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iv. RESUMEN

La obesidad es un problema sanitario del siglo XXI y que desde el afio 1975 se ha triplicado en términos
de prevalencia a nivel mundial, alcanzando proporciones pandémicas. La obesidad se caracteriza por
una acumulacién anormal de grasa en el tejido adiposo y hepdtico que se traduce como un aumento
en el peso corporal, cambiando la dindmica celular y molecular del organismo, lo que puede llegar a

perjudicar la salud.

La regulacién metabdlica y el sistema inmunolégico preservan la homeostasis de un individuo a través
de un vinculo integral de conversaciones dindmicas y coordinadas en los organismos animales. En este
contexto, la via de sefializacién de STING (Stimulator of Interferon Genes), se ha vinculado a esta
regulaciéon metabdlica. STING es un mediador clave que desencadena respuestas inflamatorias contra
el ADN de doble hebra citosélico potencialmente patogénico o propio, al inducir la secreciéon de
interferones tipo | y citocinas proinflamatorias. Existen escasos reportes que indican que STING estaria
participando en el metabolismo, sin embargo, no se han dilucidado los mecanismos a través de los
cuales esto estaria sucediendo. Por lo tanto, se planted como objetivo investigar la participacion de la
via de STING en el metabolismo lipidico utilizando ratones C57BL6J (WT) y STINGKO a diferentes
edades. Se analizé su peso y consumo de alimento junto con pruebas de comportamiento, asi como

también, pardmetros bioquimicos tales como triglicéridos, colesterol y glucosa.

Los resultados evidenciaron un aumento significativo de peso corporal en ratones STINGKO en todas
las edades analizadas, no obstante, no estuvo asociado a una mayor ingesta de alimento ni a la falta de
actividad fisica, pero si estuvo acompafiado de una menor fuerza global y aumento de la fatiga en todas
las edades medidas. Se comprobd una mayor acumulacidn de grasa en el higado y tejido adiposo en
ratones STINGKO, acompafiados por niveles de colesterol y triglicéridos altos, en comparacidn con los
WT en todas las edades evaluadas. No se observaron diferencias en los niveles de glucosa. En paralelo,
fue posible encontrar potenciales relaciones entre STING y enzimas del metabolismo lipidico, y se
determind que la expresion de Tmem173 (STING) se regula a la baja (down-regulated) en condiciones
de obesidad y a mayor edad. Asi mismo, se determiné qué tipo celular aporta mayores niveles de STING

en el tejido adiposo de raton.

Por tanto, estos resultados sugieren que STING participa en la regulacion del almacenamiento de las
grasas. Y se propone un modelo en el cual STING estaria interactuando con complejos enzimaticos

involucrados en la sintesis y transporte de lipidos.
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v. SUMMARY

Obesity is a health problem of the 21 century, and since 1975 it has tripled in terms of prevalence
worldwide, reaching pandemic proportions. It is characterized by an abnormal accumulation of fat in
adipose and hepatic tissue that increases body weight, changing the cellular and molecular dynamics

of the organism, which can be detrimental to health.

Metabolic regulation and the immune system preserve an individual’s homeostasis through a
comprehensive link of coordinated and dynamic crosstalk in animal organisms. In this context, the
STING (Stimulator of Interferon Genes) signaling pathway has been linked to this metabolic regulation.
STING is a key mediator that elicits inflammatory responses against self or potentially pathogenic
cytosolic double-stranded DNA by inducing the secretion of Type | Interferons and pro-inflammatory
cytokines. There are few reports that indicate that STING is participating in metabolism, however, the
mechanisms through which this would be happening have not been elucidated. Therefore, we aimed
to investigate the participation of the STING pathway in lipid metabolism using C57BL6J (WT) and
STINGKO mice at different ages. Their weight and food intake were analyzed along with behavioral tests

and biochemical parameters such as triglycerides, cholesterol, and glucose.

The results showed a significant increase in body weight in STINGKO mice at all ages analyzed; however,
it was not associated with a higher food intake or lack of physical activity, but it was accompanied by
an impaired overall strength and an increase in fatigue at all ages measured. In addition, a more
significant accumulation of fat in the liver and adipose tissue was found in STINGKO mice, accompanied
by high cholesterol and triglyceride levels, compared to WT at all ages. However, there were no
differences in glucose levels. In parallel, it was possible to find potential relationships between STING
and lipid metabolism enzymes. It was determined that Tmem73 (STING) was downregulated in
conditions of obesity and older age. Likewise, it was determined which cell type provides higher levels

of STING in mouse adipose tissue.

Thus, these results suggest that STING participates in the regulation of fat storage. A model is proposed
in which STING would be interacting with enzyme complexes involved in the synthesis and transport of

lipids.
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1. INTRODUCCION
1.1 Laobesidad: un problema de salud publica a nivel mundial

La obesidad es uno de los problemas sanitarios mas importantes del siglo XXI; entre los afios 1975 y
2016 la prevalencia de esta enfermedad casi se triplicd alcanzando proporciones pandémicas (3-5).
Esta condicién médica es definida por la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) como una
acumulacién anormal o excesiva de grasa provocando un aumento en el peso corporal , reflejado en
un indice de masa corporal (IMC) >30 kg/m? (ver definicidn mas adelante), que puede ser perjudicial
para la salud (3,6-9). Esto ultimo debido a que la obesidad genera propension a padecer otras
comorbilidades como la diabetes de tipo Il, resistencia a la insulina, enfermedad de higado graso no
alcohdlico, hiperlipidemia, hipertension, arterosclerosis, enfermedades cardiovasculares y ciertos tipos

de cancer entre otras (5,8—-10).

Esta enfermedad afecta principalmente a adultos. Durante el afio 2016 se documenté que el 39% o
(1900 millones) de personas adultas de 18 o mas afios tenian sobrepeso y que el 13% o (600 millones)
de adultos eran obesos (3,11). Sin embargo, la OMS también ha reportado cifras alarmantes acerca de
la obesidad infanto-juvenil, ya que, la prevalencia de esta enfermedad en nifios y adolescentes (5-19
afios) ha aumentado drasticamente. Durante el afio 1975 se reportd que sélo un 4% de los nifios y
adolescentes eran obesos y ya para el afio 2016 esta cifra aumentd a un poco mas del 18% (3). Durante
el 2016 el 6% de las nifias y el 8% de los nifios eran obesos (mds de 124 millones de nifios y
adolescentes). Originalmente la prevalencia de esta enfermedad era predominante en los paises de
mayor ingreso econdémico, sin embargo, en la actualidad la obesidad ha pasado a ser un problema que

abarca a todos los paises del mundo, sin distinguir los niveles de ingresos (Figura 1) (4,5,12).

En Chile, durante el aiflo 2012, se estimd que existian aproximadamente 4 millones de personas obesas
en el pais, ubicandose en la primera posicidon del ranking de obesidad en Latinoamérica. En nuestro
pais, se demostrd que la obesidad representa la sexta causa de muerte a nivel nacional y la segunda
causa de afios de vida perdidos por muerte o por discapacidad prematura (13-16). Segun la Encuesta
Nacional de Salud realizada entre los afios 2016 y 2017 se reportd que en Chile hay una mayor
prevalencia de la obesidad en mujeres (33,7%) que hombres (28,6%) (Figura 2). Se determiné que casi
el 40% de los encuestados tenian sobrepeso y cerca del 31% padecia de obesidad (Figura 2). El
sobrepeso se mantuvo cerca del 40% del total de encuestados, mientras que la obesidad se mantuvo

alrededor del 35% del total de encuestados, a partir de los 30 afios en adelante (Figura 3)(17).
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Proporcion de adultos obesos a nivel mundial (2016)
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Source: WHO, Global Health Observatory QurWorldInData.org/obesity « CC BY

Figura 1. Proporcion de adultos obesos a nivel mundial. En amarillo y verde claro aparecen los paises con indices
de obesidad entre 0y 15%. En verde agua, celeste y azul claro estdn los paises con indices entre 15y 30%, dejando
en azul oscuro a los paises con porcentajes de obesidad mayores a 30 y 40. La prevalencia de esta enfermedad
tiende a ser mayor a 30% en Europa, América del Norte, Oceania y algunos paises de Latinoamérica. La
prevalencia de la obesidad es alrededor de 20 y 25% en paises de Latinoamérica y el norte de Asia. Mientras que
en el sur de Asia y Africa subsahariana hay proporciones de entre 0 y 10%, como en India (3,9%). Modificado de
Ritchie H, Roser M. Causas de muerte: nuestro mundo en datos (2018).
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Figura 2. Distribucién del estado nutricional total de la poblacién chilena y por sexo. Porcentajes de estado
nutricional de acuerdo con los valores establecidos de IMC para la poblacién encuestada, segln total pais
(hombres y mujeres) y sexo. En azul se observan los porcentajes de enflaquecidos, en verde normal, en amarillo
sobrepeso, naranjo obesidad y rojo obesidad mérbida. En Chile, casi el 40% tenian sobrepeso y cerca del 31%
tenian obesidad. Ademas, hay una mayor prevalencia de la obesidad en mujeres (33,7%) que en hombres (28,6%).
Extraido de Subsecretaria de Salud Publica. Encuesta nacional de salud 2016-2017 Primeros resultados (2017).

