIRT6 no es suficiente para guiar a la correcta localización y 

actividad catalítica de la enzima. Esto último, subraya la importancia de las 

extensiones amino y carboxilo terminal, respectivamente (Nt y Ct), las cuales pueden 

adquirir diferente conformación y sufren modificaciones post-traduccionales. Su 

región Nt, es crítica para su asociación a la cromatina y desarrollar su actividad 

catalítica intrínseca, mientras que su región Ct es esencial y suficiente para su 

correcta localización nuclear, pero no es necesaria para su actividad enzimática96,109.  

Actividades catalíticas y funciones 

La primera actividad enzimática descrita es su actividad mono-ADP-ribosil 

transferasa, siendo NAD+ el sustrato de esta reacción. SIRT6 utiliza la ADP-

ribosilación tanto para regular su propia actividad, así como para de catalizar la 

reacción en PARP1 (en K521) y promover la reparación del ADN bajo estrés oxidativo. 

También ADP-ribosila a la proteína 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 cromatínica. H3K9 es desacetilada por ejemplo en la cromatina 

telomérica cuando el ADN está dañado, lo cual permite el acceso de la maquinaria de 

reparación del ADN. Por otro lado, la acetilación de H3K56 contribuye directamente a 

la biogénesis de ARN ribosomal y está conectada con la proliferación tumoral y la 

migración. En adición a lo mencionado, existen evidencias que señalan el 

reclutamiento activo de SIRT6 a varios promotores para reprimir la transcripción de 

los mismos, mediante la remoción de la acetilación sobre H3K9 y H3K5697-101. En este 

sentido, también se ha visto que puede actuar como co-represor de algunos factores 

de transcripción, como NFkB, HIF1𝛂 y c-MYC102-105. Recientemente, se ha 

descubierto que H3K18 también es desacetilado por SIRT6 específicamente en loci 

peri-centromericos106. El rol de SIRT6 como desacetilasa, no queda restricto 

únicamente 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 producción hepática de glucosa promoviendo su actividad107. También 

puede desacetilar a PKM2 (en K433), lo cual provoca su exportación nuclear y la 

supresión de sus funciones oncogénicas108. 

SIRT6 posee una actividad desacetilasa extremadamente baja in vitro, en 

comparación con otros miembros de su familia109-111. Estas características llevaron al 

descubrimiento de la actividad deacilasa, preferentemente hidrolizando ácidos 

grasos de cadena larga sobre lisinas específicas. De esta forma, SIRT6 actúa como 

deacilasa de múltiples proteínas secretadas como TNFα, entre otras110,111,115. Esta 

actividad sobre TNFα ha sido ampliamente abordada por nosotros en este trabajo de 

tesis. La secreción del TNFα es facilitada por SIRT6, ya que la enzima es capaz de 
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remover los ácidos grasos unidos a K19 y K20, lo cual destina las vesículas con TNFα 

hacia los lisosomas para su degradación53. Mediante este mismo mecanismo,  SIRT6 

es capaz de cambiar la localización de proteínas ribosomales, lo cual fue 

demostrado mediante la observación de que células embrionarias de ratón MEF (del 

inglés, Mouse Embryonic Fibroblasts) SIRT6 KO, tenían una menor secreción de 

ribosomas vía exosoma113. Finalmente, trabajos recientes han demostrado que SIRT6 

también deacila a la proteína R-Ras2, inhibiendo su capacidad de ubicarse en la 

membrana plasmática, lo que desencadena corriente abajo, la inhibición de la 

proliferación celular112. 

A pesar de que se han reconocido varias actividades catalíticas de SIRT6, el rol 

preciso de todas ellas y sus funciones celulares asociadas, aún 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 así 

también regular la accesibilidad de la cromatina y la transcripción génica113.  

SIRT6, principalmente mediante su actividad ADP-ribosil transferasa e histona 

desacetilasa, participa en la reparación del ADN. Se han detectado varias alteraciones 

en el ADN en células SIRT6 KO, lo cual pone de manifiesto su importancia para la 

correcta reparación por escisión de bases y reparación del ADN en general, así como 

su incidencia en la inestabilidad genómica98,131. Luego de que las células son 

expuestas al daño, la interacción de SIRT6 con la cromatina se incrementa130. En 

condiciones de estrés oxidativo, JNK fosforila SIRT6 en la Ser 10, facilitando su 

reclutamiento al sitio de daño del ADN, donde modula la reparación del DNA por el 

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

dependiente de PARP198. Células deficientes en SIRT6 muestran menor eficiencia en 

la reparación, y por el contrario, su sobreexpresión la mejora, tanto en la reparación 

por unión de extremos no homólogos (NHEJ del inglés, nonhomologous joining) como 

en la reparación por recombinación homóloga (HR del inglés homologous 

recombination).  Además, se ha visto que SIRT6 participa en la reparación por 

escisión 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 vías de reparación del ADN mediante su habilidad para modular 

la accesibilidad de la cromatina y su función sobre diferentes factores de reparación97-

102.  

Adicionalmente a su rol en la reparación del ADN, SIRT6 también se puede unir a la 

cromatina telomérica y mediante desacetilación de H3K9 y H3K56, modular su 

accesibilidad99. La ausencia de SIRT6 recapitula el Síndrome de Werner, un desorden 

de envejecimiento prematuro causado por mutaciones en la helicasa de WRN que 

repara los telómeros100. SIRT6 también es importante durante la fase S del ciclo 

celular, donde es necesario un cambio en los niveles de acetilación de los telómeros 

para una correcta replicación de estos. Su depleción en células humanas resulta en 
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estructuras teloméricas anormales y replicación estocástica de sus secuencias, lo cual 

produce inestabilidad genómica, fusiones entre cromosomas y senescencia celular 

prematura. Así mismo, la enzima es importante en el silenciamiento de los transgenes 

y genes teloméricos proximales100,105,108. 

Finalmente, su actividad deacetilasa es importante para la represión de la expresión 

génica en múltiples contextos relacionados con el envejecimiento, el metabolismo y la 

respuesta inmune101,103-106, 118,136. En particular, más adelante hablaremos sobre su 

represión sobre genes pro-inflamatorios regulados por NFκB, así como su represión 

sobre genes metabólicos regulados por HIF1α.  

SIRT6 en la respuesta inmune:  

En relación con las funciones inmunes de SIRT6, esta sirtuina ha sido involucrada en 

la modulación de la respuesta inflamatoria. La primera Sirtuina que se vinculó con 

esta respuesta fue SIRT1 con un potente rol anti-inflamatorio. Mediante desacetilación 

de p65/RelA en el complejo NFkB, SIRT1 logra inhibir la transcripción NFkB 

dependiente, silenciando citoquinas pro-inflamatorias134. SIRT6 participa también de 

la respuesta inflamatoria, Kawahara et al., (2009) plantean que durante la activación 

de NFκB por TNFα, SIRT6 es reclutada hacia los promotores de sus genes blanco e 

interactúa con el complejo p65/RelA. Allí, funciona como un co-represor de NFκB, 

silenciando mediante la desacetilación de H3K9, la transcripción de genes pro-

inflamatorios103. En concordancia con este trabajo y rol de SIRT6, Xiao et al.,(2012), 

en un modelo murino SIRT6 KO genérico observa inflamación crónica y fibrosis 

temprana a nivel del hígado, la cual se explica por falta de SIRT6 en las células T y 

células mieloides. Así mismo, los macrófagos SIRT6 KO derivados de médula ósea, 

presentan altos niveles de MCP1, IL6 y TNFα. Concluyen que SIRT6 interactúa con 

c-JUN, desacetilando H3K9 en sus promotores, así como lo hace con los promotores 

de NFkB, y de esta forma también inhibe su señalización133. Ambos trabajos proponen 

que SIRT6 desempeña una función anti-inflamatoria, apagando o silenciando la 

respuesta inflamatoria.  

Por otro lado, otras evidencias científicas relacionan a una de las citoquinas pro-

inflamatorias más abundantes, el TNFα, con SIRT6 a diferentes niveles. Se ha 

propuesto que SIRT6 desempeña una función pro-inflamatoria regulando la síntesis 

y secreción de TNFα110,135. Inicialmente Van Gool et al., (2009) observaron que el 

NAD+ era necesaria para la correcta secreción de TNFα durante estímulos pro-

inflamatorios. Determinaron así, que SIRT6 es la única sirtuina capaz de regular 

positivamente la síntesis de TNFα, ejerciendo una regulación a nivel post-

transcripcional135. Posteriormente, Jiang et al., (2013) mostraron que SIRT6 cataliza 

la hidrólisis de grupos miristoil unidos a lisinas específicas (K19 y 20) del pro-TNFα y 

mediante esta actividad enzimática es capaz regular su secreción. Esta modificación 

post-traduccional del pro-TNFα ocurre a nivel del RE, por lo cual los autores 

adjudicaron por primera vez, una ubicación no nuclear para esta sirtuina110. Tres años 

después, este mismo grupo comprueba que en ausencia de SIRT6, gran parte del 
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TNFα es destinado hacia la degradación proteosomal por el lisosoma, siendo SIRT6 

la única enzima conocida que realiza esta actividad sobre el TNFα53.   

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 ratón KO genérico 

para SIRT6 que presenta una severa hipoglucemia asociada con alto consumo de 

glucosa del hígado, tejido adiposo marrón y músculo esquelético. Esto lleva a la 

muerte prematura del ratón que no alcanza las 4 semanas de vida. Estos ratones 

además desarrollan una serie de condiciones degenerativas que incluyen: pérdida de 

grasa subcutánea, linfopenia, osteopenia y cifolordosis95. Acompañando este trabajo, 

Zhong et al., (2010) muestra que la depleción de SIRT6 en células genera un cambio 

metabólico, favoreciendo la glicolisis de lactato, a expensas de un menor rendimiento 

de ATP y consumo de O2. Este switch metabólico estaría dado por el incremento en 

los niveles de acetilación H3K9 de los promotores de genes regulados por el factor 

transcripcional inducible por hipoxia 1α (HIF1α, del inglés, Hypoxia Inducible Factor 1 

Subunit Alpha). Este factor interacciona con SIRT6 y una vez más SIRT6 funciona 

como un co-represor104.   

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 sobreexpresión de SIRT6 en un modelo de obesidad 

inducida por dieta provoca una menor incidencia en el desarrollo de patologías 

metabólicas asociadas a obesidad, mejorando la tolerancia a la glucosa e 

incrementando la secreción de insulina94.  

Con el advenimiento de los modelos tejido-específico, se pudo determinar que la 

depleción de SIRT6 en las células B del páncreas afecta la tolerancia a la glucosa y 

la secreción de insulina137. Por otro lado, la deleción de SIRT6 en el hígado agrava la 

esteatosis hepática, inflamación, intolerancia a la glucosa y resistencia a la 

insulina129,138. Para finalizar, los modelos con adipocitos SIRT6 KO también 

presentaban mayor sensibilidad a la dieta rica en grasas tornándose resistentes a la 

insulina, lo cual se atribuía a una mayor hipertrofia de los adipocitos y una mayor 

inflamación del tejido adiposo139. A pesar de los avances que han significado la 

comprensión de la relevancia de SIRT6 en cada tejido, aún quedan varias 

interrogantes sobre el rol de esta enzima, algunas de las cuales intentaremos abordar 

en este trabajo.  

Estos dos últimos 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.  
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Regulación de SIRT6 

Como ya se mencionó, 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 adición 

a esto, se ha observado que en presencia de ácidos 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 unión de los ácidos grasos 

al bolsillo hidrofóbico de SIRT6, inhibe competitivamente la unión de los grupos acil 

de péptidos. Sin embargo, pequeñas moléculas como los ácidos grasos libres (FFAs 

del inglés, Free Fatty Acids) pueden estimular la eficiencia catalítica de SIRT6 e 

incluso activarla endógenamente113-115. 

En adición a FFAs, un estudio reciente muestra que la proteína SUMO (del inglés, 

small ubiquitin -like modifier) puede depositar modificaciones post-traduccionales en 

SIRT6 y modular su actividad desacetilasa. En particular, la sumoilación regula la 

desacetilación sobre H3K56 y no H3K9117.  

Por otro lado, la transcripción y traducción de SIRT6 también están reguladas. Varios 

factores regulan la expresión del gen Sirt6, por ejemplo, c-FOS se une AP1, unida a 

la secuencia TAAGTCA en el promotor de Sirt6 y activa así la expresión de este, en 

la vía de supresión tumoral118. También se ha visto que SIRT6 es regulado a la baja 

por varios factores cromatínicos, PARP1 podría inhibir la expresión del gen ya que su 

inhibición, resulta en mayores niveles de ARN mensajero de Sirt6119. Otro factor que 

inhibe su expresión es el factor de transcripción E2F1. Este factor se une al promotor 

de Sirt6 y suprime la expresión de la enzima bajo condiciones de normoxia o hipoxia 

en cultivos celulares120. También la expresión 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 glucosa121. Para finalizar, los niveles de ARNm de Sirt6, también 

son modulados mediante ARN de interferencia, lo que afecta la estabilidad del 

mensajero. Específicamente, la expresión de varios microARNs, miR-34a, miR-34b, 

miR-122 y miR-766, se han correlacionado negativamente con la expresión de 

SIRT692,122-124.  

A nivel proteico, la estabilidad de la proteína es también regulada, mayormente a 

través de la degradación vía proteasoma. Para marcar a SIRT6 para su degradación 

proteosomal, la quinasa AKT1 fosforila SIRT6 en la Ser 338, lo cual induce su 

ubiquitinación por MDM2125. 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 degradación proteosomal126. Una 

peptidasa ubiquitina específica, USP10, también se ha visto involucrada en la 

protección de SIRT6 contra la degradación proteosomal92,127. 

Terminando esta sección, se ha visto que tanto la deprivación de nutrientes en cultivo, 

como la restricción calórica in vivo en ratas y ratones, son capaces de incrementar los 
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niveles de SIRT6, al parecer mediante la supresión de las rutas de degradación 

proteosomal128. Acompañando, SIRT1 también es capaz de regular la expresión de 

SIRT6 mediante la formación de un complejo con FOXO3a y NRF1 en el promotor de 

SIRT692.  
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Hipótesis y Objetivos 

 

La sirtuina 6 tiene un rol en la respuesta inflamatoria que aún no ha sido 

completamente dilucidado, nuestra hipótesis propone que la enzima frente a 

estímulos inflamatorios agudos tiene un rol pro-inflamatorio activo y estrictamente 

regulado en macrófagos, que no ha sido abordado exhaustivamente en la literatura 

científica y requiere una comprensión más profunda. Este rol pro-inflamatorio podría 

también ser parte de los efectos pro-inflamatorios crónicos que ocurren durante la 

obesidad. En el transcurso de este trabajo de doctorado intentaremos contrastar 

nuestra hipótesis y para ello nos hemos propuesto un objetivo general que engloba 4 

objetivos específicos que detallaremos a continuación.        

Objetivo general 

En este trabajo de tesis nos propusimos profundizar el conocimiento de la biología de 

SIRT6 en el contexto inflamatorio, intentando comprender su rol en los procesos 

inflamatorios agudos y crónicos. Así mismo, analizamos su potencialidad como 

posible blanco terapéutico para el tratamiento de inflamación crónica que ocurre 

durante la obesidad. 