Distribucién del estado nutricional segun grupo de edad.
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Figura 3. Distribucion del estado nutricional total de la poblacion chilena por edades. Porcentajes de estado
nutricional de acuerdo con los valores establecidos de IMC para la poblacién encuestada, segln total pais y
edades. En azul se observan los porcentajes de enflaquecidos, en verde normal, en amarillo sobrepeso, naranjo
obesidad y rojo obesidad mérbida. En todos los rangos etarios se puede observar un porcentaje de sobrepeso y
obesidad, es a partir de los 30 afios que los porcentajes de sobrepeso se mantienen cerca del 40% total mientras
que la obesidad se mantiene alrededor del 35%. Extraido de Subsecretaria de Salud Publica. Encuesta nacional de
salud 2016-2017 Primeros resultados (2017)(17).
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Como se ha comentado, la obesidad aumenta la probabilidad de generar comorbilidades, donde
algunas de ellas, corresponden a las patologias principales causantes de muerte en el mundo (10,12).
Durante el afio 2017 se estimo que el 8% (4,7 millones de personas) de las muertes a nivel mundial, se
generaron como resultado de esta patologia, representando un aumento de 4,5% desde 1990 (12).
Dicho en otras palabras, las muertes generadas por obesidad son cuatro veces mas que el nimero de
muertos en accidentes de transito y cerca de cinco veces mas que el nimero de muertos por VIH/SIDA
en 2017 (12). Es asi que, la mayor parte de la poblacién mundial vive en paises donde el sobrepeso y la
obesidad mata a mas personas que el bajo peso o desnutricion (3). En Chile esta tendencia es similar,
ya que, se estima que 1 de cada 11 muertes es atribuible al sobrepeso y la obesidad, falleciendo 1

persona cada una hora por esta enfermedad (17,18).

En sintesis, la obesidad es una de las causas de muerte prematura principal en el mundo y en nuestro
pais. Ademads, es una enfermedad que trae consigo pérdidas econdmicas sustanciales, estimadas en
147 mil millones de ddlares en Estados Unidos durante el 2008 (10), considerando costos médicos de
prevencion, diagndéstico y tratamiento. La obesidad entonces corresponde a un alto y profundo impacto
en la morbilidad, mortalidad y costos de atencién médica asistencial convirtiéndola en una carga de

salud publica (4,10,12,19)
1.2 Definicidn y clasificacion de la obesidad

La literatura ha descrito la obesidad en términos generales como una acumulacién anormal o excesiva
de grasa. Sin embargo, actualmente se ha expandido aquella definicion considerandola como un
padecimiento sistémico, multiorganico e inflamatorio crdnico, de etiologia multifactorial, y que se
traduce como un exceso de grasa corporal manifestandose diferencialmente en cada personay grupo
social, pudiendo ser perjudicial para la salud (3,9,19,20). Esta patologia se genera principalmente por
un desequilibrio entre la energia ingerida como alimento y la gastada metabdlicamente, es decir, una
acumulaciéon anormal o excesiva de energia ingerida en forma de grasa en el tejido adiposo (TA) e
higado, lo cual, estda determinado por una combinacidn de factores fisioldgicos, psicoldgicos,

metabdlicos, genéticos, socioecondmicos, culturales y emocionales (7,21).

Tal definicién considera una perspectiva mas clinica que anatémica, aunque sin dejar de tener en
cuenta los indicadores antropométricos de riesgo. Uno de estos indicadores es el indice de Masa
Corporal (IMC), que funciona como un indicativo simple de la relacidn entre el peso y la talla en adultos
(3,6) (Figura 4). El IMC se calcula dividiendo el peso de una persona en kilos por el cuadrado de su talla

en metros (IMC = peso [kg] / altura [m]?).
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Segun los procedimientos de diagndstico estandarizados en adultos, el paciente cumple un perfil de
sobrepeso si el IMC es >25-29 kg/m?y con un perfil de obesidad si el IMC es >30 kg/m?. Un IMC superior
a este valor implica una nueva clasificacidn, por nivel de obesidad (1-3) u otras denominaciones como
obesidad severa, obesidad mdrbida y sUper obesidad (Figura 4). En pacientes menores a 5 afios, el
sobrepeso se considera como el peso para la estatura superior a 2 desviaciones estandar (DS) por
encima de la mediana (Me) de los patrones de crecimiento infantil de la OMS; y la obesidad es el peso
para la estatura superior a 3 DS por encima de la Me de los patrones de la OMS (3) (Figura 4). En
pacientes entre 5y 19 afios el sobrepeso es el IMC para la edad superior a 1 DS por encima de la Me
de referencia de crecimiento de la OMS; y la obesidad es superior a 2 DS por encima de la mediana de
referencia de crecimiento de la OMS (3) (Figura 4). Para adultos mayores a 65 afnos no hay criterios
universales, sin embargo, dado que en este grupo etario existe una reduccién de la talla corporal, se
han implementado distintos indicadores para definir sobrepeso y obesidad con rango de normalidad
mayor que lo que ocurre en otras edades. En nuestro pais, el Ministerio de Salud ha establecido un
criterio de IMC normal 23,0-27,9 kg/m2, por lo que cualquier valor sobre eso es clasificado como perfil

de obesidad (13).

DIFFERENT LEVELS OF OBESITY

e

Normal Weight Overweight Obesity Level 1 Obesity Level 2 Obesity Level 3
BMI: 18.5-24.9 BMI: 25-29 BMI: 30-34.9 BMI: 35-39.9 BMI: >40

Figura 4. Clasificacion de sobrepeso y obesidad segtn los criterios de IMC. Los procedimientos de diagndstico
estandarizados permiten clasificar a un paciente con los diferentes rangos de IMC definidos para sobrepeso y
obesidad en edades infanto-juveniles, adultas y envejecidas. Es asi como un paciente adulto con un IMC >25-29
kg/m? es considerado con sobrepeso y si el IMC es >30 kg/m? es considerado obeso. Esta clasificacidon es la mas
citada al referirse a pacientes obesos, ya que, dentro de este rango caen la mayoria de los pacientes
diagnosticados con obesidad (3,6,13,22). Extraido de M. Higuera-Hernandez y cols. Lucha contra la obesidad:
intervenciones no farmacoldgicas (2018)(6).
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1.3 Aspectos celulares y moleculares de la obesidad

El peso corporal y la obesidad estan determinados por la interaccién de factores genéticos, ambientales
y psicosociales que actuan a través de varios mediadores fisioldgicos en la ingesta de alimentos y el
gasto energético, que afectan el almacenamiento de grasas (23). Esta interaccidén sucede bajo una
regulacién integral de los sistemas nervioso y endocrino, donde participan diferentes neuropéptidos,
hormonas intestinales, entre otros, que mantienen la homeostasis del organismo al regular el
metabolismo (24,25). Sin embargo, hay que considerar algunos factores que interfieren en esta
regulaciéon. Como es el caso del sedentarismo (tiempo destinado a estar sentado) y la conductas
sedentarias, que han surgido como un factor de riesgo importante en el desarrollo de la obesidad y
otras comorbilidades que acompafian a esta enfermedad (26)(27). Otro de los factores a considerar es
la disfuncidn muscular global, la cual se ha reportado durante la ultima década estar intimamente

asociada con la obesidad en humanos y en modelos animales sometidos a dietas altas en grasa (28).

1.3.1 Fisiologia de la obesidad y del metabolismo lipidico

El metabolismo se define ampliamente como la suma de reacciones quimicas que tienen lugar dentro
de cada célula de un organismo vivo y que proporcionan energia para procesos de sintesis de materia
organica (29,30). Estas reacciones estan mediadas por diversas enzimas con funciones especializadas
en anabolismo (sintesis) y catabolismo (degradacién), dispuestas en una secuencia definida a las que
se conoce como vias metabdlicas que convierten un precursor o compuesto de partida (sustrato), en
un producto final particular y de esta forma mantienen el balance (30). Las vias metabdlicas se encargan
de la sintesis y degradacidn de carbohidratos, lipidos, proteinas, aminoacidos y vitaminas (30). Dicho
esto, el metabolismo lipidico es aquel que mantiene un equilibrio dindmico entre los procesos de
lipogénesis (formacion de lipidos) y lipdlisis (degradacion de lipidos) (Figura 5). Ambos procesos
ocurren principalmente en los érganos metabdlicos como son el tejido adiposo e higado, que
desempenan un papel activo en el equilibrio energético y son regulados por la nutricién y factores

neuroendocrinos (19,31-33).

Los lipidos, son compuestos organicos que incluyen grasas, aceites, hormonas y ciertos componentes
de las membranas celulares que se agrupan entre si, dado que no interactian con el agua (34). Se
sintetizan dentro de las células (endégenos) o derivan de las grasas de la dieta (exégenos) (35). Son
esenciales como sustratos para la produccién de energia y sintesis de la mayoria de los lipidos, incluidos

los lipidos de membrana y aquellos involucrados en la sefializacidn celular (54).
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Los principales lipidos del organismo son los triglicéridos (TG), el colesterol libre (CL), el colesterol
esterificado (CE) y los fosfolipidos (FL) (55,56). El colesterol y los FL son constituyentes esenciales de
todas las membranas celulares, y son necesarios para mantener la funcionalidad y supervivencia de las
células. Ademas, el colesterol es precursor de hormonas esteroideas suprarrenales, testiculares y
ovaricas, asi como de los 4cidos biliares (56). Por otra parte, los FL forman parte de las lipoproteinas y
las hacen mas solubles. Los TG constituyen la reserva energética mas importante del organismo,
fundamental en periodos de ayuno para asegurar la supervivencia y es almacenada en el tejido adiposo
(56). Al ser insolubles en agua, los lipidos se unen a apolipoproteinas para formar complejos
lipoproteicos y asi poder distribuirse por la circulacion. Esto representa un medio de transporte y

reservorio para los lipidos que no circulan unidos a la albimina como CL, CE, TG y FL (55,56,59).