Objetivos específicos 

Para cumplir con el  objetivo general, nos propusimos desarrollar los siguientes 

objetivos específicos (OE):  

1. Estudiar el efecto de un estímulo pro-inflamatorio, LPS, en la expresión, 

localización sub-celular y actividad enzimática de SIRT6 in vitro e in vivo. 

Determinar cómo es regulada en este contexto. 

2. Investigar el papel de SIRT6 en la inflamación crónica en un modelo in vitro e in 

vivo en la inflamación crónica en ratones obesos.  

3. Generar un modelo animal transgénico tejido-específico KO para SIRT6 en 

macrófagos y realizar una caracterización del mismo en el contexto de inflamación 

inducida por obesidad.  

Estos tres primeros objetivos se enmarcan y presentan en el Capítulo I de la tesis. 
(Posterior a la defensa de la tesis se agregó a este documento el manuscrito donde se publicaron estos 

resultados). 

4. Estudiar la potencialidad de los ácidos grasos nitrados como moduladores de la    

actividad de SIRT6. Los resultados de este objetivo específico se presentan en el 

Capítulo II de la tesis junto al artículo publicado con dichos resultados. 
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Materiales y Métodos 

 

Comenzaremos esta sección haciendo una breve descripción de los abordajes 

metodológicos generales, para luego pasar a las actividades y protocolos particulares 

dentro de cada objetivo específico. 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 ratón (MEF), macrófagos de médula ósea (BMDM), así como la línea celular de 

macrófagos murinos Raw 264.7. En estos, se estudió la expresión de SIRT6 en 

respuesta al LPS. La selección de estas líneas estuvo dada por la disponibilidad de 

estas, así como por contar con controles SIRT6 KO en cada uno de los casos.  

También se utilizó la línea HEK293FT para los estudios de sobreexpresión de SIRT6 

y análisis de la modulación de su actividad por los NO2OA. En estos experimentos la 

selección de la línea HEK293FT fue determinada debido a sus facilidades para la 

sobreexpresión de plásmidos. 

Para los estudios in vivo se utilizaron ratones C57BL/6J, los cuales fueron sometidos 

a una dieta rica en grasas y azúcares, llevándolos a un contexto pro-inflamatorio 

crónico. En este grupo de animales se midieron parámetros metabólicos e 

inflamatorios, que se correlacionaron con el análisis de la expresión de SIRT6. 

Adicionalmente generamos un modelo murino transgénico KO para SIRT6 en 

macrófagos e inducible por Tamoxifeno. Este modelo se caracterizó y evaluó en el 

contexto previamente mencionado. Los ratones utilizados en esta tesis fueron 

desarrollados, mantenidos y monitoreados en la Unidad de Biotecnología en Animales 

de Laboratorio (UBAL) del Institut Pasteur de Montevideo. 

Todos los procedimientos experimentales realizados fueron aprobados por la 

Comisión de Ética en el Uso de Animales (CEUA) del Institut Pasteur Montevideo 

enmarcados en los protocolos 006-19 y 003-19. 
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Actividades específicas 

Objetivo específico 1 (OE1): Estudiar el efecto de un estímulo pro-inflamatorio en la 

expresión, localización sub-celular y actividad enzimática de SIRT6. Determinar cómo 

es regulada en este contexto. 

1.1 Evaluación de los cambios en la expresión de SIRT6 en respuesta a un 

estímulo pro-inflamatorio. 

El estímulo pro-inflamatorio utilizado en todos los casos fue el LPS (E Coli 0127 B8, 

Sigma L3129). Tanto para los MEF, cuya obtención se detalla más adelante, como 

para los macrófagos Raw 264.7 (TIB-71™, ATCC) se estudiaron diferentes tiempos 

de respuesta a LPS, evaluando niveles de expresión de SIRT6 mediante WB (Western 

blot) y qPCR (reacción en cadena de la polimerasa cuantitativa), y relacionándolos 

con la expresión de TNFα a nivel celular por WB e Inmunofluorescencia (IF) y 

extracelular en los medios de cultivo mediante ELISA (ensayo por inmunoadsorción 

ligado a enzimas). 

Aislamiento de MEF. Se siguieron los protocolos estándar para la obtención de 

MEF140, los fibroblastos fueron aislados de una hembra preñada de entre 13.5-14.5 

días de gestación. Se abrió el saco gestacional y se aislaron los embriones, a los que 

se les saca la cabeza, hígado y corazón. Se disgregaron los tejidos y se incubó toda 

la noche (ON) con Tripsina 0.25%. Al día siguiente, se removió la tripsina hasta dejar 

2 volúmenes de esta en relación con el sedimento y se incubó este último a 37ºC 

durante 1h. Luego de la incubación, se centrifugó la suspensión y se cultivó 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 

razón de 5 placas 10cm por embrión. A este medio lo llamamos DMEM completo. Se 

dejan las placas en DMEM completo hasta el otro día 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% 

Dimetilsulfóxido (DMSO).  

Tanto las células MEF como los macrófagos murinos Raw 264.7 se descongelaron 

del Nitrógeno líquido y crecieron en medio DMEM Completo en estufa de cultivo 

humidificada y con 5%CO2. Todos los experimentos en MEF se realizaron en pasajes 

2-5 y en macrófagos Raw 264.7 pasajes entre 15-22. 

En los ensayos con LPS, las células se plaquearon 2 días previos en DMEM Completo 

y 24h antes del experimento se cambió por medio DMEM conteniendo 0.1% SBF. Los 

estímulos 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 línea 

celular.  

https://www.zotero.org/google-docs/?yqywFn
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Al finalizar el experimento, se realizaron dos lavados con PBS frío, 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 repitió en todos los ensayos que 

se continuaron con la lisis, cuantificación y tratamiento de muestras para WB, que 

detallaremos más adelante. En el caso de los ELISA para diferentes citoquinas, se 

congelaron los sobrenadantes (SBN) para su posterior análisis. Para los ensayos 

realizados por qPCR, 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 localización sub-celular de SIRT6 y su potencial re-            

localización en la respuesta inflamatoria. 

Se evaluó la localización sub-celular de SIRT6 en respuesta a LPS (200ng/ml) 

mediante IF y microscopía confocal, para su posterior análisis y cuantificación 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 utilizó un marcador de 

Retículo Endoplasmático (RE)(Invitrogen, E34250, 1µM) para evaluar co-localización 

con SIRT6, también se utilizó DAPI (Sigma, D9542) y la proteína vegetal que se asocia 

a filamentos de actina, Falloidina, unida a Alexa546 (Invitrogen, A22283) para 

identificar dominios nucleares y citoplasmáticos, respectivamente. Estos ensayos se 

llevaron adelante principalmente en macrófagos Raw 264.7.  

 

En los ensayos de LPS, las células fueron plaqueadas sobre cubreobjetos en placas 

de cultivo de 24 pocillos. Tal como se detalló, el día previo al experimento se cambiaba 

el medio a 0.1% SBF, realizando los estímulos de LPS a las dosis ya mencionadas. 

Una vez finalizado el experimento, los cubreobjetos se fijaron con Paraformaldehído 

(PFA, AppliChem, A3813) al 4% en PBS durante 15 min a temperatura ambiente. En 

los casos en que se utilizó el marcador de RE, este se pre incubó 30 min antes de la 

finalización del estímulo. La fijación para estas células se realizó siguiendo las 

recomendaciones del fabricante, durante 5 min a 37ºC.  Una vez fijadas las células, 

se realizaron lavados consecutivos con PBS previo a guardar las muestras para su 

posterior marcación a 4°C.  

 

Para los análisis de cuantificación de las señales de SIRT6 y TNFα en ImageJ se 

realizaron las cuantificaciones en 10 planos sumados en el eje Z (proyección 

sumatoria). La señal a nivel nuclear fue medida utilizando una máscara binaria con la 

señal de DAPI que permitió la selección semi-automática de las regiones de interés 

(ROI) nucleares. Posteriormente, también se analizó la señal de SIRT6 en dominios 

citoplasmáticos en la proyección sumatoria. En este caso se seleccionaron los ROIs 

de forma manual evitando dominios nucleares y corroborando estar dentro del 

citoplasma de la célula. Los gráficos muestran Intensidad Media de Fluorescencia. 

Para los análisis del coeficiente de colocalización de Manders se utilizó el plug in Coloc 
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2 (https://imagej.net/plugins/coloc-2). Estos análisis se realizaron en planos únicos, 

que fueron seleccionados en base a la presencia de una señal clara de RE.  En ellos 

se aplicó un umbral automático generado por el plug in Coloc 2 en cada célula 

analizada. Los gráficos expresan el coeficiente de Manders M1, ajustado con el 

threshold automático (tM1).      

 

Complementariamente, se realizaron ensayos de fraccionamiento sub-celular en 

macrófagos Raw 264.7 para obtener fracciones enriquecidas en núcleo y citoplasma, 

en las que se evaluó la presencia y respuesta al LPS mediante WB. A continuación, 

se detalla el protocolo para la realización del fraccionamiento luego de 1h de 

incubación con LPS.  

 

Fraccionamiento Núcleo-Citoplasma. Luego de la incubación 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 hipotónico (Hepes 10 mM, 1mM EDTA, 0.1mM 

EGTA con 3%Tritón X-100). Una vez resuspendido el pellet, se transfirió el 

sobrenadante al homogeneizador mecánico y se realizaron 10 golpes. Luego, el SBN 

se agitó en vortex durante 10 sec. Se corroboró que las membranas celulares 

estuvieran rotas observando al microscopio. Posterior a esto, se centrifugó la 

suspensión durante 10 min a 13000g, obteniendo así la fracción nuclear (FN). El SBN 

contenía la fracción citosólica (FC). Más adelante, la FN se suspendió en buffer RIPA 

más inhibidores, que fue sonicado durante 1 min con pulsos de 10 y descansos de 5 

segundos a baja potencia. Finalmente, se centrifugó durante 10 min a 10000g, 

obteniendo en el SBN la fracción nuclear final. 

 

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

Se evaluó el tiempo de vida de SIRT6 utilizando el inhibidor del proteasoma MG132 

(abcam, ab141003) a una dosis de 10µM y el inhibidor de la síntesis proteica, CHX 

(Sigma, C6255) a una dosis de 1µg/ml. Se estudiaron las dinámicas de degradación 

y acumulación de SIRT6 en respuesta a tratamientos con MG132 y CHX a 

diferentes tiempos midiendo sus niveles por WB. Estos experimentos se realizaron 

tanto en células MEF y macrófagos Raw 264.7. Para la realización de estos se 

plaquearon 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 dilución en la que se pone con el compuesto. En la evaluación de 

los tratamientos mediante WB, se utilizaron como controles proteínas de vida media 

corta como P27 y Ciclina B1 que permitieron la constatación del tratamiento de CHX. 

En el caso del tratamiento con MG132 se utilizó el marcador de Ubiquitina para 

confirmar su correcto funcionamiento (en la Tabla 1, se muestran los números de 

catálogo y las diluciones de los anticuerpos mencionados). Posteriormente a estos 

experimentos, se realizó una comparación de los efectos generados por el MG132 y 

https://imagej.net/plugins/coloc-2
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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. 

 

Tabla I. Anticuerpos, origen y diluciones utilizadas para WB e IF. Dentro del código se encuentra 

también la compañía que lo produjo, CS para anticuerpos comprados a Cell Signaling, ab comprados 

en abcam y los últimos dos anticuerpos fueron obtenidos de la empresa Sigma. 

 

1.4 Estudio de la inhibición de la actividad enzimática 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 acetilación en 

H3K56 (blanco reconocido de SIRT6). La cuantificación se realizó de la misma forma 

en que se cuantificó la señal de SIRT6 nuclear ya explicado previamente.  

Se realizaron los ensayos en macrófagos Raw 264.7 utilizando el Inhibidor específico 

de SIRT6: 2,4-dioxo-N-[4-(pyridin-3-yloxy)phenyl]-1,2,3,4-tetrahydroquinazoline-6-

sulfonamide (Chemspace, CSC000732205)144. Para ello se plaquearon las células 

dos días previos al experimento en DMEM Completo y el día anterior se cambió por 

medio con 0.1% SBF.  El día del experimento se incubó el Inhibidor de SIRT6 (200µM) 

1h previa al estímulo de LPS 1h. En el SBN se evaluó TNFα mediante ELISA. 

Adicionalmente, se analizaron los niveles intracelulares de TNFα mediante WB y su 

distribución intracelular mediante IF. La concentración y el anticuerpo utilizado para 

estos experimentos se encuentran en la Tabla I. 

https://www.zotero.org/google-docs/?xr7oEC
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1.5 Estudio del comportamiento de SIRT6 in vivo en respuesta a estímulos pro-

inflamatorios en el peritoneo y consecuencias de su inhibición. 

Se evaluó 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 microscopía confocal en las células peritoneales, donde se cuantificó la señal de 

SIRT6. Así mismo, se realizaron qPCR y se midieron los niveles de TNFα mediante 

ELISA en el lavado del peritoneo. Adicionalmente, con la población de células 

obtenidas del peritoneo se realizó citometría de flujo.  

Se utilizó 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 TNFα secretado al peritoneo mediante ELISA.  

Para finalizar, se realizó una curva de sobrevida en ratones C57BL/6J adultos 

machos, sometidos a una inyección letal de LPS (20mg/Kg), administrados o no con 

el inhibidor de SIRT6 (30mg/Kg). Estos análisis fueron realizados en colaboración con 

la Dra. Paola Contreras y Cecilia Villaseca de Facultad de Medicina, Dpto. de 

Fisiología, UdelaR (protocolo n° 70153-000839-17). Los ratones fueron trasladados al 

bioterio de Facultad de Medicina, donde luego de unos días de aclimatación, fueron 

pesados e identificados a través de marcas en las orejas. Una vez realizada la 

inyección de LPS, se evaluó el tiempo de vida posterior a la misma, monitoreando 

cada 12 h supervivencia, peso, apariencia y movimiento de los animales. Con estos 

parámetros se obtiene un valor numérico que permite determinar el estado del animal 

y tomar la decisión de eutanasia en casos de puntaje elevado (Tabla II). 

Tabla II. Parámetros medidos para determinar la eutanasia del animal.  
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Objetivo específico 2 (OE2): Investigar el papel de SIRT6 en la inflamación crónica 

en un modelo in vitro, así como en la inflamación crónica en ratones obesos.  

2.1 Estudio de SIRT6 en células con fenotipo senescente. 

Estos análisis se realizaron en cultivos in vitro de fibroblastos humanos IMR90 con 

sobreexpresión RAS, obtenidas de la colaboración con el grupo de la Dra. Celia 

Quijano, Dpto. de Bioquímica, Facultad de Medicina, UdelaR. En ellos se evaluó la 

expresión y localización SIRT6 mediante WB, qPCR e IF. 

2.2 Análisis in sílico del promotor de SIRT6 y uno de sus posibles reguladores.  

 

Con el objetivo de estudiar la posible regulación de SIRT6 mediante factores de 

transcripción conocidos, se realizaron análisis in sílico 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 

región homóloga se estudió la presencia de secuencias consenso de unión a Factores 

de Transcripción mediante la herramienta PROMO (http://alggen.lsi.upc.es)142. 