Se denomina lipogénesis a la sintesis de novo (DNL) de triglicéridos, a partir de glicerol y acidos grasos.
Es un proceso estrictamente regulado que ocurre principalmente en el tejido adiposo, pero también en
el higado, los musculos, el corazéon y el pancreas (36). Se da lugar a una serie de reacciones tales como
la colesterogénesis y la cetogénesis, mediante las cuales el acetil-CoA, producto intermediario del
metabolismo de la glucosa, se convierte en acidos grasos. (Figura 5). Una comunicacion continua entre
los tejidos oxidativos y los érganos periféricos, en particular el tejido adiposo, mantiene y controla la
homeostasis energética. Por otra parte, la lipdlisis es una via catabdlica que ocurre principalmente en
el tejido adiposo promoviendo la movilizaciéon de combustible metabdlico desde este a los tejidos
periféricos en respuesta a las demandas de energia (36). A través de este proceso, se lleva a cabo la
hidrélisis de los TG en acidos grasos (AG) y glicerol (Figura 5); los acidos grasos que provienen de los
triacilglicéridos (TAG) almacenados en el tejido adiposo o de la circulacién, entran a las células y son
degradados por B-oxidacion hasta Acetil-CoA en las mitocondrias de los tejidos para ser utilizados por
el resto del organismo como combustible mayoritariamente en el musculo. Posteriormente, se pueden

generar cuerpos ceténicos desde el acetil-CoA (30,36,37).

Asi pues, la alteracion del metabolismo lipidico da paso a la manifestacion de la obesidad, en el que la
acumulacidn excesiva de lipidos puede provocar lipotoxicidad, disfuncidn celular y alteracién de las vias
metabdlicas, ya sea, en el TA o en érganos periféricos como el higado, corazén, pancreas y musculo
(36). Esta patologia se asocia con cambios que se describen como sindrome metabdlico, y que ocurren
para acomodarse al suministro excesivo de nutrientes (7,38,39). Este sindrome es caracterizado por
obesidad abdominal, niveles reducidos de colesterol del tipo HDL, niveles elevados de TG, hipertension

y resistencia a la insulina (13,40).
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Figura 5. Representacion esquematica de las vias lipoliticas y lipogénicas. La sintesis de triacilglicerol (TAG)
requiere la activacién de acidos grasos libres (AGL) en Acil-CoA por la enzima Acil-CoA sintetasa. AGL-CoA y G3P
se transforman en acido fosfatidico (PA) mediante acilacién por la glicerol-3-fosfato aciltransferasa (GPAT) y la
AcilCoA acilglicerol-3-fosfato aciltransferasa (AGPAT). Luego de una desfosforilacién por Fosfohidrolasa (PAP2),
se forman diacilgliceroles (DAG). La diacilglicerol aciltransferasa (DGAT) cataliza la conversién de DAG en TAG. En
el adipocito, la G3P puede provenir de la glucdlisis o sustratos sin carbohidratos a través de la enzima
fosfoenolpiruvato carboxiquinasa (PEPCK), en la gliceroneogénesis. En el higado, la G3P también se puede
sintetizar a partir de glicerol plasmatico. La DNL de AG se produce en el citoplasma celular donde el acido citrico
se convierte en acetil-CoA mediante ATP-citrato liasa (ACL) y posteriormente en malonil-CoA por acetil-CoA
carboxilasa (ACC). DNL ocurre principalmente en el higado, aunque también puede ocurrir en el tejido adiposo
con tasas bajas. Este proceso requiere las enzimas ACL, ACC y el complejo multienzimatico de acidos grasos
sintasa (FAS). La G3P se puede sintetizar directamente a partir de sustratos que no contienen carbohidratos, como
piruvato, lactato o aminoacidos en oxalacetato, que se convierte en G3P directamente a partir del fenol piruvato
(PEP), por la PEPCK o mediante la sintesis de dihidroxiacetona (DHA). El catabolismo de TAG involucra varias
lipasas, lipasa de triglicérido adiposo (ATGL), lipasa sensible a hormonas (HSL) y lipasa de monoacilglicerol (MGL)
y produce la liberacién de tres acidos grasos libres (FFA) y una molécula de glicerol. Extraido de Chiara Saponaro
y cols. El sutil equilibrio entre la lipdlisis y la lipogénesis: un punto critico en la homeostasis metabdlica (2015)(36).
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1.3.2 Descripcion, localizacién anatémica y funcion del tejido adiposo

El tejido adiposo (TA) es un tipo de tejido conectivo especializado cuya funcidn principal es la reserva
de energia, la proteccion mecanica-fisica de los drganos y la secrecidn de ciertos péptidos y hormonas
con accion endocrina, paracrina y autocrina (40-43). Dentro de este grupo de sustancias se tiene a la
leptina y adiponectina, citocinas secretadas por los adipocitos, que son células especializadas en
almacenar grasa, que regulan el peso corporal mediando la regulacién del apetito. Estas células
también liberan moléculas con funciones inmune como el Factor de Necrosis Tumoral alfa (TNF-a),
Interleuquina 1y 6 (IL-1, IL-6), entre otras (43). El TA representa entre un 20-28% de la masa corporal
de las personas sanas, dependiendo del sexo y del balance energético, pero puede llegar a representar

hasta un 80% de la masa corporal de personas con obesidad (44).

Especies como los ratones y los seres humanos almacenan grasa en diferentes depdsitos de TA
dependiendo de la edad, sexo y estado nutricional (41,42). El TA se puede clasificar en tres tipos
diferentes. El tejido 1) adiposo blanco es abundante, y los depdsitos donde se localiza, son de manera
subcutanea (SAT), alrededor de las visceras (VAT), dentro de la region abdominal (VAT omental,
mesentérico, epididimal) y alrededor de los ojos (45) (Figura 6). Es un tejido especializado en almacenar
lipidos en forma de TG y liberar acidos grasos libres (FFA), colesterol, fosfolipidos y otros, dependiendo
de la dieta y de los requerimientos energéticos del organismo (44,46,47). El tejido 2) adiposo pardo o
marron (BAT) se localiza en depdsitos interescapulares, supraclavicular y en la zona del cuello
principalmente (45) (Figura 6). Su principal funcidon es la termogénesis, proceso que regula la
temperatura corporal de los recién nacidos y animales hibernantes en respuesta al frio. La principal
proteina que participa en este proceso es la desacopladora UCP-1 o termogenina, localizada
exclusivamente en la membrana interna de las mitocondrias del tejido adiposo marrén. Esta proteina
transporta protones hacia el interior de la mitocondria y actla desacoplando la sintesis de ATP del
transporte electrénico, de esta manera se libera calor para generar un aumento de la temperatura de
los tejidos cercanos, para prevenir la hipotermia y la acumulacién de grasas (42,47). El dltimo tipo de
tejido adiposo 3) es el beige, que se localiza en la nuca, axilas y la regién interescapular, sin embargo,
una pequefia porcidn se encuentra en la grasa visceral (44,46,47) (Figura 6). El tejido adiposo beige es
parecido al TA marrdn, al estar involucrado también en la termogénesis, sin embargo, este proceso se
activa en este tejido Unicamente bajo estimulos asociados a la temperatura y no al gasto energético o

utilizacidn de las grasas almacenadas (44,47).
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Figura 6. Localizacion del tejido adiposo en las especies murino y humanos: Tanto los ratones (izquierda) como
los seres humanos (derecha) almacenan grasa en los distintos depédsitos de grasa. El VAT omental y mesentérico,
también el SAT comparten el mismo lugar anatémico en ambos organismos. En ratones, hay un VAT epididimal
prominente, pero ausente en los humanos, también hay mdas adipocitos marrones en el tejido adiposo
perivascular (PVAT) murino que en el humano y potencialmente menos células B-1 en omental y PVAT en
humanos. En cuanto al tejido adiposo Interescapular, se compone de adipocitos marrones tanto en humano como
en raton. El tejido adiposo subcutdneo se compone principalmente por adipocitos blancos, pero también posee
adipocitos beige. Los graficos circulares representan la abundancia relativa de células B-1 (blancas) y células B-2
(negras) como porcentajes de células B totales en condicion homeostética en ratones y humanos. Extraido de
Prasad Srikakulapu y Coleen A. McNamara. Cruce de tejido adiposo y células vasculares e inmunes: implicaciones
para la obesidad y las enfermedades vasculares (2020) (45).

1.3.3 Composicidn celular del tejido adiposo

Este tejido se compone de varias unidades estructurales que se clasifican en tres: 1) los adipocitos,
células que representan la mayor proporcion de este tejido, 2) la fraccién estromal vascular (FEV) que
confiere soporte a los adipocitos, y la fraccién de 3) matriz extracelular, que otorga la vascularizacion e
inervacioén al TA. En conjunto, estas unidades estructurales permiten la correcta funcionalidad de los

procesos metabdlicos e inmunitarios de un individuo (Figura 6y 7) (47,48).