PROMO es un laboratorio virtual para la identificación de Sitios de Unión de Factores 

de Transcripción (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 transcripción eucariotas, sus 

sitios de unión al ADN y sus genes regulados143. Para corroborar la predicción que 

arrojó PROMO, se analizaron experimentos de ChIP-Seq para NFkB (p65) 

previamente publicados por otros investigadores, realizando sobre las secuencias 

identificadas un análisis mediante HOMER (http://homer.ucsd.edu/homer/). Estos 

últimos análisis se realizaron en colaboración con la Dra. Luisa Berná, de la Unidad 

de Biología Molecular del IPMON.  

2.3 Estudio de SIRT6 en un modelo de inflamación crónica inducida por 

obesidad.   

Se evaluó un grupo de ratones C57BL/6J adultos que fueron alimentados con una 

dieta rica en grasas y azúcares ad libitum (que llamamos Western Diet), en 

comparación con un grupo control con dieta estándar (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 proteína, 19.9% de grasa, 7% de fibra y 

49.5% de carbohidratos. Sumado a esta, se le agregó agua azucarada compuesta por 

18.9g/L de glucosa (Droguería Industrial Uruguaya) y 23.1g/L de fructosa (El Naranjo). 

Hasta el comienzo de la dieta WD, los ratones recibieron agua y ración estándar 

estériles ad libitum. A las 12 semanas de vida se comenzó la administración de WD 

la cual se continuó durante 10 semanas. En el transcurso del tratamiento se evaluaron 

semanalmente los pesos y la glucemia basal en sangre (como indicador del manejo 

http://alggen.lsi.upc.es/-
https://www.zotero.org/google-docs/?PoW0YA
https://www.zotero.org/google-docs/?kdmLmI
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de la glucosa) usando un glucómetro manual (AccuChek, Roche). También se 

realizaron análisis de sangre mediante Hemograma (Hemato Contador Mindray BC-

5000 Vet). Al finalizar los tratamientos, los ratones fueron sacrificados por sobredosis 

de anestésicos con una combinación de Ketamina (Unimedical) y Xilacina (Richmond 

Vet Pharma) en dosis de 120mg/Kg y 16mg/Kg, respectivamente. En el tejido adiposo 

abdominal se evaluó la expresión de SIRT6, así como en la fracción estromal vascular 

(FEV). Se realizó además un análisis de esta misma fracción por citometría de flujo, 

separando los macrófagos para en ellos evaluar la expresión de SIRT6. A 

continuación se detalla brevemente como es el protocolo de aislamiento de FEV.  

Aislamiento de Fracción Estromal Vascular. Una vez que el ratón fue sacrificado, se 

abrió el peritoneo y se aisló tejido adiposo visceral inguinal en un tubo que permite la 

disgregación del tejido. Se calculó 3mg de Colagenasa de Tipo II (Gibco, 17101-015) 

por g de tejido adiposo. La colagenasa fue diluida en medio HBSS a una solución 

1mg/ml. El tejido aislado se sumergió en colagenasa y se disgregó con tijeras. Una 

vez disgregado, se digiere con la colagenasa en baño húmedo a 37ºC durante 30 min, 

realizando vortexeos cada 10 min. Luego de esta incubación, se realizó una 

centrifugación durante 10 min a 1200 rpm. Terminada la misma, se aspiró la fracción 

con los adipocitos que quedaron en la parte superior del tubo, así como solución de 

colagenasa. La FEV se re-suspendió en PBS, se volvió a centrifugar 5 min a 1200 

rpm, se retiró el SBN y se congeló para su posterior tratamiento. En el caso de los 

experimentos que se continúan con citometría de flujo, las células fueron contadas 

para su posterior marcaje. 

Objetivo específico 3 (OE3): Generar un modelo animal transgénico KO para  SIRT6 

en macrófagos y caracterizarlo en el contexto de inflamación crónica.  

3.1 Desarrollo de un modelo animal transgénico con macrófagos KO para SIRT6. 

Se obtuvieron los ratones FLOX-SIRT6 (17334, https://www.jax.org/strain/017334) y 

los ratones transgénicos Tg(Csf1r-Mer-iCre-Mer)1Jwp (019098, 

https://www.jax.org/strain/019098) ambos de Jackson Laboratories. Previamente a 

cruzar los ratones entre sí, se llevó a cada ratón 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 veníamos trabajando y al mismo tiempo, no eran 

adecuados para realizar estudios metabólicos. La obtención de los ratones en el fondo 

deseado llevó 3 años. Cada retro-cruza implicaba la selección de ratones 

heterocigotas para Sirt6loxp/+ y hemicigotas para Csf1r-iCre (Cre+). A continuación, 

detallaremos el protocolo de aislamiento de ADN desde la biopsia de cola de ratón, 

así como los cebadores y los ajustes para el genotipado de los animales mediante 

PCR. Junto a la biopsia de cola de ratón se realizaba la marcación del animal para 

luego poder correlacionar el genotipo y el número individuo. El código de marcación 

utilizado fue el recomendado por la “Guía para el manejo de roedores” proporcionada 

por la UBAL, IPMON.  

https://www.jax.org/strain/017334
https://www.jax.org/strain/019098
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Aislamiento de ADN y PCR. Las biopsias de cola de ratón se realizaron entre la 

semana 3-4 de vida. Las muestras fueron digeridas en buffer de lisis (Tris ph 8 10mM, 

NaCl 100mM, EDTA ph 8 10mM, 0.5% SDS y Proteinasa K 500µg/ml) ON a 37ºC. Al 

otro día, se agregaron 300 µl NaCl 5M y se incubaron las muestras 10 min en hielo. 

Posteriormente se centrifugaron 10 min a 10000 g y se traspasó el SBN a un nuevo 

tubo que contiene ETOH 95%. Luego de la precipitación del ADN, se centrifugó a 

14000 g durante 10 min. Se realizaron lavados del pellet con ETOH 70%, previo a 

suspenderlo en H2O mq. Se cuantificó la cantidad de ADN obtenida y se dejaron las 

muestras a una concentración de 25 ng/µl.  

Las PCR se realizaron siguiendo los protocolos y cebadores recomendados por 

Jackson Laboratories, siguiendo el programa de PCR recomendado para genotipar a 

los ratones Sirt6loxp/loxp, en ambos casos. Las secuencias de los cebadores utilizados 

se detallan a continuación. Para SIRT6, F: 5´ AGTGAGGGGCTAATGGGAAC 3´, R: 

5´ AACCCACCTCTCTCCCCTAA 3´. Para Csf1R-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 diseño del ratón transgénico KO para SIRT6 se seleccionaron los dos 

ratones que ya mencionamos al inicio de esta sección, y que se muestran a 

continuación.  

 

 

Esquema representativo de la creación de ratón Transgénico SIRT6 KO en macrófagos. 

Representación de los pasos que llevaron a la obtención del modelo murino. Ambos ratones fueron 

llevados a fondo genético C57BL/6J y luego de las 10 retro cruzas se cruzaron ambos ratones entre sí 

para la obtención de dos ratones: Sirt6loxP/loxP;Cre- y Sirt6loxP/loxP;Cre+.   

El ratón FLOX-SIRT6 presenta los exones 2-3 del gen de Sirt6 en el cromosoma 10 

flanqueados por sitios loxP (Sirt6loxp/loxp). Los 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(Csf1r-Mer-

iCre-Mer)1Jwp, expresan iCre bajo el promotor del receptor Csf1r (del inglés, Colony 
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Stimulating Factor 1 Receptor) inducible por Tamoxifeno. La expresión de este 

receptor Csf1r ocurre en macrófagos derivados de médula ósea 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 macrófagos derivados de médula ósea y 

saco vitelino, en respuesta a Tamoxifeno, indujeron la translocación de la iCre al 

núcleo y escindieron un fragmento del gen de Sirt6 (exones 2-3), dando como 

resultado macrófagos KO para SIRT6. Para ello realizamos los siguientes cruces: 

 

1. Cruzamiento de parentales:        

Sirt6loxP/loxP
(salvajes para el Transgén icre) X Sirt6+/+;Cre+ (salvajes para el gen 

loxP) 

F1: 100% heterocigotas para el locus loxP (Sirt6loxP/+) y 50% hemicigotas para el Tg Cre(Cre+). 

Seleccionamos ratones: Sirt6loxP/+;Cre+.     

2. Retrocruza:           

Sirt6loxP/loxP
(salvajes para el Transgén icre) X Sirt6loxP/+;Cre+ (producto de la F1)  

F2: 50% de descendencia homocigota para loxP (Sirt6loxP/loxP) y dentro de este grupo el 50% 

serán hemicigotas para el Tg Cre+. Seleccionamos ratones: Sirt6loxP/loxP;Cre+ 

3. Cruce de fundadores:  

 Sirt6loxP/loxP (salvajes para el Transgén icre) X Sirt6loxP/loxP;Cre+(producto de la 

F2)  

F3: 100% de descendencia homocigota para loxP (Sirt6loxP/loxP) y dentro de este grupo el 50% 

serán hemicigotas para el Tg Cre+.  

Una vez obtenidos los parentales, se fundó la colonia y se inició el análisis del modelo, 

que veremos a continuación. Ambos ratones obtenidos del cruce 3 se utilizaron para 

realizar los experimentos. 
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3.2 Confirmación del modelo animal transgénico con macrófagos KO para 

SIRT6. 

 

Se realizaron cultivos de macrófagos derivados de médula ósea BMDM para constatar 

la ausencia de SIRT6 mediante la adición al cultivo de 4-OH-Tamoxifeno ((Z)-

Hidroxytamoxifen-TAM,Sigma, H7904).  

 

Cultivo de macrófagos de Médula Ósea (BMDM). Se sacrificó un ratón de 8 semanas 

Sirt6loxP/loxP;Cre+ mediante dislocación 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 

ósea se cortaron las epífisis de los huesos, y se perfunde el canal medular con 3 ml 

de DMEM completo utilizando una jeringa estéril. Se re-suspendió varias veces el 

volumen de medio de forma de romper los agregados celulares, se centrifugó la 

suspensión de células obtenidas y se plaquearon en 12 placas de Petri en un medio 

que contenía 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 días.  

 

Para verificar que los macrófagos fueran efectivamente Sirt6loxP/loxP;Cre+ se agregó 4-

OH-Tamoxifeno el día 6 (2µM) y luego se midieron las concentraciones de SIRT6 

mediante WB y qPCR.  Para los estudios en ratones, se utilizó 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 agitación a 37ºC. Se utilizó una dosis de 50mg/Kg 

subcutánea, la cual fue inyectada sucesivamente durante 7 días. Al día 8, se corroboró 

el silenciamiento de SIRT6 en los macrófagos obtenidos del lavado del peritoneo 

mediante citometría de flujo (el esquema de administración se encuentra en la Figura 

25A). 

 

3.3 Estudio de la prevención del desarrollo de la inflamación crónica en el 

modelo Sirt6loxP/loxP;Cre+ bajo Western Diet. 

Los ratones Sirt6loxP/loxP;Cre+ y sus controles Sirt6loxP/loxP;Cre-  (Sirt6loxP/loxP que no 

posee el Tg) fueron sometidos a WD, detallada previamente en la sección 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 registró el peso y glucemia, así como la composición 

de la sangre periférica mediante Hemograma. Se realizaron las inyecciones 3 días 

consecutivos, se dejaron 4 días de descanso, y se repitió el esquema de las 

inyecciones una semana más.  

En la semana 10 se realizó el sacrificio de los animales, mediante exceso de 

anestésicos y se preservó: Hígado, Grasa Abdominal, Riñón, Páncreas y Músculo 
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esquelético, a -80ºC para su posterior análisis. También se obtuvo sangre para la 

realización de ELISA y análisis de función hepática y renal (MNCHIP, Analizador de 

bioquímica sanguínea PointcareV3). Del tejido adiposo abdominal de estos animales, 

se aisló la FEV, la cual fue evaluada mediante citometría de flujo. Adicionalmente, se 

realizó un lavado del peritoneo en el cual se evaluó la cantidad de TNFα 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, β-

glicerofosfato 50mM, 1µM Tricostatina A e inhibidor de proteasas (Sigma, S6776, 

N0632, G9422 y S8830, respectivamente). Para la obtención de proteínas, el pellet 

celular fue re-suspendido en RIPA y sonicado a baja potencia con 1 ronda de 6 pulsos 

en 1 min. Luego se incubó durante 20-30 min a 4°C en agitación. Se centrifugaron las 

muestras a 10000 g 10 min a 4°C, conservando el SBN, para la cuantificación de 

proteínas. La concentración de proteínas se determinó usando el reactivo de Bradford 

(Applichem, A6932). Posteriormente, las proteínas eran suspendidas en buffer 

Laemmli 5X. Para su análisis, 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 incubación con 

anticuerpos específicos ON. En la Tabla I se encuentran los diferentes anticuerpos 

específicos utilizados y sus concentraciones. Luego, se incubaron con el anticuerpo 

secundario durante 1 h y se reveló utilizando el kit de quimioluminiscencia SuperSignal 

West Pico (Pierce, 34080) en Imagequant 800 (Amersham). La densitometría de las 

bandas fue realizada usando el software ImageJ (Rasband, W.S., Bethesda, 

Maryland, USA). 

Aislamiento de ARN y qPCR. Se homogeneizaron células y tejidos en TRizol 

(Invitrogen, Cat. Nº 15596026) siguiendo las recomendaciones e instrucciones del 

fabricante. Se realizó un tratamiento con DNAsa para eliminar la posible 

contaminación con DNA genómico (Roche, Cat. Nº 04716728001). En el caso de los 

tejidos se separaban aproximadamente 100 mg de tejido en 1ml de TRizol y se agregó 

0.5 mm de beads de Zirconium para disgregar el tejido en Bullet Blender (Next 

Advance, #BBY24M). El aislamiento de ARN de tejido se realizó con el Kit de 

extracción de Direct-zol™ RNA Miniprep(Zimo, R2050). Luego, usando la enzima 

Superscript II (Invitrogen, Cat. Nº 18064-014) se realizó la transcripción reversa. 

Seguidamente se corrió la qPCR, con el mix de Sybr Green (Roche, Cat Nº 

04913850001). Los cambios relativos en la expresión de genes fueron expresados 

con respecto al control con el método de 2-ΔΔCT. Las secuencias de los cebadores 

fueron sintetizadas por Integrated DNA Technology (IDT) y se detallan en la Tabla III. 

El termociclador utilizado fue el QuantStudio3 (Appliedbiosystems).  



57 

 

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

Inmunofluorescencia. Los macrófagos Raw 264.7 y MEF, fueron fijadas como se 

detalló 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 inmunomarcación 

indirecta con anticuerpos específicos (ver diluciones y anticuerpos en Tabla I). A 

continuación, 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 Microscopía del IPMON. 

ELISA. Para el análisis de citoquinas IL6 y TNFα en macrófagos Raw 264.7 así 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 realizó en el equipo VarioskanLUX (Thermo Scientific). 
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Citometría de Flujo. Análisis de poblaciones infiltrantes en el tejido adiposo y 

de poblaciones de células inmunes del peritoneo.                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                  

Se realizó citometría de flujo para evaluar la expresión de SIRT6 en la FEV del tejido 

adiposo y en células de lavados peritoneales. La FEV del tejido adiposo se obtuvo 

como se detalló previamente, fue filtrada (filtro de 100uM) y posteriormente se incubó 

2 min con solución de lisis de glóbulos rojos (SLGR; 0.15M NH4Cl, 0.01M KHCO3 y 

100μM Na2EDTA; pH 7.4), luego de lo cual se realizó 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 cámara de Neubauer utilizando la tinción de Azul de 

Tripán, para discriminar a las células muertas. 