Adipocitos

Los adipocitos son células especializadas que funcionan como depdsitos de lipidos, son las células mas
abundantes del TA, y se clasifican en tres tipos segun el tipo de TA al que pertenezcan. El TA blanco se
compone de 1) adipocitos blancos uniloculares, los principales efectores de los procesos de lipogénesis
y lipdlisis (44).
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El TA marrdon se compone por 2) adipocitos marrones multiloculares, con una gran cantidad de
mitocondrias que le otorgan su coloracidon caracteristica, se encargan de la produccién de energia, la
cual es disipada en forma de calor en el proceso de termogénesis (44). El TA beige lo componen los 3)
adipocitos beige parecidos a los marrones, al ser células multiloculares y termogénicas. Estas células,
responden a estimulos como el frio y algunas citocinas que inducen la termogénesis gracias al aumento

de sus mitocondrias, similar a lo observado en adipocitos marrén (44,47).

Fraccion Estromal Vascular (FEV)

El TA contiene la FEV (Figura 7), que incluye diversas células como los preadipocitos que son
precursores del adipocito, altamente fagociticos (47). Los fibroblastos ejercen funciones secretoras de
colageno, reparacion de tejidos y cicatrizacion, migran a sitios dafados y secretan citocinas
inflamatorias (IL-1, IL-6, TNF-a), antivirales (Interferones de tipo | (IFN-1)) y estimulantes de la
produccidn celular (IL5: eosindfilos, I1L11: plaquetas, factor estimulante de colonias de granulocitos y
macréfagos (GMCSF): granulocitos). Estas citocinas son un grupo de proteinas y glucoproteinas
producidas por diversos tipos celulares, que regulan las respuestas inmunitaria e inflamatoria (47,49).
Las células madre presentes en este tejido, dan origen a diferentes tipos de adipocitos y otras células,
acorde con los estimulos locales o ambientales (47). Hay macréfagos que fagocitan, procesan y
presentan antigenos, los cuales, presentan principalmente el fenotipo M2 (o antiinflamatorio) con
secrecion de IL-4, IL-5, IL-10 y IL-13 que favorecen la inmunidad humoral e inducen la produccién de
anticuerpos, y TGF-B, el cual también es inducido por otras células como linfocitos T asesinos naturales
(NKT), linfocitos T CD4*CD25* y eosindfilos. En conjunto tienen una funcidn de protecciéon frente a

dafios y posibles infecciones del tejido adiposo.

Matriz extracelular

Finalmente, el TA contiene a la matriz extracelular (Figura 7) que es producida tanto por adipocitos
como por células estromales (células madre). Esta estructura también considerada como exoesqueleto
del TA, consiste en una red de fibras reticulares finas y fibras nerviosas amielinicas que forman una
canasta de colageno peri-adipocito (42,50). Es una matriz altamente vascularizada conteniendo
mastocitos, células endoteliales y pericitos en los vasos sanguineos del tejido conectivo, las cuales
generan laminas basales de proteinas y proteoglicanos cuya funcidén es mantener a las células en su
lugar respectivo, reduciendo las fuerzas externas para asegurar la estructura, proteger a la célula de

rupturas mecanicas y mantener la funcionalidad del tejido adiposo (19,42,51).
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Figura 7. llustracidn representativa de la estructura celular del tejido adiposo. Las unidades estructurales del
tejido adiposo se pueden separar en adipocitos (amarillos) células especializadas en almacenar lipidos. La FEV
que incluye a los preadipocitos (células estrelladas), macréfagos (rosado), células madre (celeste), leucocitos
(morado); y la matriz extracelular vascularizada (en azul) células progenitoras endoteliales (celeste), células
endoteliales y pericitos (rojo). Las unidades estructurales de este tejido le otorgan su caracteristica de tejido
conectivo altamente vascularizado y de 6rgano endocrino activo y que permite el almacenamiento de grasas.
Extraido de sitio web “AMBROSE CELL THERAPY, Why adipose tissue?".

1.3.4 Descripcion y localizacién anatémica del higado

El higado es un drgano dindmico, heterogéneo y conservado en todos los vertebrados, se encuentra
bajo un control fisiolégico altamente regulado para contribuir al metabolismo energético del organismo
(52,53). Es una viscera maciza revestida por un tejido conjuntivo fibroso, organizado en unidades
funcionales poligonales denominadas I6bulos hepaticos, los que estan encerrados por una red
altamente vascularizada. Se divide por surcos que forman cuatro Iébulos distintos cuyos patrones de
distribucidn difieren entre las especies raton y humano, sin embargo, la estructura funcional de estos

esta muy conservada en ambas especies (Figura 10) (54-56).
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Figura 8. Comparacion esquematica de la anatomia macroscépica del higado en ratén y humano. En el esquema
se visualiza la localizacion anatdmica del higado, como también el aspecto anterior y la vista visceral. (1) Higado
humano: es la glandula mas grande del cuerpo humano con un peso aproximado de 1,5 kilogramos. Se localiza
en el cuadrante abdominal superior derecho del abdomen cerca del estémago, los intestinos, la vesicula biliar y
el pancreas. Se divide en cuatro lébulos: derecho de mayor tamafio (a), izquierdo (b), caudado (d) y cuadrado, es
marcado por varios ligamentos prominentes asociados a la superficie como el ligamento falciforme (g) que divide
al I6bulo derecho e izquierdo. La vesicula biliar esta presente en la superficie inferior del I6bulo hepatico derecho
(c). (2) Higado murino: pesa entre 2 a 3 g (3 a 5% del peso corporal), ocupa toda la region sub-diafragmatica, y
también se divide en cuatro Iébulos: derecho hemisectado (a’), izquierdo de mayor tamafio (b’), mediano (f) y
caudado (d’). La vesicula biliar del ratén sobresale por debajo del istmo central del I6bulo mediano (c’). Creado
en Biorender por Catalina Guerra (2021).

El higado realiza multiples funciones de almacenamiento y regulacidn del volumen circulante de sangre,
asi como también se encarga de la filtracidn sinusoidal de particulas extrafias que pudiesen ingresar al
higado (53,56,57). Cumple funciones secretoras y excretoras como la formacion de bilis (sustancia que
permite la emulsién de las grasas consumidas en acidos grasos), actia como centro de desintoxicacion
para la biotransformacidn de xenobidticos, entre otras funciones. Esto Ultimo gracias a que este érgano,
es el primero en entrar en contacto con los nutrientes y xenobidticos absorbidos por la via enteral a
través de la vena porta (53,57,58). Esta involucrado en el metabolismo de los macronutrientes
(proteinas, hidratos de carbono y otros) de acuerdo con las necesidades energéticas del organismo.
También, otorga apoyo al sistema inmunoldgico, y por ultimo participa en la homeostasis de los lipidos

y el colesterol (53-55,59).
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1.3.5 Composicidn celular del higado

El parénquima hepatico consta de cuatro tipos principales de células: 1) los hepatocitos, que son las
células mas abundantes, contienen un prominente aparato de Golgi y Reticulo Endoplasmatico Rugoso
(RER), y gracias a ello llevan a cabo las funciones biosintéticas del higado (57); los hepatocitos estan
separados por capilares sinusoidales que forman lobulillos organizados por una vena central, rodeada
por las trabéculas de hepatocitos, acordonados por la triada portal (constituida por la arteria hepatica,
vena portay conductos biliares) que permiten el riego sanguineo del higado (Figura 9)(55). 2) Las células
endoteliales recubren los sinusoides, sirven como interfaz entre la sangre y los hepatocitos (57). 3) Las
células de Kupffer (KC) son los macrdfagos residentes del tejido hepdtico, reconocen a los estimulos
patdgenos introducidos a través de la circulacidon portal, incluso pueden realizar funciones pro o
antiinflamatorias y participar en la cicatrizacion de heridas hepaticas y finalmente, 4) las células
estrelladas que representan una poblacién celular que pueden estar en estado inactivo o activado; en
el estado inactivo se encargan de almacenar vitamina A en gotas de lipidos, y en el estado activado
ayudan a la reparacién del higado lesionado hepdtico mediante deposicidn y organizacidn de coldageno
(53,57).
T lver
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Figura 9. Estructura macromolecular del higado. El tejido hepatico esta funcionalmente estructurado a nivel de
drgano (superior izquierda) y en unidades o |6bulos hepaticos (medio y superior derecha). En el panel inferior se
muestra una seccion transversal de un |6bulo hepatico, donde la sangre llega al higado a través de la vena porta
y la arteria hepatica y luego fluye a través de la sinusoide hasta la vena central. El sinusoide hepatico es la unidad
funcional minima del higado donde se produce el intercambio entre la sangre y los hepatocitos a través del
endotelio sinusoidal. Modificado de Mescher A.L Histologia basica de Junqueira: texto y atlas. 2010 (60).
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1.3.6 Cambios que ocurren en el tejido adiposo y el higado en la obesidad

Ambos tejidos responden de forma distinta durante la obesidad, pero tienen la similitud de que las
células metabdlicas como los adipocitos y hepatocitos estan estrechamente unidas a células inmunes

como las Kupffer o los macréfagos residentes del TA principalmente (33).