El análisis de la expresión de SIRT6 en estas muestras fue realizado sobre diferentes 

poblaciones de macrófagos. En la FEV, los macrófagos se definieron como las células 

CD45+CD11b+F4/80+, mientras que en los lavados peritoneales estos fueron 

identificados como las células CD19-TCRβ-Ly6G-CD11b+F4/80+ o CD19-

CD11b+F4/80+, según si se había realizado o no un estímulo inflamatorio a nivel 

peritoneal, respectivamente. En los lavados peritoneales se distinguieron a su vez, 

dentro de las células F4/80+, a las poblaciones F4/80lo y F4/80hi, según el nivel de 

expresión 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 frío, a no ser que se indique lo contrario. En primer lugar, las 

células fueron incubadas con un marcador de viabilidad celular apto para 

permeabilización durante 10 min a TA; utilizando de forma intercambiada marcadores 

Live/Dead (Invitrogen) o ZOMBIE (BioLegend) (1:500). Seguidamente se realizó el 

bloqueo de las muestras con suero normal de rata 10% durante 20 min. 

Posteriormente las células se marcaron con el mix de tinción de superficie celular 

durante 30 min. Para la FEV el mix de superficie celular consistió 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 estímulos inflamatorios, se agregaron 

también los marcadores anti-TCRβ- APCCy7 y anti-Ly6G-APCCy7, para poder 

discriminar mejor a las poblaciones de macrófagos. Para el marcado intracelular con 

SIRT6, se fijaron las células con el kit de permeabilización para factores de 

transcripción (Invitrogen) ON a 4ºC. Luego de la permeabilización se incubaron las 

muestras con el anticuerpo anti-SIRT6 (1:200) 30 min. Por último, se agregó el 

anticuerpo secundario Goat Anti Rabbit-Alexa Fluor-488 (1:200) y se incubó 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 adquisición de las muestras se realizó utilizando el 

citómetro Attunne Nxt (Thermo Fisher Scientific) y se grabaron al menos 50000 

eventos. El análisis posterior se llevó a cabo con el software FlowJo™ v.X (BD Life 

Sciences) diseñando estrategias de selección específicas para cada tipo de muestra. 

En todos los ensayos, la expresión de SIRT6 se informó relativa a su FMO con el cual 

se fijó el umbral de fluorescencia a partir del cual la señal de la muestra se consideró 

positiva. Los resultados se informaron como el porcentaje de células positivas para el 

marcador en estudio, o nivel de expresión del marcador en estudio, representado 

como la media geométrica de la intensidad de fluorescencia (GMFI). 

Para la obtención y marcación de las células, selección de método de análisis, pasaje 

de las muestras por el citómetro y análisis de resultados se contó con la ayuda de la 

Mag. Valentina Perez, que cuenta con una amplia experiencia en la Citometría de 

Flujo. Ella fue además quien puso a punto la utilización del anticuerpo de SIRT6 de 

abcam (detallado en la Tabla I) para realizar análisis por citometría, ya que no hay 

descritos anticuerpos anti-SIRT6 de ratón recomendados para esta técnica.  

 

Análisis Estadísticos. Todos los resultados fueron analizados utilizando el software 

GaphPad Prism 7.0. Los experimentos in vitro fueron realizados con duplicados 

biológicos en al menos tres experimentos independientes. Los experimentos in vivo 

incluyeron un tamaño de población de al menos 5 animales por grupo. Los resultados 

fueron expresados como la media ± error estándar de la media (SEM). Para confirmar 

que las muestras siguieran una distribución normal, se aplicó el análisis de normalidad 

de D'Agostino-Pearson. También se realizó el test de outliers de ROUT, recomendado 

por GaphPad Prism 7.0, previo a la comparación de grupos. El test de Student no 

pareado fue usado para comparar dos grupos independientes con distribución normal. 

El test de Mann-Whitney U fue usado para comparar dos muestras independientes en 

casos donde no se pudo demostrar una distribución normal. Para comparaciones 

múltiples, se realizó el análisis de varianza (ANOVA), seguido por el test posthoc 

Turkey. Para las comparaciones de proporciones se usó el test exacto de Fisher. En 

todos los casos, los valores de P < 0.05 fueron considerados  estadísticamente 

significativos y se nombraron de la siguiente forma *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001, 

****p<0,0001. 
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CAPÍTULO I: Resultados OE1-3 

 

 

Comenzaremos analizando los resultados obtenidos en el estudio del OE1, donde nos 

propusimos estudiar el efecto del LPS en la expresión, localización sub-celular y 

actividad enzimática de SIRT6 e intentamos comprender cómo era regulada esta 

respuesta.  

 

Para ello utilizamos la línea de macrófagos Raw 264.7 y los fibroblastos MEF, estos 

últimos han sido muy utilizados para estudios de SIRT6 y en ellos se ha descrito la 

actividad pro-inflamatoria de la enzima113,56. Comenzaremos analizando la respuesta 

de SIRT6 al estímulo pro-inflamatorio de LPS (200ng/ml). Como se puede observar 

en la Fig. 11A, ocurre un rápido incremento en la expresión de SIRT6 que continúa 

incrementándose con el tiempo de exposición al LPS. Esta respuesta, se refleja en la 

cuantificación por densitometría de SIRT6 (Fig.11B), sin embargo, no se ve 

acompañada 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 

proteína sugiere una posible estabilización de la proteína como respuesta al estímulo. 

En concordancia con estos datos, las células MEF desarrollan un comportamiento 

similar al observado en macrófagos, pero en estas últimas, 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 

macrófagos Raw 264.7, se ven acompañados de aumento en la expresión del ARNm 

de TNFα, así como de su concentración intra y extracelular (Fig.11D-F), tal como se 

espera y corroborando la efectiva respuesta al estímulo. 

 

A continuación, estudiamos la estabilidad de SIRT6, utilizando dos compuestos que 

alteran la vida media de todas las proteínas y nos permiten obtener información acerca 

de la vida media de SIRT6 en nuestros modelos celulares. Se realizaron incubaciones 

con MG132 para evaluar qué tan rápido se produce la estabilización de la proteína, 

encontrándose que a la hora de inhibición del proteasoma, se incrementan los niveles 

de SIRT6 medidos por WB y cuantificados por densitometría (Fig.11K y Fig.12D y F). 

Si analizamos la dinámica de acumulación y degradación 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 adición a estos resultados, las MEF 

repitieron el comportamiento frente a MG132 y CHX a la hora del tratamiento 

(Fig.12D-F).  

https://www.zotero.org/google-docs/?q978if
https://www.zotero.org/google-docs/?LD0IT4
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Figura 11. SIRT6 se estabiliza rápidamente en respuesta a LPS en macrófagos Raw 264.7. A. WB representativo de SIRT6 

y TNFα donde se muestra la respuesta de macrófagos a LPS (200ng/ml) durante 1, 6 y 24h. B. Densitometría 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 TNFα (D), niveles proteicos de TNFα medido por densitometría del WB anterior y todas sus 

réplicas (E), y niveles de TNFα secretado en el medio de cultivo (F) comparando macrófagos control versus LPS 1h. G. WB 

representativo donde se muestran los niveles de SIRT6 en macrófagos bajo tratamiento con MG132 (10µM) durante 1, 3 y 6h. 

Se utilizó la ubiquitina como control para verificar si el tratamiento funcionó correctamente. H. Densitometría 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 macrófagos bajo tratamiento con CHX (1µg/m) durante 1, 3 y 6h. Se utilizó la Ciclina B1 como control para verificar que el 

tratamiento funcionó correctamente. J-L. WB representativo de los niveles de SIRT6 en macrófagos expuestos a LPS (200ng/ml) 

(J), MG132 (10µM) (K), y CHX (1µg/ml) (L) durante 1h y la correspondiente densitometría, expresada como incrementos o 

decrementos sobre el control (en porcentaje). En los gráficos 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 macrófagos 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. Densitometría 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. Densitometría de WB de los niveles de SIRT6 en MEF expuestos a MG132 (10µM) (D) y CHX (1µg/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 utilizó la ubiquitina, P27 y Ciclina B1 como control para verificar 

que el tratamiento funcionó correctamente. En los gráficos 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.  

 

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 

macrófagos como en MEF, observamos respuestas a ambos tratamientos, tal como 

se mostró 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 

sí, pero si se diferencian del control (Fig. 13), lo cual sugiere que lo que ocurre frente 

al LPS es una estabilización de SIRT6.  

 

Continuando con nuestros estudios, evaluamos cómo se comporta SIRT6 frente al 

estímulo en términos de localización subcelular en macrófagos Raw 264.7. Para ello, 

realizamos un fraccionamiento subcelular y analizamos la distribución de SIRT6 tanto 

en el núcleo como en el citoplasma. Observamos que en respuesta a la exposición al 

LPS durante 1 h, hay un incremento de la expresión de SIRT6 en ambos 

compartimentos celulares (Fig. 14A). Los marcadores de Tubulina y H3 nos permiten 

corroborar la pureza de cada fracción y las diferentes exposiciones que se muestran 

brindan información acerca de la abundancia relativa de la enzima en cada uno de los 

compartimentos. Si bien el núcleo presenta una mayor cantidad de SIRT6, también se 

logró detectar una señal clara a nivel citoplasmático, y que además parece responder 

al estímulo pro-inflamatorio. Esta detección citoplasmática, constituye un resultado 

muy relevante a los efectos de esta tesis y más aún, 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 análisis de la 

distribución de SIRT6 dentro de los macrófagos.  

 

Figura 13.  LPS y MG132 no tienen un efecto sinérgico en macrófagos Raw 264.7 ni en fibroblastos MEF. A. WB 

representativo de SIRT6 en macrófagos sometidos a tratamientos de LPS (200ng/ml), MG132 (10µM) y LPS + MG132 durante 

1h. Se utilizaron tanto la Ubiquitina como el TNFα como controles para confirmar que ambos tratamientos hayan funcionado. Se 

muestran triplicados por condición. B. Densitometría 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 (10µM) y LPS + MG132 durante 1h. Se utilizó la Ubiquitina como control del tratamiento de MG132. Se 

muestran duplicados por condición. D. Densitometría de los WB de SIRT6 bajo los tratamientos mencionados en C, expresado 

como incrementos sobre el control (en porcentaje). En los gráficos 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 

marcación de SIRT6 nuclear y perinuclear en los controles, cuya intensidad aumenta 

en respuesta a LPS, tanto en los dominios nucleares como en los citoplasmáticos 

(Fig. 14B). La cuantificación de las IF confirma el incremento sostenido de la 

intensidad media de SIRT6 en el núcleo, que alcanza un máximo 24h post LPS (Fig. 

14C). A diferencia de lo que ocurre en el núcleo, el incremento citoplasmático se da a 

la hora y se mantiene a las 24h (Fig. 14D). Acompañando el incremento de intensidad 

de SIRT6, se ve una marcación de TNFα inicialmente restringida a dominios 

perinucleares que se expande a todo el citoplasma celular a las 24h post LPS. En 

acuerdo con lo mencionado, la cuantificación intracelular muestra un incremento que 

se correlaciona con el tiempo de exposición al LPS (Fig. 14E).  
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Figura 14. SIRT6 en respuesta a LPS aparece en el citoplasma y se enriquece en el RE en macrófagos Raw 264.7. A. WB 

representativo de SIRT6 en las fracciones nucleares y citoplasmáticas de macrófagos expuestos a LPS (200ng/ml) durante 1h. 

Se muestra una exposición corta y una exposición larga. Tubulina y H3 fueron utilizadas como controles de la pureza de las 

fracciones. B. Imágenes confocales de IF de macrófagos expuestos a LPS 1 y 24h.  Se utilizaron los siguientes marcadores: 

DAPI (gris), SIRT6 (verde), TNFα (celeste). El panel derecho corresponde al control de la IF, sin la utilización del anticuerpo 

primario. Se señalaron con cuadrados numerados las células que se encuentran magnificadas en el recuadro inferior izquierdo. 

Las flechas blancas indican acumulaciones citoplasmáticas de SIRT6 mientras que las rojas indican núcleos muy intensos. La 

barra inferior blanca representa 10 µm. C-D. Cuantificación de la fluorescencia media de SIRT6 en regiones nucleares (C) y 

citoplasmáticas (D). E. Cuantificación de la fluorescencia media de TNFα en regiones citoplasmáticas. F. Imágenes confocales 

de IF de macrófagos expuestos a LPS 1 y 24h donde se marcó SIRT6 (verde) y RE (gris). Las flechas blancas indican 

acumulaciones de SIRT6 en dominios reticulares. La barra inferior blanca representa 10 µm. G. Cuantificación de la fluorescencia 

media de SIRT6 en regiones del RE. H. Coeficiente de Manders tM1. En los gráficos 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 análisis, para identificar en qué dominios citoplasmáticos específicos 

se encontraba la enzima, realizamos una co-marcación de SIRT6 con un marcador de 

RE (Fig. 14F). Luego cuantificamos la señal de SIRT6 en el RE encontrando un 

incremento en la intensidad de la señal que ocurre tempranamente y se mantiene 

hasta a las 24h con LPS, similar a lo observado en la cuantificación citoplasmática 

(Fig. 14G). Complementando estos resultados, se utilizó el coeficiente de 

solapamiento de Manders para evaluar la fracción de SIRT6 dentro del RE o la 

fracción de solapamiento entre ambos marcadores. El índice de Manders se 

incrementó en respuesta a LPS, teniendo su máximo solapamiento a las 24h post 

estímulo, lo cual coincide con el pico de señal para TNFα (Fig. 14H) (ver sección 

materiales y métodos por detalles de cómo se realizó la cuantificación).  

En vista del incremento temprano de SIRT6 en respuesta a LPS, que surge producto 

de su estabilización y que permite incrementar su presencia en el citoplasma y más 

aún, en el RE, nos preguntamos si este mecanismo era el encargado de generar la 

disminución de las funciones nucleares de la sirtuina (desacetilación de H3) y 

favorecer sus funciones sobre la secreción de TNFα. Para confirmar esta hipótesis 

primero realizamos un análisis de la marcación nuclear de un sustrato clásicamente 

definido como sustrato de la enzima, el H3K56.  Tal como se muestra en la Fig.15A-

B, en respuesta a LPS, los núcleos incrementan sus niveles de acetilación sobre la 

H3, presentando un pico de acetilación a la hora post estímulo, que se asemeja a los 

niveles de acetilación presentes en células depletadas de SIRT6 (Raw siSIRT6). A las 

24h los niveles de acetilación permanecen por encima de los niveles de acetilación 

control. La línea celular donde se realizaron estos análisis fue una línea celular 

generada en el marco de la tesis de Licenciatura en Biotecnología de Maria Pia Garat.

 

Figura 15. La actividad de SIRT6 a nivel nuclear disminuye en macrófagos Raw 264.7 en respuesta a LPS. A. Imágenes 

confocales de IF de macrófagos expuestos a LPS (200ng/ml) marcados con Ac.H3K56 (rojo fuego) y DAPI (gris). B. 

Cuantificación de la fluorescencia media de Ac.H3K56 en regiones nucleares. En los gráficos 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 específico de la enzima, caracterizado in vitro 

por Parenti et al., donde se demostró la capacidad del compuesto de inhibir la 

desacetilación sobre H3K9 luego de 18h de exposición al compuesto. En este trabajo 

también se muestra el incremento en la expresión de GLUT1, que ocurre a 
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consecuencia de la actividad co-represora de SIRT6 sobre HIF1α a nivel nuclear y 

finalmente también se observa una inhibición de la actividad desmiristoilasa de SIRT6 

sobre las lisinas K19 y K20 del pro- TNFα144. 

 

Figura 16.  La inhibición temprana de SIRT6 en macrófagos Raw 264.7 disminuye la secreción de TNFα en respuesta a 

LPS. A. Imágenes confocales de IF de macrófagos expuestos a LPS (200ng/ml) y al inhibidor de SIRT6  (200uM) durante 1h. Se 

utilizaron los marcadores DAPI (gris) y TNFα (celeste). El panel de la derecha corresponde al control de la IF sin la utilización 

del anticuerpo primario. Los cuadrados numerados indicados en las imágenes de TNFα, se magnificaron en el panel de la 

derecha. La barra inferior blanca representa 10 µm. B. WB representativo de TNFα donde se muestra la respuesta de macrófagos 

expuestos a LPS y el inhibidor de SIRT6 durante 1h. C. Densitometría del WB de TNFα previo y todas las réplicas experimentales 

que se realizaron, expresada como incrementos sobre el control (en porcentaje). D. Concentración de TNFα secretado obtenido 

del sobrenadante de macrófagos Raw 264.7 expuestos a LPS y el inhibidor de SIRT6 durante 1h. En los gráficos 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.  

 

Con este compuesto, evaluamos qué ocurría con los macrófagos en respuesta LPS y 

el inhibidor, evaluando distribución y cantidad de TNFα intracelular, así como su 

secreción. Al observar las IF de TNFα, no observamos diferencias en cuanto a la 

distribución del marcador intra-celularmente (Fig. 16A). Tanto la condición control, 

como las células incubadas con el inhibidor, mostraron una marcación para TNFα 

perinuclear que podría corresponderse con el Golgi o RE, donde sabemos se sintetiza 

y almacena. Sin embargo, en respuesta al estímulo de LPS, la señal de TNFα se 

expande en el citoplasma, como ya observamos previamente, mostrando acúmulos 

intensos en regiones alejadas del núcleo. 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 TNFα en respuesta a LPS, pero no hay diferencias 

https://www.zotero.org/google-docs/?3EkXxE


67 

entre la condición LPS y LPS + inhibidor de SIRT6 (Fig. 16B). Corroborando lo 

previamente mencionado, la cuantificación por densitometría de los WB muestra 

diferencias significativas sólo del control con las células expuestas a LPS, con y sin el 

inhibidor de SIRT6 (Fig.16C). Finalmente, cuando analizamos la cantidad de TNFα 

secretado al medio en respuesta a la activación inflamatoria, observamos un efecto 

del Inhibidor de SIRT6 sobre la secreción de TNFα, secretando las células tratadas 

con LPS+inhibidor una menor cantidad de TNFα que las células tratadas 

exclusivamente con LPS (Fig.16D). Estos resultados nos permiten concluir que la 

inhibición de SIRT6 temprana, tiene un efecto en la respuesta inflamatoria que lleva a 

una disminución en la secreción de TNFα. 

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 evaluó inicialmente la población de células obtenidas del peritoneo 

mediante qPCR. Como se muestra en la Fig.17A-C, a nivel del ARNm de estas células 

no se observan diferencias en la expresión del mensajero de Sirt6, pero si se 

incrementa significativamente la expresión del mensajero de Tnfα e Il6 cuando el 

peritoneo es estimulado con LPS. Acompañando 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 núcleos 

polimorfos PMN (que son típicamente los neutrófilos) y células con núcleo redondo 

como los macrófagos o monocitos. Centrándonos en la marcación para SIRT6 en 

células cuyo núcleo tiene una morfología oval, pudimos detectar también in vivo un 

incremento de la señal de la sirtuina 6 en respuesta a LPS (Fig.17F). Nótese que los 

neutrófilos también tienen una marcación fuerte y citoplasmática. La cuantificación de 

la intensidad de SIRT6 a nivel nuclear y citoplasmático, muestra un incremento en 

respuesta a LPS en células con núcleos redondeados (Fig.17G-H). La figura 17I 

caracteriza a grandes rasgos el infiltrado de peritoneo en ambas condiciones. Dada la 

heterogeneidad de la población obtenida del peritoneo, decidimos analizarla mediante 

citometría de flujo para confirmar si el incremento ocurre específicamente en 

macrófagos.      

 

El análisis por citometría de las células de peritoneo estimuladas con LPS, confirmó 

el incremento en la señal de la enzima medida por la Intensidad de Fluorescencia en 

la población de células identificadas por CD11b+F4/80hi como macrófagos residentes 

del peritoneo (Fig.18C). En esta población específica, 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 macrófagos del peritoneo responden al LPS de 

forma similar a los macrófagos en cultivo.  
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Figura 17.  Las células del peritoneo post inyección de LPS recapitulan los experimentos in vitro. A-C. Niveles del ARNm 

de Sirt6, Tnfα e Il6 en células del peritoneo obtenidas luego de 2h de una inyección i.p de LPS (10mg/Kg). D-E. Concentración 

de TNFα e IL6 secretado en el lavado del peritoneo de ratones luego de 2h de una inyección i.p de LPS. F. Imágenes confocales 

de IF de células obtenidas del peritoneo luego de 2h de una inyección i.p de LPS (10mg/Kg). Se utilizaron los marcadores DAPI 

(gris), SIRT6 (verde) y Falloidina (rojo). Las flechas blancas señalan acumulaciones de SIRT6 a nivel citoplasmático y las rojas 

indican células polimorfonucleares con una señal intensa de SIRT6. La barra inferior blanca representa 10 µm. G-H. 

Cuantificación de la fluorescencia media de SIRT6 en regiones nucleares (G) y citoplasmáticas (H) de células con núcleo 

redondeado del peritoneo obtenidas luego de 2h de una inyección i.p de LPS. En los gráficos se representan las medias ± SEM. 

*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001, ****p<0,0001.  
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Figura 18.  Los macrófagos residentes del peritoneo en un modelo de inflamación aguda recapitulan los experimentos 

in vitro.  A. Estrategia de selección empleada para definir las poblaciones de macrófagos de la cavidad peritoneal y evaluar en 

ellos la expresión de SIRT6. B. Porcentajes de células SIRT6+ dentro de la población de macrófagos definida como 

CD11b+F4/80hi. C. Media Geométrica de la Intensidad de Fluorescencia (GMFI) para SIRT6 dentro de la población de macrófagos 

definida como CD11b+F4/80hi. En los gráficos se representan las medias ± SEM. *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001, ****p<0,0001.  

(n=5) 

 

Por último, nos interesó recapitular la inhibición de SIRT6 in vivo, administrando el 

Inhibidor de SIRT6 (30mg/Kg) a ratones C57BL/6J previo a la inyección de LPS. Al 

igual que en las células en cultivo, la administración del inhibidor de SIRT6 a ratones 

sometidos a LPS, género a una disminución de la cantidad de TNFα secretado 

(Fig.19A). En concordancia con una menor secreción de esta citoquina, también se 

observó una menor inflamación medida por la disminución en los niveles de IL6 

secretados al peritoneo (Fig.19B). Continuando el análisis de la administración del 

inhibidor in vivo, se realizó una curva de supervivencia en ratones C57BL/6J los cuales 

fueron sometidos a una inyección letal de LPS (20mg/Kg), tratados o no con el 

inhibidor de SIRT6 (30mg/Kg). Este constituye un modelo de shock séptico148 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 él 

inhibidor de SIRT6, sin embargo, se observó una mayor supervivencia en aquellos 

ratones que fueron administrados con el inhibidor, la cual se aprecia en los gráficos 

de contingencia que muestran la sobrevida máxima a las 96h (Fig.19C-D).   

https://www.zotero.org/google-docs/?UvmBUO
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Figura 19.  La inhibición de SIRT6 in vivo disminuye la secreción de TNFα y aumenta la supervivencia frente a una 

inyección letal de LPS. A-B. Concentración de TNFα 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. Análisis de supervivencia Kaplan 

Meier en el que se muestra la supervivencia de ratones cada 24 horas luego de una inyección letal de LPS (20mg/Kg) tratados 

o no previamente con el inhibidor de SIRT6 (30mg/kg) (n=14).  D. Gráfico de contingencia en el que se muestra la sobrevida de 

ratones luego de una inyección 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 inflamación crónica en 

un modelo in vitro e in vivo en ratones obesos.  

Iniciaremos esta sección con el análisis del modelo de inflamación crónica de 

fibroblastos IMR90 con sobreexpresión de RAS, que como ya se mencionó 

previamente fueron brindadas por el grupo de la Dra. Celia Quijano de la Facultad de 

Medicina, Udelar. Este modelo presenta un fenotipo secretor característico 

denominado SASP (del inglés, Secretory Associated Senescent Phenotype), el cual 

presenta incrementados los niveles de secreción de citoquinas pro-inflamatorias149,150. 

Acompañando este fenotipo, pudimos determinar que junto a una mayor expresión de 

la subunidad p65/RelA de NFkB, las células que sobre-expresan RAS, también tienen 

mayores niveles de SIRT6 observados mediante WB y su cuantificación por 

densitometría (Fig.20A-B). En este modelo, además, los mayores niveles proteicos 

de SIRT6 coinciden con mayores niveles de expresión del mensajero de Sirt6 

https://www.zotero.org/google-docs/?xnGlQh
https://www.zotero.org/google-docs/?RfujQL
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(Fig.20C). Las imágenes de la Fig.20D muestran IF con marcación para SIRT6 en los 

fibroblastos control y RAS, donde se puede observar el incremento en el tamaño 

nuclear de estas últimas, así como una aparente mayor intensidad de la enzima. La 

marcación de NFkB permite observar que p65/RelA en los fibroblastos RAS tiene una 

distribución nuclear, que no ocurre en los controles y que genera la sobreexpresión 

de las citoquinas pro-inflamatorias que responden a este factor de transcripción. 

Ejemplo de ARN mensajeros regulados por NFkB-p65 son Tnfα e Il8, cuya expresión 

se encuentra incrementada en los fibroblastos RAS (Fig.20E). 

 
Figura 20.  El incremento de SIRT6 en los fibroblastos IMR90 con sobreexpresión de RAS acompaña la mayor expresión 

y presencia de NFkB en el núcleo. A. WB representativo de SIRT6 y p65 donde se comparan fibroblastos IMR90 control versus 

RAS. B. Densitometría 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 Sirt6 en fibroblastos IMR90 Control versus RAS. D. 

Imágenes confocales de IF de fibroblastos IMR90 control versus RAS marcados con DAPI (gris), SIRT6 (verde) y p65 (azul). 

Las puntas de flechas blancas señalan regiones nucleares. La barra inferior blanca representa 10 µm. E. Niveles del ARNm de 

Tnfα e Il8 en fibroblastos IMR90 control versus RAS. En los gráficos 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 sobreexpresión 

del mensajero de Sirt6, nos llevó a hipotetizar una posible regulación de su expresión 
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por NFkB. Es importante recordar que durante los estímulos agudos con LPS, donde 

NFkB es activado, habíamos observado que en fibroblastos embrionarios MEF 

también existía un incremento en la transcripción de Sirt6 (24 horas post-LPS), 

apoyando esta hipótesis. Para ahondar sobre esta idea, se llevaron a cabo una serie 

de análisis in silico que se muestran en la Fig.21. Comenzamos con la búsqueda y 

alineamiento de las secuencias promotoras de Sirt6 de humano y ratón, 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 nucleótidos (nt) con un 80% de identidad. Sobre esta 

región, se analizó la presencia de secuencias consenso de unión a diferentes factores 

de transcripción con las herramientas detalladas previamente. El análisis en PROMO 

de la región evidenció una secuencia consenso de unión a NFkB (99% de similitud 

con las experimentales) presente en ambos promotores cuya ubicación se presenta a 

continuación: Hs: 5´-4182359-4182348-3´; Mm: 5´-81627365-81627354-3´ (Fig.21A).  

El siguiente paso consistió en corroborar dicha predicción. Para ello, buscamos 

experimentos de ChIP-Seq para NFkB (p65/RelA) con estímulos pro-inflamatorios en 

ambas especies, encontrando dos artículos con la información deseada. Por un lado, 

encontramos una ChIP-seq anti-p65 de cultivos primarios de macrófagos derivados 

de monocitos humanos, tratados o no con TNFα (10ng/ml) por 24h148, donde mediante 

el análisis con HOMER se observó un pico en el número de lecturas secuenciadas en 

la muestra tratada con TNFα y mayor al control (p<0.0001).  Esta región 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 ChIP-seq anti p65 en cultivos primarios de macrófagos murinos 

obtenidos de lavado peritoneal luego del tratamiento con tioglicolato estimulados con 

una endotoxina de E.coli por 1h, 24h o control sin tratar149. En este caso no se 

observaron diferencias significativas en el número de lecturas para ninguno de los 

tiempos respecto del control, sobre la región consenso predicha por PROMO para el 

promotor murino de Sirt6 (Mm: 5´-81627600-81627400- 3´). Sin embargo, sí se 

observó diferencias significativas respecto del control (p<0.0001), tanto para 1 o 24h 

de tratamiento, en una región ubicada a 1000 pb corriente abajo de la secuencia 

predicha por PROMO (Mm: 5´-81627400-81627200- 3´) (Fig.21D). 

 

 

 

https://www.zotero.org/google-docs/?DraQiV
https://www.zotero.org/google-docs/?hoGBuG
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Figura 21.  El análisis del promotor de Sirt6 presenta secuencias consenso reconocidas por NFkB y las mismas están 

enriquecidas en análisis de Chip-Seq para p65. A. Esquema representativo del gen Sirt6 (caja gris) y sus regiones promotoras 

(cajas rojas), adaptado de Ensembl. Luego del alineamiento nos quedamos con una secuencia de 280 nt (región sombreada en 

caja roja). B. Magnificación de A en la zona comprendida entre las líneas azules, donde se estudió la presencia de secuencias 

consenso de unión a NFkB(p65) mediante la herramienta PROMO. Los resultados mostraron una secuencia consenso de unión 

a NFkB(p65) (línea blanca punteada). C. Análisis mediante HOMER donde se muestran un pico de lecturas en una región a 

150pb corriente arriba (caja celeste) de la secuencia consenso predicha por PROMO (línea roja punteada) para el promotor 

de Sirt6 humano. D. Análisis mediante HOMER donde se muestra un pico en el número de lecturas en las muestras tratadas 1 

o 24h y mayor al control en una región ubicada a 1000 pb corriente abajo (caja amarilla) de la secuencia predicha por PROMO 

(línea roja punteada en caja celeste). 
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Como mostramos en la primera parte de este objetivo, al igual que en la inflamación 

aguda, en la inflamación crónica inducida por sobreexpresión de RAS, hay 

incrementos de expresión de SIRT6 y este incremento proteico, se acompaña de una 

mayor síntesis del mensajero. Con este último análisis in silico pudimos además 

mostrar que NFkB podría ser uno de los factores encargados de producir este 

incremento. Terminados los análisis in vitro e in silico, nos propusimos continuar los 

estudios analizando la expresión de SIRT6 in vivo, utilizando un modelo de 

inflamación crónica 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 grasa y azúcares (WD) por 10 semanas. Durante el transcurso del experimento 

se controló el peso, donde pudimos apreciar tempranamente diferencias en la 

ganancia de peso de los ratones en WD respecto a los alimentados con dieta estándar 

(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 

análisis mediante hemograma de los leucocitos de la sangre periférica evidenció una 

mayor inflamación sistémica, medida por una mayor proporción de células inmunes 

en los ratones en dieta WD, incluyendo monocitos, neutrófilos y linfocitos (Fig.22C). 