1.3.6.a Tejido adiposo en obesidad

En la obesidad ocurre una expansién del TA provocada por un aumento en el nimero (hiperplasia) y
tamafio (hipertrofia) de los adipocitos, asi como también un incremento en los compartimentos
inflamatorios y endoteliales de la FEV, con el fin de ajustarse al suministro y acumulacion excesiva de
nutrientes (9,13,25) (Figura 10). Durante esta patologia se produce un estado de inflamacidon crénica
de bajo grado, tanto en el tejido adiposo como en el hepatico; el cual se inicia por una estimulacién de
la secrecidn de citoquinas proinflamatorias en respuesta a la sobre nutricién, seguida por los otros tipos
de células constitutivas del tejido adiposo tejido adiposo (61). Es decir, en el caso de las células inmune
que forman parte de estos tejidos se observa una reduccién en los macréfagos del fenotipo M2 o anti-
inflamatorio (también considerado pro regenerativo) y aumenta la poblacion de macréfagos
proinflamatorios M1, activando vias de sefalizacion intracelular de tipo proinflamatorias que provocan
una disfuncién del tejido adiposo, contribuyendo al estado inflamatorio crénico de bajo grado (en
ausencia de patdgenos) durante la obesidad (39,61,62). A su vez, se produce la liberacidn creciente de
FFA desde los adipocitos hiperpldsicos, aumentando la entrega de AG al higado y a los tejidos

periféricos (8,57).

Estos cambios en la composicidn del tejido adiposo generan un aumento en la secrecién de leptina por
parte de los adipocitos, la que suprime el apetito, activa la saciedad temprana, disminuye la resistencia
a la insulina en condiciones habituales, e induce un aumento de citocinas inflamatorias (23,47,63). Al
mismo tiempo, disminuye la secrecidn de adiponectina, citocina que regula a homeostasis de la glucosa
y la oxidacion de acidos grasos, entre otros, y tiene potentes propiedades antiinflamatorias,

antidiabéticas y antiaterogénica (40,47,63) (Figura 10).
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Figura 10. Cambios inducidos por la obesidad en el tejido adiposo. El tejido adiposo se puede fraccionar en
adipocitos (amarillo) que contienen lipidos y en la fraccion estromal vascular, que contiene preadipocitos,
macréfagos (anaranjado), otras células inflamatorias (azul) y células endoteliales (celeste). En el estado obeso,
hay un aumento en el tamafio y el nimero de adipocitos, asi como en los compartimentos inflamatorios y
endoteliales de la fraccion estroma-vascular para ajustarse a los excesos de nutrientes y su almacenamiento. Este
cambio en la composicion del tejido adiposo da como resultado un aumento de la secrecidon de leptina y citocinas
inflamatorias, con una disminucién de la secrecién de adiponectina. Extraido de Goékhan S. Hotamisligi
Fundamentos del inmunometabolismo e implicaciones para la salud y la enfermedad metabdlicas. (2006)(64).

1.3.6.b Higado en obesidad

El higado es un dérgano esencialmente metabdlico y, en pacientes con obesidad ocurren diversas
alteraciones por un incremento de lipidos en este drgano (esteatosis) (Figura 11), que dan paso a
mecanismos de dafio y diferentes patologias (65). Las principales patologias hepdticas son la esteatosis
hepatica no alcohdlica o también denominada enfermedad del higado graso no alcohélico (NAFLD),
esteatohepatitis no alcohdlica (NASH) y la cirrosis hepatica, siendo la NAFLD la mas influenciada por la
obesidad (8,37,65). Los mecanismos detras de estas patologias se originan por la influencia del VAT,
donde se acumula de manera excesiva la grasa, la cual es liberada en gran cantidad como AGL a la

sangre, produciendo una llegada masiva de estos hacia el higado a través de la vena porta (66).
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Este incremento masivo de TG excede la capacidad metabdlica de los hepatocitos, la cual resulta en
una citotoxicidad causante de la muerte de estas células (lipotoxicidad) (8,37,65). Otros cambios que
puede desencadenar la acumulacién de TG es el desarrollo de fibrosis, donde hay un depésito
progresivo en la matriz extracelular del parénquima hepatico compuesto por los hepatocitos, células
endoteliales, células estrelladas y células de Kupffer, alterando la arquitectura del tejido, produciendo
una disfunciéon del érgano (33,67). A su vez, esto puede desencadenar una respuesta inflamatoria, la
cual es mediada en gran parte por los macréfagos (KC), ya que, se ha demostrado que la acumulacién
lipotdxica por parte de los KC en el higado con esteatosis conduce a un manejo desregulado de los
lipidos y un aumento de la expresién de genes proinflamatorios (68). Paralelamente, el TNF-a secretado
por el VAT pueden inducir los procesos de apoptosis e inflamacion (37). Esto puede influir en la
progresidon de la patologia a esteatohepatitis no alcohdlica (NASH), fibrosis avanzada, cirrosis y

carcinoma hepatocelular (69).

Healthy Steatosis Inflammation

Figura 11. Cambios inducidos por la obesidad en el higado. La obesidad influencia el desarrollo de enfermedades
que afectan al higado caracterizadas por un aumento del contenido lipidico en los hepatocitos (esteatosis) y por
otra parte la inflamaciéon del tejido hepatico. Tanto el humano como el ratén presentan indicadores
histopatoldgicos similares con respecto a estas dos alteraciones morfoldgicas. Los paneles muestran imagenes
representativas de secciones de higado de individuos sanos de peso normal (A y F) e individuos con NASH (B, C,
G y H) tefiidos con hematoxilina eosina (HE) para evaluacion de esteatosis e inflamacidon. Los paneles superiores
corresponden a muestras de humano y los paneles inferiores a muestras de raton. Modificado de Henrik H.
Hansen y cols. (2020). Traducibilidad humana del modelo de ratén obeso inducido por dieta GAN de
esteatohepatitis no alcohdélica (70).
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1.3.7 Asociacion entre obesidad e inmunidad, tratamientos y nuevas perspectivas

Ha surgido evidencia que asocia la regulacién metabdlica con el sistema inmunolégico a través de
conversaciones moleculares cruzadas y dinamicas para coordinar la preservacion de la homeostasis en
organismos metazoarios avanzados y la redistribucidon adecuada de la energia durante los desafios
inmunolégicos (64,71). Es asi que, se ha descrito que independiente que las células metabdlicas y
células inmunes residentes en los tejidos metabdlicos ejercen funciones distintas, el soporte
metabdlico de un organismo tiene un papel importante en modificar la capacidad inmunitaria del
organismo para combatir agresiones o dafios celulares a través de la respuesta inflamatoria,
favoreciendo o suprimiendo algunas vias de sefializacidn (7). En otras palabras, una funcién inmune
alterada contribuye en el desarrollo de la obesidad, asi mismo la obesidad ha arrojado recuentos

alterados de respuestas inmunitarias mediadas por células (71-73).

Si bien es cierto que se han descrito mecanismos moleculares, genéticos y fisiolégicos que subyacen a
la obesidad, y se han reportado vinculos entre el sistema inmune y la obesidad, los tratamientos
actuales no se centran en esta relacién, sino que se enfocan en la pérdida de peso mediante planes de
alimentacién saludable y actividad fisica regular, cambio de habitos, medicamentos para bajar de peso,
dispositivos para adelgazar, cirugia bariatrica y dietas especiales (74). Sin embargo, algunos pacientes
no pueden perder suficiente peso para mejorar su salud o no pueden evitar recuperar el peso perdido
por estos tratamientos. En tales casos, lo clasico es agregar tratamientos con medicamentos y/o
dispositivos para bajar de peso o cirugia bariatrica, lo que trae consigo complicaciones para el paciente
por los largos periodos de recuperacion en el caso de la cirugia, los efectos “rebote” y los efectos

secundarios que acarrean los medicamentos que se utilizan (74).

En la actualidad, los tratamientos existentes han sido insuficientes para solucionar un problema
pandémico como lo es la obesidad, por lo tanto, aproximaciones inmunoldgicas o intervenciones
genéticas en las vias lipogénicas y lipoliticas suponen innovadores candidatos para terapias a futuro.
Considerando que el sistema inmunoldgico tiene una estrecha relaciéon con el metabolismo mediante
la activacion de vias de senalizacién inmune tanto en células inmune como metabdlicas, se han alzado
como nuevos candidatos para futuras terapias de enfermedades metabdlicas, incluyendo la obesidad
(75). En particular, la via de sefializacion de STING que detecta el ADN de doble hebra (dsADN) citosélico
ha surgido como un mediador clave en las respuestas inflamatorias de Interferones de tipo | y ha sido

asociada con el metabolismo.

31



1.4 Via de senalizacion de la proteina STING

Esta via de sefializacién involucra a los efectores inmunes innatos mediando las respuestas
inflamatorias de Interferones de tipo | en las células inmunitarias. Esto para defenderse de las
infecciones virales y bacterianas (exdgenas), o bien ADN propio mitocondrial o nuclear (endégenos)
liberado hacia el citoplasma de células danadas o senescentes, asegurando la preservacién de la

homeostasis del organismo (62,66—68).

1.4.1 Expresion de la via de sefializacion de STING en tejidos y tipos celulares

Esta via se expresa en una diversidad de tejidos, pero mayoritariamente en células del sistema inmune,
ya que, participa de la respuesta inmunitaria en los procesos de infeccién, inflamacién y céancer. Sin
embargo, se ha reportado estar expresada en una variedad de células no inmunes como los adipocitos,
macrofagos residentes del tejido hepatico (células de Kupffer), hepatocitos, queratinocitos y
fibroblastos (71,76-78). STING es una proteina de transmembrana de tipo 1 ubicada en la membrana
del reticulo endoplasmico (RE) con su dominio funcional hacia el citosol. Es codificada por el gen
Tmem173 localizado en la segunda banda del brazo largo del cromosoma 18 en ratén y en el brazo
largo del cromosoma 5 en humanos. La proteina tiene una localizacion diferencial de acuerdo a
condiciones no-patoldgicas y patoldgicas donde experimenta un trafico subcelular desde el citoplasma

hasta el nucleo, respetivamente (78-80).