Por otro lado, a pesar de ser muy poco el tiempo de dieta como para evaluar 

parámetros de daño renales y hepáticos, encontramos niveles incrementados de la 

enzima Alanina aminotransferasa (ALT) en el hígado y de Creatinina (CRE) en el riñón 

(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 continuación, nos interesó evaluar y comparar los niveles de expresión de Sirt6 y 

Tnfα en el tejido adiposo de ratones ND y WD. No se observaron diferencias 

significativas entre los niveles de ARNm de los marcadores previamente señalados 

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, además de pre-adipocitos, fibroblastos y células endoteliales. 

En esta fracción observamos diferencias significativas en la expresión de los ARN 

mensajeros de Sirt6 y Tnfα, los cuales se ven incrementados en los animales en dieta 

WD (Fig.22F). En adición, se observó también un incremento en los niveles proteicos 

de TNFα en condiciones WD (Fig.22G). Esta fracción fue posteriormente analizada 

por citometría de flujo, con el fin de evaluar los niveles de expresión de SIRT6 en 

macrófagos. 

 

 

 



75 

Figura 22. Los parámetros metabólicos e inflamatorios de ratones sometidos a dietas ND y WD se acompañan de 

incrementos de expresión 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. Parámetros hepáticos 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 Tnfα del tejido adiposo de ratones ND y WD luego 

de 10 semanas de dieta (n=7).  F. Niveles del ARNm de Sirt6 y Tnfα de la FEV del tejido adiposo de ratones ND y WD luego de 

10 semanas de dieta (n=7).  G. WB representativo de TNFα donde se comparan la FEV en ND versus WD. En los gráficos se 

representan las medias ± SEM. *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001, ****p<0,0001.  

 

Los resultados obtenidos de la citometría de la FEV de animales bajo ND y WD 

muestran un menor reclutamiento de células SIRT6+ en la población 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 población es significativamente 

mayor que la de los ND (Fig.23C). Siguiendo el análisis de las fracciones, la población 

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 población tiene una menor intensidad de fluorescencia de SIRT6 

(Fig.23E). 

 
Figura 23.  La población de macrófagos del tejido adiposo presenta una mayor intensidad de SIRT6 en los ratones que 

fueron sometidos a WD. A. Estrategia de selección empleada para definir los macrófagos del tejido adiposo y evaluar en ellos 

SIRT6. B. Porcentajes de células SIRT6+ dentro de la población definida por CD11b+F4/80+. C. Media de Fluorescencia 

Geométrica para SIRT6 dentro de la población CD11b+F4/80+. D. Porcentajes de células SIRT6+ dentro de la población definida 

por CD45-. E. Media Geométrica de la Intensidad de Fluorescencia para SIRT6 dentro de la población CD45- (n=5). En los 

gráficos se representan las medias ± SEM. *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001, ****p<0,0001.  

Así, la FEV presenta mayor intensidad en la población de macrófagos definido por 

CD11b+F4/80+, hecho que sugiere una mayor expresión de la proteína que podría 

correlacionarse, al menos en parte, con los incrementos a nivel mensajero observados 

en la FEV (Fig.22F). La menor proporción de células SIRT6+ en la FEV de los ratones 



77 

en WD, no era un resultado esperado, quizás la utilización de otros marcadores nos 

permitan identificar en más detalle cuales son los macrófagos que están 

contribuyendo a los incrementos observados en la GMFI. 

Finalizamos entonces el OE2, mostrando una vez más que los incrementos de SIRT6 

in vitro, se recapitulan in vivo, lo cual nos impulsó a realizar un modelo murino para 

comprender con mayor profundidad el rol de SIRT6 in vivo. De esta forma, llegamos 

al OE3, el cual consistió en generar un modelo animal transgénico tejido-específico 

KO para SIRT6 en macrófagos y realizar una caracterización inicial del mismo en el 

contexto de inflamación inducida por obesidad.  

Para cumplir este objetivo, como ya se detalló previamente en materiales y métodos, 

se adquirieron dos ratones cuyo cruce nos permitió 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 realizó el OE2. 

Realizadas las retro cruzas y obtenido el ratón Sirt6loxP/loxP;Cre+, con macrófagos 

SIRT6 KO e inducible por tamoxifeno, se procedió a caracterizarlo y ajustar las dosis 

de tamoxifeno necesarias para inducir la deleción de SIRT6 en macrófagos. El primer 

abordaje que utilizamos fue el cultivo de macrófagos de médula ósea BMDM, de 

ratones Sirt6loxP/loxP;Cre+ y la adición al cultivo de 4-OH-Tamoxifeno. La adición de 

este compuesto a una concentración de 2µM en el medio de cultivo género una 

disminución de la expresión de SIRT6 en los macrófagos tratados medido por WB 

(Fig.24A), que además se reflejaba en los niveles de mensajero de Sirt6 (Fig.24B).  

 

Figura 24.  Los macrófagos diferenciados de Médula Ósea de ratones Sirt6loxP/loxP;Cre+ escinden SIRT6 en respuesta al 

4-OH-Tamoxifeno. A. WB representativo de SIRT6 donde se comparan BMDM con y sin 4-OH-Tamoxifeno (2µM). B. Niveles 

del ARNm de Sirt6 donde se comparan BMDM con y sin 4-OH-Tamoxifeno (2µM). En el gráfico se representan las medias ± 

SEM. *p<0,05. 
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Figura 25.   Los macrófagos CD19+CD11b+F4/80hi del peritoneo de ratones Sirt6loxP/loxP;Cre+ tratados con Tamoxifeno 

presenta una menor intensidad de SIRT6. A. Esquema de la forma de administración de Tamoxifeno en ratones 

Sirt6loxP/loxP;Cre+ y sus controles Sirt6loxP/loxP;Cre- (n=7 y n=6, respectivamente). B. Porcentajes de células SIRT6+ dentro de la 

población de macrófagos del peritoneo, definida como CD19+CD11b+F4/80lo. C. Media Geométrica de la Intensidad de 

Fluorescencia para SIRT6 dentro de la población de macrófagos CD19+CD11b+F4/80lo. D. Porcentajes de células SIRT6+ dentro 

de la población definida como CD19+CD11b+F4/80hi-. E. Media Geométrica de Fluorescencia para SIRT6 dentro de la población 

de macrófagos CD19+CD11b+F4/80hi-.  F. Estratégia de selección empleada para definir las poblaciones de macrófagos de la 

cavidad peritoneal y evaluar en ellos la expresión de SIRT6. G. Porcentajes de células SIRT6+  y Media Geométrica de la 

Intensidad de SIRT6, dentro de la población de linfocitos B, definida como CD19+. H. Estratégia de selección empleada para 

definir los linfocitos B de la cavidad peritoneal y evaluar en ellos SIRT6. I. Concentración de TNF𝛂 obtenido del lavado del 

peritoneo de ratones Sirt6loxP/loxP;Cre+ y sus controles Sirt6loxP/loxP;Cre- (n=4). En los gráficos se representan las medias ± SEM. 

*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001, ****p<0,0001.  

Confirmada la escisión de SIRT6 en los BMDM del ratón Sirt6loxP/loxP;Cre+ en cultivo, 

quisimos confirmar la escisión del gen en los macrófagos in vivo mediante el análisis 

por citometría de los macrófagos peritoneales. Para ello, realizamos un protocolo de 
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administración 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 citometría de flujo diferenciando 

macrófagos CD19+CD11b+F4/80hi y CD19+CD11b+F4/80lo. A pesar de no encontrar 

diferencias en la cantidad de células SIRT6+ evaluadas en ambas poblaciones de 

macrófagos, si se lograron ver diferencias significativas entre las GMFI de ratones 

Sirt6loxP/loxP;Cre+ y sus controles Sirt6loxP/loxP;Cre-, teniendo estos últimos mayores 

niveles de intensidad media (Fig.25B-E). En contraposición, el conjunto de la 

población 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 Sirt6loxP/loxP;Cre+ y sus controles Sirt6loxP/loxP;Cre-  

(Fig.25G). Tal como se puede apreciar en la estrategia de selección empleada 

(Fig.25F), la población mayoritaria de macrófagos es la señalada con el número 2 

(Fig.25), CD19+CD11b+F4/80hi, la cual constituye la población residente del peritoneo. 

Al ser un peritoneo no estimulado, es de esperar la poca cantidad de macrófagos 

infiltrantes, señalados en la figura como la población 1, CD19+CD11b+F4/80lo. Ambas 

poblaciones de macrófagos responden al Tamoxifeno, no observándose efectos ni 

diferencias sobre la concentración de TNFα en el peritoneo (Fig.25I). 

Estudiamos también los parámetros fisiológicos de los ratones Sirt6loxP/loxP;Cre+ y sus 

controles Sirt6loxP/loxP;Cre-, los cuales fueron alimentados con dieta estándar no 

encontrando diferencias en la cantidad de monocitos, neutrófilos, linfocitos, eosinófilos 

y basófilos en sangre periférica (Fig.26A), tampoco en los niveles de glucosa en 

ayuno (Fig.26B), ni en el peso corporal (Fig.26C). 

 

Figura 26.  Los parámetros fisiológicos de leucocitos en sangre, glucosa y peso son iguales en ratones Sirt6loxP/loxP;Cre+ 

y sus controles Sirt6loxP/loxP;Cre- alimentados con ND. A. Hemograma realizado de sangre periférica obtenida por sangrado 

submandibular de ratones Sirt6loxP/loxP;Cre+ y sus controles Sirt6loxP/loxP;Cre- en dieta normal.  B. Glucemia basal medida en 

ayuno en ratones Sirt6loxP/loxP;Cre+ y sus controles Sirt6loxP/loxP;Cre- en dieta normal. C. Peso de ratones Sirt6loxP/loxP;Cre+ y sus 

controles Sirt6loxP/loxP;Cre- en dieta normal.(n=6) En los gráficos se representan las medias ± SEM. *p<0,05, **p<0,01, 

***p<0,001, ****p<0,0001.  

Finalizando este objetivo, resta analizar el comportamiento de los ratones 

Sirt6loxP/loxP;Cre+ y sus controles Sirt6loxP/loxP;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 escisión de SIRT6, luego del desarrollo de 

obesidad, genera la reversión del fenotipo metabólico 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 Sirt6loxP/loxP;Cre+ no se diferenció 

de sus controles Sirt6loxP/loxP;Cre- (Fig.27A). La glucemia basal de los ratones 

Sirt6loxP/loxP;Cre+ y sus controles Sirt6loxP/loxP;Cre- en ND no presentó diferencias 

significativas, tal como vimos en la figura Fig.26B. Luego de transcurridas 6 semanas 

de dieta WD los ratones aún no habían 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 diferenciándose significativamente de ellos mismos en las dos medidas 

previas de glucosa en sangre, así como de los ratones Sirt6loxP/loxP;Cre+. La glucemia 

de estos últimos permaneció igual durante todo el tratamiento (Fig.27C).  

Referente a la evaluación del panel hepático y renal y focalizándonos en ALT y CRE, 

que habíamos 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 Sirt6loxP/loxP;Cre+. Los 

niveles de ALT y CRE son significativamente menores en los ratones Sirt6loxP/loxP;Cre+ 

en comparación con los controles (Fig.27F). Finalmente, el hemograma realizado en 

la sangre periférica, muestra niveles significativamente menores de leucocitos en la 

sangre de ratones Sirt6loxP/loxP;Cre+, con excepción de los basófilos que no presentan 

diferencias (Fig.27C). Si comparamos estos valores con los obtenidos en la Fig.22C, 

los valores de los ratones Sirt6loxP/loxP;Cre- son más similares a los de WD y los 

Sirt6loxP/loxP;Cre+ se asimilaron a los ND. En concordancia, el lavado del peritoneo de los 

ratones Sirt6loxP/loxP;Cre+ presentó menor TNFα en comparación con sus controles (Fig.27D). 

Los niveles de TNFα en el plasma obtenidos de ambos ratones dieron por debajo de los 

niveles de detección.  En suma, los ratones Sirt6 loxP/loxP;Cre+ están menos afectados por los 

efectos de la WD que sus controles, al menos en estas condiciones experimentales.  
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Figura 27. Los parámetros metabólicos e inflamatorios de ratones Sirt6 loxP/loxP;Cre+ en WD revierten los efectos de la 

dieta. A. Ganancia de peso de ratones Sirt6loxP/loxP;Cre+ y sus controles Sirt6loxP/loxP;Cre-  alimentados con WD (n=9 y n=8, 

respectivamente). B. Imagen de los ratones Sirt6loxP/loxP;Cre+ y sus controles Sirt6loxP/loxP;Cre-. C. glucemia basal medida en 

ayuno en ratones Sirt6loxP/loxP;Cre+ y sus controles Sirt6loxP/loxP;Cre- en ND, previo a la administración de Tamoxifeno y luego de 

esta. D. Hemograma realizado de sangre periférica obtenida por sangrado submandibular de ratones Sirt6loxP/loxP;Cre+ y sus 

controles Sirt6loxP/loxP;Cre- luego de 10 semanas de dieta. E.  Concentración de TNFα obtenido del lavado del peritoneo de 

ratones Sirt6loxP/loxP;Cre+ y sus controles Sirt6loxP/loxP;Cre- (n=4). F. Parámetros hepáticos y renales  medidos en la sangre de 

ratones Sirt6loxP/loxP;Cre+ y sus controles Sirt6loxP/loxP;Cre-. En los gráficos se representan las medias ± SEM. *p<0,05, **p<0,01, 

***p<0,001, ****p<0,0001.  
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Algunos de los resultados mostrados previamente, fueron publicados posterior a la defensa 

de esta tesis y se encuentran a continuación.    
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CAPÍTULO II: Resultados OE4 

 
 

En la parte introductoria de este trabajo ya hemos mencionado las capacidades 

enzimáticas, así como la estructura y los múltiples roles donde se desempeña la 

Sirtuina 6. En esta sección realizaremos un breve repaso de aquellas particularidades 

que presenta esta SIRT6 y que han llevado a que en conjunto con el grupo de la Dra. 

Ana Denicola del Dpto. de Fisicoquímica Biológica de Facultad de Ciencias, Udelar, 

se decidiera aunar esfuerzos para estudiar la potencial modulación de hSIRT6 por 

ácidos 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 Carreño en el contexto de su Tesis de Maestría. Nuestro 

aporte estuvo dado principalmente en la concepción de la idea, discusión y puesta a 

punto de diseños experimentales y en la realización de los experimentos celulares 

que se muestran en el manuscrito que adjuntamos a continuación. En este, 

compartimos primera autoría con Mara Carreño y el rol de “Corresponding Author” 

también fue compartido por la Dra. Ana Denicola (Tutora de la Tesis de Maestría de 

Mara) y el Dr. Carlos Escande (Co-Tutor de Tesis de Maestría de Mara y tutor de 

esta tesis de Doctorado). 