1.4.2 Funcidn canonica de la senalizacion de STING

Varias perturbaciones de la homeostasis celular pueden favorecer la acumulacidon de ADN citosélico,
como son las infecciones virales o por procariotas intracelulares, aumento de la captacion de ADN
microambiental, fagocitosis de células muertas, dafio al ADN mitocondrial (mtADN) o gendmico
potencialmente relacionado con la senescencia celular e inestabilidad cromosémica (81). En
condiciones fisioldgicas, las células de mamiferos degradan eficazmente el ADN citosdlico mediante
nucleasas como la exonucleasa 3 de reparacién primaria 1 (TREX1) y la ribonucleasa H2 (RNasa H2) (81).
El ADN citosdlico es reconocido con mayor frecuencia por sensores especializados como es la GMP-
AMP sintasa ciclica (cGAS) (Figura 12). Frente al dsADN esta sintasa lo detecta como un Patrén
Molecular Asociado a Patégenos (PAMP), si es de origen exdgeno potencialmente patogénico como los
virus o bacterias. También detecta dsADN como un Patron Molecular Asociado a Dafio (DAMP) si es de
origen endégeno como aquel proveniente de mitocondrias o nlcleos dafiados, o de células senescentes

(81,82).
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Luego, los dimeros de cGAS activo condensan ATP y GTP para sintetizar al segundo mensajero
[G(2',5")pA(3',5')p] ciclico (cGAMP) (Figura 12). A este segundo mensajero se une la proteina
transmembrana 173, también conocida como STING. Cuando STING esta inactiva, su extremo C-
terminal (CTT) la auto inhibe y se libera al momento esta unién con cGAMP, generando cambios
conformacionales llevando a la liberacion de sus CTT y a la polimerizacién de la misma proteina (80,81)
(Figura 12). STING interactua directamente con las moléculas Quinasa de unién a TANK 1 (TBK1), factor
regulador de interferén 3 (IRF3) y factor nuclear kappa B (NF-kB) activando una cascada de respuestas
inmunitarias que conducen a la resolucién de la infeccidn viral o a la eliminacidn de las células dafiadas

de forma candnica (79,80,83).

Una vez activada, STING se traslada en vesiculas desde el RE hacia un compartimiento perinuclear
intermedio llamado ERGIC (RE-Golgi), donde inicia el proceso de autofagia, que contribuye a la
eliminacion del ADN citosélico y los patdgenos, en el caso de infecciones, o ADN citosdlico y células
dafiadas y/o senescentes por otra parte (Figura 12). Durante el proceso de translocacidn STING recluta
a TBK1, TBK1 se trans-autofosforila y luego fosforila a STING en su CTT. STING fosforilado recluta a IRF3
para su fosforilacion por TBK1, quien homodimeriza y transloca al nicleo (80,83) (Figura 12). Luego,
TBK1 fosforila al Inhibidor del factor nuclear kappa B (IKK). IKK fosforilado, libera a NF-kB (84). Estos
factores transcripcionales activados se trasladaran al nicleo para inducir la expresién de varios genes
inmunomoduladores, como la IL-6 e Interferdn alfa y beta (IFN-a, IFN-B), permitiendo la activacion de
un estado anti patégeno y pro-inflamatorio (Figura 12). Después del proceso de translocacion, STING
se dirigira al lisosoma para su degradacion y asi evitar la sobre inmunizacién (84) (Figura 12). Esta
degradacion es conducida por varias modificaciones post-transcripcionales de STING como la
fosforilacidn por la serina/treonina quinasa similar a UNC-51 (ULK1) y TBK1, como también por la

ubiquitinacién ejecutada por la proteina de unién a ubiquitina p62 (85).

Esta via de sefalizacién ha sido bien estudiada por su participacién en la deteccién de la localizaciéon
subcelular anormal del ADN exdgeno y su activacidn resulta en la proteccion del organismo frente a
potenciales infecciones (83). Sin embargo, no solo provee de un estado anti patdgeno, mas bien, tiene
una implicancia en la regulacion de otros procesos fisiolégicos que responden a la liberaciéon de ADN
gendmico citosoélico (85). Esto es, disfuncién mitocondrial, estrés de reticulo, senescencia celular,
muerte celular programada, entre otros menos estudiados. Estos procesos llevan a la liberacion de ADN
gendmico al citosol favoreciendo su acumulacion, lo cual, contribuye a la senescencia celular y también

la activacidon de esta via de sefalizacidon en orden de mantener la homeostasis celular (85,86).
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Figura 12. Via de deteccion de DNA citosélico con la activacidon rio debajo de STING. El ADN citosdlico es
detectado por cGAS, dando como resultado la formacidn de gotas liquidas de cGAS-ADN, en las que cGAS con
ATP y GTP cataliza la produccion de cGAMP. Se une STING a su ligando y sufre cambios conformacionales,
liberando sus CTTy polimerizandose. STING polimerizado se traslada desde el ER al Golgi a través de ERGIC, donde
inicia el proceso de autofagia, contribuyendo a la eliminacién del ADN citosdlico y los patégenos. Durante la
translocacidn, STING recluta a TBK1, este ultimo se somete a trans-autofosforilacion y luego fosforila a STING en
su CTT. STING fosforilado ahora recluta a IRF3 para fosforilacion y activacion por TBK1. También activa a NF-kB y
STAT6. Estos factores transcripcionales activados se trasladan al nucleo para inducir la expresién de varios genes
inmunomoduladores, como IFN-a, IFN-B e IL-6, que actian de manera autocrina y paracrina, limitando la infeccion
o dafio celular. Luego del proceso de translocacion, STING se dirige al lisosoma para su degradacion y evitar la
sobre inmunizacién. Otros estimulos distintos a cGAMP (no candnica), también pueden activar a STING, como el
estrés de reticulo, los liposomas virales y los dinucleétidos ciclicos (CDNs), incluso multiples CDNs también pueden
estimular la degradacidn de STING autofagica a través de unc-51 como la quinasa 1 de activacién de la autofagia
(ULK1) (80,81,83). Extraido de Zhangliang Cheng y cols. Las interacciones entre la via cGAS-STING y los patdgenos.
(2020)(84).
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1.4.3 Via de senalizacion de STING en metabolismo y obesidad

Se ha descrito que los niveles de expresién o actividad de los componentes de esta cascada de
sefializacion, incluyendo a STING y TBK1 estan regulados positivamente (upregulated) bajo condiciones
de obesidad en modelos murinos (71,76,87). La activacién de la via de STING en tejido adiposo de ratdn
puede ser gatillada por la liberacién de mtDNA hacia el citoplasma, en condiciones de una dieta alta en
grasas, aumentando la respuesta inflamatoria estéril crénica, la cual es un proceso inflamatorio que
inicia en ausencia de patdgenos persistente en el tiempo que no termina cuando deberia (41,46). Se ha
reportado en algunos estudios la contribucién de esta via en el aumento de inflamacion estéril,
favoreciendo los signos y/o aparicién de algunos desérdenes metabdlicos como la resistencia a la
insulina, la enfermedad de higado graso, la obesidad, entre otras, que, si se padecen al mismo tiempo,

pueden llegar a generar sindrome metabdlico (71,76,88).

La proteina STING ha sido ampliamente estudiada en la respuesta inmune de los mamiferos, de hecho,
homdlogos de esta proteina estan presentes en casi todos los reinos animales. Sin embargo, el papel
de STING en la inmunidad innata de los insectos se ha identificado recientemente, teniendo efectos
antivirales y antimicrobianos. En un estudio donde se quiso evaluar la participacidn en el metabolismo
lipidico de Drosophila melanogaster de STING (dSTING) se efectio una delecién del gen, lo cual provoco
que las moscas fueran sensibles a la falta de nutrientes y al estrés oxidativo (89). También, en este
mismo trabajo observaron que con el mutante de dSTING, se redujo el almacenamiento de los lipidos
y se reguld negativamente la expresion de los genes asociados al metabolismo de los lipidos. Se
demostré también que dSTING interactia con las enzimas sintetizadoras de lipidos acetil-CoA
carboxilasa (ACC) y la sintasa de acidos grasos (FAS). Inclusive, dSTING co-localizé con ACCy FAS en la
region cortical de RE del cuerpo graso, sugiriendo un posible papel regulador en la biosintesis de lipidos.
Por ultimo, este trabajo demostré que la delecidon de dSTING resulté en una localizacion alterada de
ACC en las células del cuerpo graso y una actividad muy reducida de FAS en ensayos in vitro, sugiriendo
entonces que STING podria participar en el destino de las enzimas metabdlicas desde el RE hacia la

mitocondria (89).
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1.5 Resumen de los antecedentes

En vista de lo expuesto en los antecedentes, la obesidad es una patologia que afecta a hombres y
mujeres a toda edad, va en aumento y junto con ello la manifestacion de comorbilidades ponen en
riesgo la salud de las personas considerandose un problema de salud publica grave. De manera que
conocer los mecanismos moleculares, genéticos y fisioldgicos que subyacen a la obesidad, permiten un
mejor entendimiento tanto de esta patologia como el conjunto de enfermedades asociadas a esta. Por
este motivo, el estudio del vinculo entre las diversas moléculas que dan origen a la obesidad, y sus
comorbilidades asociadas, representa un blanco de investigacién para su utilidad clinica y de esta forma
buscar posibles blancos moleculares para ofrecer diagnésticos tempranos o bien, formular estrategias

de intervencion con potencial terapéutico.