 

Los ácidos grasos nitrados (NO2-FAs del inglés, Nitrated fatty acids) son moléculas 

generadas por la interacción de especies reactivas de nitrógeno con ácidos grasos 

insaturados, que se han hallado tanto en el plasma, orina, membranas celulares y 

tejidos humanos158. Los NO2-FA se producen endógenamente mediante reacciones 

inflamatorias y metabólicas, siendo potentes mediadores de respuestas anti-

inflamatorias y anti-oxidantes 159.  

Las características estructurales de SIRT6, que la hacen única, consisten en: por un 

lado, poseer una estructura más abierta y distante entre sus 2 dominios globulares, lo 

cual ocurre debido a una deleción en su secuencia que genera la falta de un módulo 

helicoidal que es sustituido por un pequeño loop112, y por otro lado, las 4 cisteínas del 

motivo de unión a Zn2+ son C141, C144, C166 y C177, presentan una estructura diferente 

a la de la mayoría de las Sirtuinas, generando un loop más flexible112. Estas 

diferencias estructurales serían 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 enzimática 113,118. Tomando en 

cuenta la presencia de la histidina 133 en el sitio activo de las sirtuinas, así como los 

residuos de cisteína, previamente detallados, en el OE4 de esta tesis exploramos el 

potencial de los NO2-FAs para alterar la estructura y funcionalidad de SIRT6. El 

diseño experimental, los materiales y métodos y los resultados de este objetivo 

específico se presentan en el artículo publicado que se presenta a continuación.  

https://www.zotero.org/google-docs/?8PR2HX
https://www.zotero.org/google-docs/?qwl8R9
https://www.zotero.org/google-docs/?2C8aPL
https://www.zotero.org/google-docs/?2C8aPL
https://www.zotero.org/google-docs/?UbJAo7
https://www.zotero.org/google-docs/?UbJAo7
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Discusión  

 

 

Durante varios años predominó 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 expresión de 

genes pro-inflamatorios53,103,133. El surgimiento de los primeros indicios que mostraron 

un rol pro-inflamatorio de SIRT653,110,135, junto con descubrimiento de la capacidad de 

esta Sirtuina de hidrolizar ácidos grasos de cadena larga115, cambiaron el foco de 

atención. 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 protagónico de SIRT6 en el manejo de la glucosa, a través del control de la 

expresión de genes de la glucólisis, 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 glucosa95. Con 

el paso del tiempo y gracias al desarrollo de diferentes modelos tejido-específicos se 

fueron descubriendo y entendiendo algunas de las funciones de SIRT6 en varios 

órganos, lo cual ha generado nuevas interrogantes que tomamos en este trabajo. 

Nuestro modelo transgénico, único en su especificidad y control temporal, nos permitió 

poder enfocarnos en el rol pro-inflamatorio de la enzima en macrófagos in vivo y 

comprender cuán 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 específicos de la enzima para algunos contextos críticos. En este 

sentido y quizás ceñido a otros contextos, este rol protagónico de la enzima subraya 

también la necesidad de contar con activadores de esta. En este camino hemos 

desarrollado el Capítulo II de la tesis, donde encontramos a los NO2OA, como 

excelentes activadores de SIRT6114.  

 

Comenzaremos ahora a discutir los diferentes resultados obtenidos, que surgieron en 

el marco de los objetivos específicos 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 rápido y sostenido incremento de SIRT6, común en 

intensidad, rango temporal y mecanismo molecular entre las líneas utilizadas. El 

desfasaje en los incrementos de expresión de SIRT6 a nivel proteico y del ARNm de 

Sirt6, nos llevaron a proponer una primera fase de respuesta rápida, que estaría dada 

por un incremento en la estabilidad de la proteína y la inhibición de su degradación 

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 reducción del 50% de la proteína a las 72 horas en células 

HEK293126. Nuestros resultados muestran una reducción del 50% de la proteína en 

https://www.zotero.org/google-docs/?dpg5mg
https://www.zotero.org/google-docs/?uxl6jF
https://www.zotero.org/google-docs/?ZeKKRR
https://www.zotero.org/google-docs/?7kqPe4
https://www.zotero.org/google-docs/?jnaLqk
https://www.zotero.org/google-docs/?7H6hR0
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aproximadamente 6 horas de incubación con CHX (Fig.11), lo cual sugiere que en las 

células en que nosotros trabajamos y que además son capaces de responder a 

estímulos 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 incubación con LPS, podría ocurrir a 

causa de una modificación post-traduccional que aún no hemos logrado identificar. 

Sin embargo, creemos que podría formar parte de la cadena de señalización generada 

por la activación del receptor TLR4, que hemos profundizado en la sección 

introductoria de este trabajo. En este sentido y dado los resultados con MG132, la 

ubiquitinación parece ser una modificación bastante probable de ocurrir sobre SIRT6 

y más en el contexto inflamatorio. Dos candidatos surgen de la literatura como los 

posibles mediadores de esta estabilización, el primero es una ubiquitin-ligasa 3, CHIP 

o STUB1, la cual se ha visto que es capaz de ubiquitinar a SIRT6 en una lisina 

alternativa (K170) a la ubiquitinación canónica, y mediante esta adición, prevenir su 

degradación por vía proteosomal126. El segundo candidato es la peptidasa USP10, 

supresor tumoral, la cual mediante su interacción específica con SIRT6 quita los 

residuos de ubiquitina de la enzima, inhibiendo así su degradación127. Estudios 

actualmente en marcha nos permitirán determinar si alguno de estos candidatos son 

los mediadores de la estabilización de SIRT6.    

 

Acompañando la estabilización de la proteína, logramos ubicar por primera vez a 

SIRT6 directamente en el citoplasma celular, mediante fraccionamiento subcelular e 

IF (Fig.14A-B). Clásicamente la ubicación de la Sirtuina, así como el lugar donde 

realiza sus funciones era el núcleo, sin embargo, los trabajos que proponen el rol de 

SIRT6 en la des-miristoilación del TNFα también la ubican en el RE, a pesar de no 

demostrar su presencia de forma clara110. El hallazgo de SIRT6 en el citoplasma 

podría deberse a una translocación núcleo-citoplasma. Esto permitiría en parte 

explicar los incrementos sobre la acetilación de H3K56 a nivel nuclear, donde se 

podría suponer que el abandono del núcleo determina un aumento en la acetilación 

de sus sustratos nucleares (Fig.15). Sin embargo, no parece que la translocalización 

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 núcleo. 

De hecho, mientras en el núcleo la intensidad sigue incrementándose con las horas 

de LPS (Fig.14C), el incremento a nivel citoplasmático parece ser un evento más corto 

en términos temporales (Fig.14D), destinado a facilitar la secreción de TNFα. 

Contradictoriamente, el coeficiente de colocalización de Manders aumenta su 

solapamiento hacia las 24 horas, pero esto puede deberse también a una retracción 

reticular, más que un incremento en el área de retículo ocupada por SIRT6 (Fig.14H).  

 

Retomando la función nuclear clásica de SIRT6, en apoyo al incremento de la señal 

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 

quizás en nuestros resultados estemos viendo el inicio de esta fase. A pesar de que 

no se ha señalado que para ejercer este rol la proteína deba incrementarse, si está 

https://www.zotero.org/google-docs/?wlgwae
https://www.zotero.org/google-docs/?HhIRNr
https://www.zotero.org/google-docs/?1VgDzQ
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establecido que participa en los procesos de silenciado de la transcripción de genes, 

mediante la desacetilación sobre la H3K9, reprimiendo la expresión de genes 

inflamatorios regulados por NFkB103 y c-Jun133.  En ese contexto, es lógico pensar 

que, en fases tempranas de la respuesta inflamatoria, aunque aumente su expresión, 

la actividad enzimática de SIRT6 sea inhibida, para que luego en etapas de resolución 

de la respuesta inflamatoria, su activación permita el silenciamiento de genes pro-

inflamatorios. Los mecanismos involucrados en esta posible regulación nuclear 

deberían ser estudiados en el futuro. Datos preliminares que obtuvimos en nuestro 

trabajo de tesis, y que no presentamos, apuntaban a que el agregado exógeno de 

NAD+, sustrato de SIRT6, revertía la inhibición nuclear. Es posible que la 

disponibilidad de NAD+ nuclear sea un mecanismo vinculado a este fenómeno de 

inhibición temprana de SIRT6. En apoyo a esto, se ha propuesto que el pasaje de la 

fase temprana a la fase tardía de la respuesta inflamatoria requiere la producción de 

NAD++ y la activación de la SIRT6, para que ocurran los ajustes metabólicos 

necesarios de reducción de la fase de glucólisis que ocurre en la fase temprana de la 

respuesta inflamatoria155. 

 

Utilizando el inhibidor farmacológico específico de SIRT6141, verificamos que su 

actividad enzimática temprana es mayormente deacilasa sobre ácidos grasos de 

cadena larga, regulando la secreción de TNFα (Fig.16D). Cabe destacar que la menor 

secreción de TNFα no solo disminuye la señalización, sino que además contribuye a 

una menor activación. La producción de TNFα inducida por la estimulación de LPS es 

crucial para la señalización autocrina y la inducción de la segunda ronda activación 

de NFkB31,33,34. De esta forma, SIRT6 no solo estaría regulando la magnitud de la 

respuesta inflamatoria en primer orden, sino que además regula la respuesta en sí, 

disminuyendo la segunda ronda se activación de NFkB.  

 

Haciendo un breve paréntesis, antes de comenzar a analizar los resultados obtenidos 

en ratones, queremos mencionar que, así como SIRT6 es capaz de regular la 

respuesta inflamatoria modulando la secreción de TNFα, es posible que NFkB sea 

capaz de regular la síntesis de Sirt6. Esta afirmación se apoya en los resultados 

obtenidos del estudio de la expresión (mRNA y proteína) 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 población de p65/RelA se 

mantiene residente en el núcleo, promoviendo la expresión de genes pro-

inflamatorios146,147,153.  En este modelo, observamos que los niveles del transcrito y la 

proteína 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 transcripción capaz de regular 

la síntesis de Sirt6. Este vínculo entre Sirt6 y NFkB aún no ha sido documentado, 

aunque otros autores también señalan a SIRT6 como dentro de la cascada antiviral 

de macrófagos y posiblemente regulada por FT inmunoreguladores154. Comprobamos 

esta predicción, mediante los análisis de las Chip-seq para p65/RelA, donde vimos un 

https://www.zotero.org/google-docs/?5wKe2y
https://www.zotero.org/google-docs/?dtcCyx
https://www.zotero.org/google-docs/?QFt33u
https://www.zotero.org/google-docs/?ufX3U1
https://www.zotero.org/google-docs/?V755BJ
https://www.zotero.org/google-docs/?dteVy1
https://www.zotero.org/google-docs/?dteVy1
https://www.zotero.org/google-docs/?fOfUDQ
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enriquecimiento del factor sobre el promotor de la Sirtuina en respuesta a estímulos 

pro-inflamatorios, tanto en células humanas como de ratón (Fig.21). Si bien no 

continuamos con estos estudios, y sin duda nuestros hallazgos deben ser 

corroborados experimentalmente, consideramos que pueden ser por demás 

interesantes para comprender procesos vinculados a la inflamación crónica y 

envejecimiento. Las células senescentes con SASP no solo poseen actividad pro-

inflamatoria prominente, sino que además muestran cambios metabólicos importantes 

en genes, muchos de los cuales son regulados por SIRT6155. Comprender cabalmente 

el rol de SIRT6 durante la senescencia y el envejecimiento, es un tema por demás 

interesante y que será sin duda abordado en el futuro.   

 

Retomando el rol pro-inflamatorio de SIRT6 durante la respuesta inflamatoria aguda, 

discutiremos a continuación 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 macrófagos residentes no manipulados así como 

macrófagos activados, derivados de la utilización de algún activador, como por 

ejemplo el LPS. Al igual que lo realizado in vitro, en este modelo in vivo, nos centramos 

en estímulos agudos (1-3 horas), coincidente con los tiempos de estabilización de la 

proteína. Cuando analizamos la población aislada del peritoneo por citometría de flujo, 

pudimos determinar un predominio de macrófagos CD11b+F4/80hi, que engloba a los 

macrófagos residentes159, tanto en condiciones control como en condiciones de 

activación. La cantidad de macrófagos SIRT6+, así como la cuantificación de la media 

geométrica de intensidad de fluorescencia de la población CD11b+F4/80hi muestran 

mayores niveles de SIRT6 en respuesta a LPS, lo cual recapitula lo observado en los 

macrófagos 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 macrófagos in vitro, también existe un aumento en la expresión 

de SIRT6 en el citoplasma de los macrófagos peritoneales, apoyando la hipótesis de 

que in vivo, también existe una estabilización rápida de SIRT6 en el citoplasma, con 

el objetivo de facilitar la rápida secreción de TNFα (Fig.17F-H). En concordancia con 

esto, la utilización del inhibidor farmacológico administrado en el peritoneo, el cual es 

bien tolerado por los ratones in vivo141,144, ocasionó una disminución en la secreción 

de TNFα en respuesta a LPS, en comparación con los niveles que vemos en el 

peritoneo activado sin el inhibidor (Fig.19A). Esta disminución en la secreción de 

TNFα disminuirá la inflamación local de los macrófagos residentes, los cuales también 

al secretar menos TNFα generarán una menor infiltración del peritoneo en respuesta 

a un estímulo. De hecho, esto puede observarse mediante la menor secreción de IL6 

(Fig.19B). No podemos descartar que la contribución a esta menor secreción de TNFα 

pueda también estar mediada por otras células presentes en el peritoneo. En 

respuesta a la inyección letal de LPS, cuando se administra previamente el inhibidor, 

vemos una disminución en la mortalidad (Fig.19D). Esta respuesta podría explicarse 

considerando que ocurre una disminución de la tormenta de citoquinas descontrolada 

característica del shock séptico, lo cual otorga tiempo adicional al organismo para 

poder resolver este último. De ser así, la inhibición temporal de SIRT6 en estos 

https://www.zotero.org/google-docs/?h0HWhi
https://www.zotero.org/google-docs/?rlluZD
https://www.zotero.org/google-docs/?9IlxBG
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contextos puede resultar sumamente útil para prevenir el shock séptico y 

eventualmente la muerte inducida por éste.  

 

Continuamos con los análisis de inflamación crónica 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 rápidamente su peso y 

presentaron algunos signos primarios de inflamación sistémica, registrados mediante 

hemograma, acompañados de hiperglucemia, alterada actividad de ALT y 

concentración de Creatinina (Fig.22A-D). En la FEV encontramos mayores niveles de 

Sirt6 y de TNFα (Fig.22F). Cuando profundizamos en esta fracción, y analizamos 

diferentes sub-poblaciones mediante citometría de flujo, hallamos un incremento de 

la media geométrica de intensidad de fluorescencia de SIRT6 fruto de la dieta en la 

población definida por CD11b+F4/80+, la cual incluye principalmente macrófagos 

(Fig.23). Estos niveles incrementados de SIRT6 en macrófagos durante la obesidad 

e inflamación sistémica podrían favorecer la secreción de TNFα y colaborar con la 

inflamación local del tejido adiposo. Como se mencionó en la introducción, TNFα ha 

sido identificado como un mediador entre la inflamación, obesidad y la resistencia a la 

insulina, observándose grandes cantidades de TNFα en el tejido adiposo de animales 

obesos, lo cual promueve la resistencia a la insulina71-73. En humanos, también se ha 

observado que los elevados niveles de TNFα se asocian con resistencia a insulina157. 