La regulacion metabdlica y el sistema inmunoldgico se asocian mediante conversaciones coordinadas
reciprocas. El soporte metabdlico de un organismo modifica la capacidad inmunitaria de este para
combatir agresiones o dafos celulares a través de la respuesta inflamatoria, favoreciendo o
suprimiendo algunas vias de sefializaciéon. Considerando que el sistema inmunoldgico es la primera
linea de defensa del organismo, las vias de sefalizacién inmune han surgido como nuevos candidatos
para la terapia de enfermedades metabdlicas. La via de la proteina STING pese a ser una efectora de la
respuesta inmune, se ha detectado en una variedad de células distintas de las células inmunitarias, y
ha sido asociada en contextos metabdlicos mediante una actividad de regulacién positiva en obesidad
y patologias asociadas a la obesidad. Mientras que la inhibicion de esta via, por el contrario, supone
una regulacidn negativa de los parametros metabdlicos alterados en estas condiciones disminuyendo
la severidad de las enfermedades y otorgando una proteccion contra la obesidad y el desarrollo de
enfermedades metabdlicas. Los estudios han sugerido que STING podria participar en la regulacion del
almacenamiento de las grasas a través de la interaccién con complejos enzimaticos involucrados en la
sintesis y transporte de lipidos o bien, en el destino de estos complejos enzimaticos desde el RE hacia

la mitocondria.

Por lo tanto, comprender las relaciones entre STING y el metabolismo de los lipidos proporcionaria
informacidn relevante sobre los mecanismos y cascadas de sefializacién asociadas a la desregulacidon
metabdlica inducida por la obesidad. En este contexto, la identificacién de estas vias y funcion, podrian
generar nuevas estrategias biotecnoldgicas potenciales para el diagndstico temprano y/o tratamiento

para las enfermedades metabdlicas.
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2. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

Hipétesis de trabajo

La proteina STING participa en la regulacién del almacenamiento de grasas.

Objetivos

Objetivo general

Evaluar la contribucién de STING en el almacenamiento de grasas.

Objetivos especificos

1. Evaluar cambios en el peso corporal asociados a la ausencia de STING en ratones silvestres (Wild

Type) y ratones carentes de la proteina STING (STINGKO) a diferentes edades.

2. Analizar comparativamente pardmetros metabdlicos en ratones silvestres y ratones STINGKO a

diferentes edades.

3. Evaluar la relacién in silico de la proteina STING con enzimas asociadas al metabolismo lipidico en

ratén y humano.
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3.1 Materiales

3. MATERIALES Y METODOS

Los materiales utilizados para la ejecucidn de esta tesis se enlistan en la siguiente tabla, incluyendo

reactivos, insumos comerciales y equipos de analisis.

Tabla 1. Listado de los materiales usados en la presente tesis.

REACTIVO O RECURSO

Insumos comerciales

Kit para determinar colesterol

Kit para determinar triglicéridos

Glucometro

Tiras reactivas para glucosa

Coagulante
EDTA

NaOH
Microplacas
Equipos
Balanza

Aparato de suspension

Campo abierto

Lector de microplacas
Estufa/incubadora
Centrifuga

pH-metro
Microscopio optico
Microtomo

Placa fria

Baiio termorregulado

FUENTE Y CARACTERISTICAS

CHOLESTEROL LiquiColor (Humano)

TRYGLYCERIDES LiquiColor™" (Humano)

Abbot Freestyle Optium: Sistema de monitoreo glucosa en sangre
Abbot Freestyle Optium: Tiras reactivas glucosa en sangre

Four Paws ®, Polvo antiséptico coagulante 0.5 oz

Milipore, OmniPur® Grado Biol. Mol

Merck, EMSURE® Grado Biol. Mol

Multiplacas SPL Life Sciences 96PS

JADEVER JWE-6K (6kg x 0,2g)

Alambre metalico (2mm ancho x 55cm largo) fijado a dos soportes
verticales de acrilico (35cm altura).

Caja de plexiglas blanco de 40x40x40 cm?

Tecan, Infinite® 200 PRO NanoQuant

Thermo Scientific™ 51031562, HERATHERM™

Eppendorf 5415C; Thermo Scientific™ Fresco™ 17

Hannah instruments, HI 2221 Calibration Check Ph/ORP meter
Nikon, MODELO ECLIPSE E200LED MV R

Thermo scientific Microm HM 315

Unidad de enfriamiento para bloques de parafina PA/K ARQUIMED
Leica, modelo HI 1210

3.2 Ratones (Mus musculus) de experimentacion

Los animales utilizados en este trabajo fueron mantenidos en el Bioterio de la Universidad Mayor bajo
condiciones de temperatura controlada a 22°C, con consumo ad libitum de agua y alimento Lab Diet
5P00 Prolab RMH 3000. Los animales contaron con supervision veterinaria durante los 7 dias de la

semana.
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El manejo animal se realizé bajo la Resolucidn VRI N12018: Manual de Procedimientos Bioterio, que
promueve las normas éticas de trabajo con animales de acuerdo con la Ley 20380 de proteccion de
animales en Chile y cuenta con la aprobacién del comité de bioética y bioseguridad de la Universidad
Mayor. Se utilizaron ratones de la cepa endogamica C57BL6J (B6) silvestres o Wild Type (WT) y ratones
STING Knock Out (STINGKO) o carentes de la proteina STING, los que también corresponden al mismo
background B6. Los ratones STINGKO fueron adquiridos en la empresa The Jackson Laboratory, E.E.U.U.
Estos ratones STINGKO carecen de los exones 3-5 del gen Tmem173 (o Sting) que codifica para la
proteina STING. Los ratones homocigotos para este alelo (Sting -/-) son viables y fértiles. Para los grupos
experimentales requeridos en este trabajo, se utilizaron ratones macho WT y STINGKO de tres rangos

etarios: jovenes entre 1 a 4 meses, adultos de 12 a 15 meses y envejecidos de 21 a 24 meses (Tabla 2).

Tabla 2. Grupos experimentales de ratones WT y STINGKO.

Modelo/cepa Edad (meses) Grupo

1-4 jovenes

WT (C57BL/6)) 12-15 adultos
21-24 envejecidos

1-4 jévenes

STINGKO 12-15 adultos
21-24 envejecidos

3.3 Anadlisis del peso corporal e ingesta de alimento

Como primera estrategia experimental se realizé una medicion del peso corporal en ratones WT y
STINGKO en etapas juveniles, adultas y envejecidas (Tabla 2). Una vez obtenido este dato, se continud
con un seguimiento del peso corporal en conjunto con la ingesta de alimento por un periodo estival de
cinco semanas a los mismos grupos experimentales descritos en la Tabla 2. Estos animales se pesaron
en una balanza digital una vez por semana durante 5 semanas consecutivas. Ademas, se peso el
alimento ingerido de la siguiente manera: se dejaron 200 gramos de alimento por cada jaula
inicialmente, a la semana siguiente se peso la cantidad de alimento remanente y se volvieron a dejar

200 gramos de alimento, asi sucesivamente hasta completar las 5 semanas de observacién total.
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Posteriormente, para determinar la ingesta de alimento se restaron los gramos de alimento remanente
(AE) a los gramos de alimento previamente dejados (AD) por cada caja, esto se dividié por 7 al ser una
medicion semanal. Luego, ese consumo semanal (CS) se dividié por el nUmero de ratones por cada caja

(n) y se obtuvo el consumo por ratén final (CRF) (ecuacién 1).

_AE (g) —AD (g) R
7

_ G

Ec.1 CS CRF

3.4 Ensayos de conducta sedentaria y fuerza animal

3.4.1 Prueba de Campo Abierto (Open Field test)

Mediante este ensayo, considerado como un ejercicio no forzado, se evalud la distancia recorrida del
ratdn. Cada animal fue colocado en una caja de plexiglas blanco (Campo Abierto) de 40 x 40 cm de area,
sin tener estimulos sensoriales externos. Se midié la actividad de desplazamiento de cada animal de
manera libre durante 10 minutos, desplazamiento que fue grabado por el software ANY-maze v6.34

(Figura 13A) (90,91).

3.4.2 Prueba de suspension en alambre (Hanging test)

Este ensayo se realizd mediante el uso de un alambre metdlico de 2mm de didmetro y 55cm de largo,
unido a dos soportes de acrilico a 35 cm de altura (Figura 13B). Se depositd a cada ratdn sobre el centro
del alambre, el cual se agarra usando sus extremidades anteriores. Para analizar su capacidad de
mantenerse suspendido, se usé el método “Caidas (Falls)”. Esta prueba consiste en el registro del
numero de veces que el raton cae desde el alambre al mesdn con un maximo de 10 caidas permitidas,

por tiempo maximo de 180 segundos (92).
3.5 Analisis del peso y tamaiio de tejido adiposo abdominal

Se extrajo el tejido adiposo abdominal de los ratones de los grupos experimentales descritos en la Tabla
3, el que fue pesado y medido en su largo y ancho. Posterior a eso, se utilizaron las ecuaciones 2 y 3
para obtener un valor de area del tejido adiposo abdominal. En primer lugar, se multiplicé el peso (en
gramos) (P) por el largo x el ancho (en centimetros) (ecuacién 2), y este nuevo valor (A) se normalizé
respecto al peso corporal de cada animal (en gramos) (PC) (ecuacién 3) obteniéndose un area de tejido
adiposo abdominal.