Esto nos sugirió, que la inhibición temporal de la Sirtuina 6 en este contexto también 

podría ser beneficioso, a la hora de disminuir tanto la inflamación local del tejido 

adiposo, así como la inflamación estéril y de bajo ruido característica 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 podría incidir, de caso de sostenerse en el 

tiempo la dieta WD, en el desarrollo de resistencia a insulina. El análisis de los tejidos 

metabólicos obtenidos de los animales analizados podría brindarnos más información 

acerca del estado metabólico de los mismos, lo cual nos permitirá comprender en 

detalle las causas de los efectos benéficos de la escisión de SIRT6 en una ventana 

temporal corta. 

 

Dado el hecho de las múltiples funciones que presenta la Sirtuina 6 en el organismo, 

que ya fueron mencionadas en la introducción de este trabajo, así como los efectos 

deletéreos que presentó el modelo KO genérico de SIRT695, la administración del 

inhibidor específico de SIRT6, no constituía una buena ni novedosa aproximación. De 

hecho, apoyando nuestra hipótesis la administración de este compuesto durante 11 

días, 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 interpretación de los datos de glucemia141. Por todos estos motivos, 

para evaluar la inhibición de SIRT6 en la inflamación crónica, nos embarcamos en la 

generación de un modelo transgénico KO para SIRT6 en macrófagos. Este modelo 

efectivamente presentó macrófagos de médula ósea (Fig.24) así también a los 

macrófagos peritoneales SIRT6-KO (Fig.25). 

https://www.zotero.org/google-docs/?X0zqel
https://www.zotero.org/google-docs/?4OXQdT
https://www.zotero.org/google-docs/?7yKvsx
https://www.zotero.org/google-docs/?1ughuK
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La selección del modelo murino pasó principalmente por la elección del ratón que 

expresaba la iCre recombinasa en macrófagos bajo la expresión del receptor Csf1R. 

Este último se expresaría en aquellos macrófagos derivados del saco vitelino y de la 

médula ósea, por lo cual, según detallamos en la introducción incluiría a la gran 

mayoría de los macrófagos residentes de tejidos (excluyendo a las células de Kupffer 

y los macrófagos alveolares), microglía y los monocitos circulantes de la sangre43,44. 

En este sentido, si bien era un modelo célula-específico, los efectos del silenciamiento 

del gen estarían distribuidos en varios órganos del organismo y en los monocitos 

circulantes. Otra ventaja que presenta nuestro modelo es la posibilidad de realizar la 

escisión 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 macrófagos de ratones obesos, donde el 

proceso inflamatorio crónico ya había comenzado a establecerse. Para ello 

inyectamos tamoxifeno a ratones con 8 semanas de dieta WD y estudiamos sus 

parámetros metabólicos e inflamatorios (Fig. 27) luego de dos semanas de 

tratamiento con tamoxifeno. El tratamiento con tamoxifeno generó una mejora en la 

glucemia de los ratones Sirt6loxP/loxP;Cre+ comparados los controles (Sirt6loxP/loxP;Cre-

), así como una menor inflamación sistémica (mediada por la cantidad de leucocitos 

en sangre) y los niveles de TNFα en el peritoneo. En este punto es importante resaltar 

que los niveles tanto de leucocitos en sangre como de glucemia basal en ayuno y 

TNFα en el peritoneo de ratones en ND eran normales e iguales tanto en 

Sirt6loxP/loxP;Cre+ como en su control Sirt6loxP/loxP;Cre- (Fig. 25 y 26), ambos tratados 

con tamoxifeno. Esto quiere decir que, en nuestro modelo, la deleción de SIRT6 en 

macrófagos no causó efectos inflamatorios per se, ni repercutió en el manejo de la 

glucemia. El hecho de que la deleción de SIRT6 en macrófagos de ratones obesos 

(Sirt6loxP/loxP;Cre+ tratados con tamoxifeno) haya protegido contra la hiperglucemia y 

tomando en cuenta la diferencia en los niveles de TNFα peritoneales, nos permiten 

aventurar de que efectivamente el noqueo de SIRT6 en macrófagos de ratones 

obesos ocasiona un bloqueo en la secreción de TNFα, y que esto termina 

repercutiendo directamente en el manejo sistémico de la glucosa. En concordancia 

con esto, datos previos han mostrado que tanto la neutralización de TNFα en ratones 

obesos, cómo ratones KO para TNFα 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 macrófagos de ratones obesos 

(Sirt6loxP/loxP;Cre+ tratados con tamoxifeno) no solo repercutió la glucemia, sino que 

también mejoró los niveles de ALT y Creatinina en plasma (Fig. 22 y 27), marcadores 

de daño hepático y renal, respectivamente. Esto sugiere un efecto protector sistémico 

del silenciamiento de SIRT6 en macrófagos, aunque sin duda serán necesarios más 

estudios para determinar esto con profundidad. Además, debemos determinar la 

contribución de cada uno de los macrófagos residentes de tejido o de los monocitos, 

a los efectos observados.  

 

https://www.zotero.org/google-docs/?PpBqKW
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Varios modelos tejido-específicos SIRT6 KO se han estudiado en combinación 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 ratón LysM-Cre, también de la 

línea mieloide. A diferencia de nuestro modelo, este ratón presenta silenciado el gen 

de Sirt6, no solo en los macrófagos, sino que también los granulocitos que incluyen 

neutrófilos, basófilos y eosinófilos (https://www.jax.org/strain/004781). En 

contraposición con nuestros resultados, ellos no logran ver los efectos benéficos de 

la escisión de SIRT6. Por el contrario, los ratones SIRT6 KO en la línea mieloide son 

más sensibles a la dieta y desarrollan una mayor inflamación en tejido adiposo e 

hígado, además de presentar una mayor proporción de macrófagos de tipo M1 pro-

inflamatorios150. Sin embargo, a causa del modelo transgénico utilizado, no es posible 

descartar el posible involucramiento de otras células mieloides además de 

macrófagos en el fenotipo observado por estos investigadores. Además, es importante 

considerar que, incluso si fuesen los macrófagos los responsables del fenotipo de 

mayor intolerancia a la glucosa, en este modelo Sirt6 fue escindido de forma 

constitutiva en la línea mieloide, por lo que otros efectos crónicos no ligados a la dieta 

deberían ser descartados. Nuestro modelo, si bien también tiene limitaciones (entre 

ellas que no conseguimos un silenciamiento completo de la proteína en macrófagos 

CD11b+F4/80+), es en principio más acertado con respecto a la pregunta que se 

deseaba responder. Quizás los efectos contrapuestos observados en ambos modelos 

nos sirvan como ejemplo para visualizar los efectos del silenciamiento de SIRT6 a 

largo plazo en la línea mieloide versus el silenciamiento temporalmente controlado. 

Es posible también que estudiar el efecto pro-inflamatorio de SIRT6 requiera de 

abordajes agudos, tanto farmacológicos como genéticos, y que en situaciones 

prolongadas en el tiempo termine siendo la función 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 artículos científicos que se han 

desarrollado en los últimos 10 años y han contribuido a la comprensión de la delicada 

relación entre SIRT6 y el metabolismo. Además, el poder contar con el modelo nos 

permitirá continuar probando diferentes protocolos de administración del Tamoxifeno 

que quizás nos permitan tener un porcentaje mayor de silenciamiento en nuestros 

macrófagos, 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 

crónica. Estudiamos aspectos vinculados a su regulación temporal y espacial y su 

implicancia en la secreción de TNFα, tanto in vitro como in vivo. Además, 

desarrollamos un modelo animal que permite estudiar de forma controlada la función 

de SIRT6 en macrófagos, obteniendo resultados que permiten comprender de mejor 

manera el rol de esta proteína durante la inflamación crónica y daño metabólico 

ocasionado por la obesidad. Finalmente, demostramos que SIRT6 es también 

modulada por ácidos grasos nitrados, compuestos ampliamente conocidos por su rol 

anti-inflamatorio. Cómo afectan estos compuestos SIRT6 in vivo y cuánto de su efecto 

anti-inflamatorio puede estar mediado por esta Sirtuina, resta por ser estudiado.  

https://www.jax.org/strain/004781
https://www.zotero.org/google-docs/?VylSl9
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Conclusiones y perspectivas  

 

 

Los conocimientos generados en esta tesis permiten contestar varias de las preguntas 

inicialmente planteadas, a continuación, detallaremos algunas de las conclusiones a 

las que llegamos: 

● La participación de SIRT6 en la respuesta inflamatoria aguda involucra un 

aumento en su expresión.  

● El aumento en la expresión de SIRT6 durante la respuesta inflamatoria se 

genera por una estabilización de esta y un cambio de su vida media que estaría 

regulado en células de respuesta inmune. 

● Durante la respuesta inflamatoria, la proteína se acumula a nivel 

citoplasmático, específicamente en el RE, donde se encarga de regular la 

secreción de TNFα. 

● Durante la estimulación con LPS, la actividad deacilasa de SIRT6 nuclear, 

medida por acetilación sobre H3K56, disminuye.  Sin embargo, su actividad 

demiristoilasa citoplasmática aumenta, facilitando la secreción de TNFα.  

● En macrófagos peritoneales estimulados in vivo SIRT6 se comporta de forma 

similar a lo que lo hace in vitro, participando también en la secreción de TNFα.  

● La inhibición de la proteína en el contexto de shock séptico disminuye la 

mortalidad.   

● En un modelo de inflamación crónica en cultivo, la proteína y el mensajero de 

SIRT6 se encuentran incrementados. Análisis in silico apuntan a que SIRT6 

podría estar bajo el control transcripcional de NFkB, factor de transcripción 

clave en el establecimiento y mantenimiento del fenotipo pro-inflamatorio en 

este modelo. Esto podría tener implicancias también en fases tardías de la 

respuesta inflamatoria aguda, donde en ARNm de SIRT6 también aumenta, al 

menos en MEFs. 

● En ratones obesos, con inflamación crónica sistémica e intolerancia a la 

glucosa, los macrófagos presentan mayor expresión de SIRT6. 

● El silenciamiento de SIRT6 en macrófagos de ratones obesos disminuye la 

secreción de TNFα in vivo y disminuye la inflamación sistémica promovida por 

la obesidad.  

● La disminución en la inflamación sistémica crónica fue acompañada de una 

mejora significativa de la hiperglucemia desencadenada por la obesidad, en la 

que TNFα juega un papel determinante.  

● Esta mejora en la inflamación sistémica e hiperglucemia se correlacionó con 

una mejora de los daños hepáticos y renales, subrayando las implicancias de 

esta enzima en la regulación del daño crónico asociado a la obesidad.  
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Finalizada esta etapa del trabajo, del mismo han surgido varias líneas en las que nos 

gustaría profundizar, así como también nos han quedado varias preguntas sin 

contestar. A continuación, desarrollaremos algunas de ellas: 

 

● Dada la estabilización de SIRT6 observada en cultivo, nos interesa identificar 

al mediador de los efectos del LPS sobre la enzima. Sería interesante identificar 

donde ocurre la modificación post-traduccional que genera la estabilización de 

la proteína. La identificación del mediador de los efectos del LPS nos brindaría 

un blanco molecular nuevo, para poder regular la actividad de SIRT6 y por ende 

la secreción de TNFα. Para poder ahondar en esta perspectiva, contamos con 

un plásmido con hSIRT6 para sobreexpresar en algún sistema celular que 

responda a estímulos pro-inflamatorios y además nos permita aislar SIRT6 

modificada, para luego evaluarla mediante espectrometría de masas. 

 

● Considerando la inhibición de la Sirtuina a nivel nuclear, sería bueno identificar 

cómo ocurre la misma, ¿está dada por la estabilización de SIRT6? ¿Se 

favorece su actividad de hidrólisis de ácidos grasos de cadena larga por sobre 

los grupos acetilos de las Histonas? El entendimiento de este cambio de 

actividad abrupto y modulable permitiría favorecer una situación u otra en 

función de diferentes requerimientos y necesidades.  

 

● Determinar si la expresión de Sirt6 es efectivamente regulada por NFkB, como 

predijo nuestro análisis in silico. Esto podría tener importantes implicancias en 

el mantenimiento del fenotipo secretor y pro-inflamatorio de células 

senescentes y cambios metabólicos asociados al mismo. Para ello contamos 

con algunos inhibidores de NFkB que podríamos implementar en cultivo con el 

fin de evaluar si esta regulación ocurre.  Con la información que contamos 

hasta el momento, deberíamos considerar para nuestro diseño experimental 

que la primera etapa de la regulación quizás sea necesaria para que luego 

suceda la fase de regulación transcripcional.   

 

● ¿En vista de la activación de la enzima en respuesta a NO2OA, es posible 

activar la actividad desmiristoilasa de la enzima con NO2OA? ¿Podemos 

emplear estos compuestos en los modelos inflamatorios que hemos utilizado y 

ver un efecto específico sobre SIRT6? Sería importante, además, determinar 

si los NO2OA son capaces de regular la actividad de SIRT6 in vivo, 

especialmente si promueven la actividad anti-inflamatoria nuclear de la 

proteína. Esto podría agregar un nuevo blanco terapéutico a los efectos 

pleiotrópicos de los nitrolípidos. 

 

● ¿Es posible mejorar e incluso evitar la inhibición de la mortalidad en el ensayo 

de sepsis? ¿Un tratamiento más prolongado y sostenido con el Inhibidor podría 

mejorar la respuesta de los ratones a la inyección de LPS? ¿Su combinación 

con otros inhibidores utilizados en sepsis es posible? Considerando los 
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resultados obtenidos, podríamos diseñar nuevos experimentos in vivo que nos 

permitan contestar estas preguntas, cambiando la frecuencia de administración 

del inhibidor y/o utilizando inhibidores adicionales.   

 

● El efecto anti-inflamatorio y metabólicamente beneficioso generado en los 

ratones obesos Sirt6loxP/loxP;Cre+ tratados con tamoxifeno, es solo un fenómeno 

transitorio o se sostiene en el tiempo? ¿Qué sucedería si la administración de 

tamoxifeno en el modelo bajo WD se mantuviera por más tiempo, repetiríamos 

el fenotipo observado en el modelo animal diseñado 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 podrían explorar.  

 

● ¿Cómo se encuentran en términos inflamatorios y funcionales los órganos 

metabólicos de los ratones Sirt6loxP/loxP;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 podríamos 

estudiar marcadores de daño e inflamación.  

 

 

Como es normal en ciencia, cada nuevo abordaje y cada resultado, genera más 

preguntas que serán necesarias responder. En este sentido, nuestro trabajo cumplió 

la regla previamente mencionada, resolviendo algunas interrogantes respecto al rol 

de SIRT6 en la inflamación y el metabolismo, dejando algunas herramientas que para 

contestarlas y generando nuevas preguntas que permitirán continuar esta línea de 

investigación del Laboratorio de Patologías del Metabolismo y el Envejecimiento del 

Institut Pasteur Montevideo.     
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