Al

cma2

PC(g)

Ec.2 P (g)xlargo (cm)x ancho (cm) = A [cmiz] Ec.3 Normalizacion =
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A Prueba de Campo Abierto

Camara de
video
centro
\> : periferia
Campo Computador y software
abierto de analisis
B Prueba de suspension en alambre colgante
Alambre < x
metalico J
00:0000

oo @ iy
Figura 13. Esquema de las pruebas de suspension y de Campo Abierto. En A se muestra un esquema general de
la prueba de Campo Abierto, indicando al animal dentro del Campo Abierto, su comportamiento es registrado
por una cdmara de video directamente hacia un software de analisis AnyMaze, también se indica la zona de la
periferia y el centro del Campo. En B se muestra al animal colgando desde sus extremidades superiores en el
alambre metdlico del aparato utilizado en la prueba de suspension a 35 cm de altura, la flecha simboliza la caida
del animal. Creado en Biorender por Catalina Guerra (2021).

3.6 Histologia de tejido hepatico

Se realizaron cortes histolégicos en micrétomo (3 pum) de tejido hepdatico procesados en parafina, de
los ratones de los grupos experimentales descritos en la Tabla 2. Luego, se hizo una tincidn de
hematoxilina eosina (H&E) y se adquirieron imagenes utilizando el microscopio éptico Nikon ECLIPSE
E200LED. Posteriormente, se analizé la inclusidn de grasa en el tejido hepatico de la siguiente manera:
se adquirié una imagen con objetivo 10X y se dividié en 4 cuadrantes, luego se contd la presencia (valor
de 1) o ausencia (valor de cero) de grasa en cada cuadrante y se generd un puntaje final de inclusion,
siendo el puntaje maximo de 4 (Figura 14). De esta forma se compard entre las condiciones WT vy

STINGKO de los grupos experimentales de la Tabla 2.
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Imagen al 10X

A B
Gy m—) SRR ESTIRCT
G .~ Conteo G ‘D
Presencia de grasa = 1 A=1; B=1; C=1; D=1
Ausencia de grasa =0 Score foto=4

Score maximo 4

Figura 14. Esquema explicativo del analisis utilizado para la evaluacidn de la inclusion de grasa en tejido
hepatico. A cada imagen con aumento 10X obtenida se le dividié en cuadrantes determinados por las lineas
punteadas. Luego, se conté un valor de 1 para la presencia de inclusion de grasa en aquel cuadrante que lo
presentara y un valor de 0 para aquel cuadrante que no presentara inclusidn, generando un puntaje final por cada
imagen. En la figura se muestran secciones de higado murino con esteatosis a modo de ejemplo (93). Creado en
Biorender por Catalina Guerra (2021).

3.7 Medicion de parametros bioquimicos: glucosa, triglicéridos y colesterol sanguineos

Para el analisis de estos parametros se extrajo sangre venosa de la cola de los ratones (Tabla 2), en las
qgue se midieron tres parametros bioquimicos asociados con la obesidad, como: glucosa circulante,

colesterol total y triglicéridos plasmaticos.

3.7.1 Maedicidn de glucosa (hemoglucotest)

Se realizé una medicion de glucosa circulante posterior a 4 horas de ayuno, donde se extrajo una gota
de sangre y se midid la glucosa en una tira reactiva Abbot Freestyle Optium con glucémetro Abbot

Freestyle Optium, el que entregd los valores en unidades mg/dl.

3.7.2 Medicién de colesterol y triglicéridos sanguineos

Se recolectaron 100 pL de sangre en tubos eppendorf conteniendo 10 uL de 10% EDTA. Luego se
centrifugé a 4000 rpm durante 15 min a temperatura ambiente, y se guardo el sobrenadante (plasma)
a-20°C hasta su uso. Después, se usaron los kits comerciales LiquiColor® con sus respectivos estandares
(200 mg/dl) para determinar los niveles de colesterol y triglicéridos. Se midieron las absorbancias a una
longitud de onda de 546 nm en el lector de microplacas Tecan, Infinite® 200PRO NanoQuant con el
software de lectura de microplacas i-control™. A partir de la ecuacién 4 se obtuvo un factor de dilucién

(FD) al dividir la absorbancia obtenida del estandar en la concentracién de este mismo.
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Luego, con la ecuaciéon 5 se obtuvo la concentracion final (CF) de colesterol y triglicéridos al multiplicar
las absorbancias correspondientes a muestras de colesterol o triglicéridos respectivamente, por el FD.
Absorbancia del estandar

Ec.4 FD = — - Ec.5 CF = Absorbancia colesterol o TG X FD [mg/dl]
Concentracion del estandar

3.8 Construccion de redes de interaccion in silico

Se utilizé el software Cytoscape v3.8.0 (94) para ejecutar un anadlisis exploratorio de posibles
interacciones entre los genes que codifican para los componentes de la via de STING y proteinas del
metabolismo lipidico. Se generd un listado de interés, donde se identificaron los genes que codifican
para las principales proteinas involucradas en el metabolismo lipidico de acuerdo con la literatura, junto
con estudios que han relacionado a STING con algunas de estas enzimas. Luego, se ingresd este listado
(Tabla 3) en la casilla de busqueda del plugin GENEMania (95) para las especies Mus musculus y Homo
sapiens por separado. Esta aplicacidn usa una gran base de datos de redes de interaccion funcional de
multiples organismos, usando un enfoque de culpabilidad por asociacién (85) y asi identifica los genes
mas relacionados con aquellos genes de consulta (Tabla 3). A partir de esto, se generaron redes con
nodos conectados mediante diferentes tipos de interacciones encontradas por el software.

Tabla 3. Listado de los genes utilizados en anadlisis de redes de interaccion, analisis de anotacién
funcional y la bisqueda de expresidn diferencial.

Identificador Identificador

) Proteina Nombre (descripcion)
raton humano
Tmem173 STING STING Proteina estimuladora de los genes de interferdn
Mb21d1 cGAS cGAS GMP-AMP sintasa ciclica

Irf3 IRF3 IRF3 Factor regulador del interferén 3

Nkap NFkB NFkB Factor nuclear kappa B

Thk1 TBK1 TBK1 Quinasa de unién a TANK 1
Ifnar1 IFNAR1 IFNAR1 Subunidad 1 del receptor de interferdn alfa y beta
Ifnar2 IFNAR2 IFNAR2 Subunidad 2 del receptor de interferdn alfa y beta
Ifna IFN alfa IFN alfa Interferdn alfa

Ifnb1 IFN beta IFN beta Interferdn beta 1
Acsle, ACSL ACSL Acil-CoA sintetasa
Gpat3 GPAT GPAT glicerol-3-fosfato acetil transferasa
Agpat AGPAT AGPAT Acil-3 fosfato aciltransferasa
Dgatl DGAT DGAT diacilglicerol aciltransferasa

Pepckly 2 PEPCK PEPCK Fosfoenol piruvato carboxiquinasa

Acly ACL ACL ATP- citrato liasa

Npcl NPC NPC NPC Transportador intracelular de colesterol 1
Acaca ACC ACC Acetil-Coa carboxilasa

Fasn FAS FAS Complejo multienzimatico acido graso sintasa
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3.9 Analisis de anotacion funcional

Se trabajé en la plataforma web DAVID v6.8 (https://david.ncifcrf.gov/tools.ijsp), para realizar una

identificacion de términos biolégicos enriquecidos, particularmente analisis de anotacién, visualizacidn
y descubrimiento integrado de términos GO (ontologia de genes) para el listado de genes de interés en
las especies Mus musculus y Homo sapiens. Se ingreso el listado exhibido en la Tabla 3 y se obtuvieron
clusters de asociacién de anotaciones funcionales agrupando genes inmunitarios y metabdlicos. Los

analisis estadisticos entregados por las herramientas de DAVID incluyen valor p para cada término GO.

3.10 Analisis in silico de la expresion diferencial de genes de la via de sefializacion de STING

Para llevar a cabo este analisis se realizé un trabajo computacional que permitiera la identificacion de
genes o vias moleculares que se expresan de forma diferencial (DE) en condiciones normales versus
obesidad, y en diferentes edades. Para esto, se utilizaron sets de datos (en adelante datasets)

transcriptomicos desde experimentos de secuenciacion de RNA (RNA-Seq).

3.10.1 Obtencidn de datasets de experimentos de RNA-Seq

Se realizd una busqueda de datasets con la herramienta Gene Expression Omnibus (GEO) de NCBI

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/) bajo los términos “Mus musculus/Homo sapiens (especie),

liver/adipose (tejidos), ageing-aging/obesity (condicién bioldgica)”. Luego, se obtuvieron las listas de

acceso SRA (Sequence Read Archive) (https://trace.ncbi.nlm.nih.gov/Traces/sra) mediante la

herramienta Run Selector de NCBI (https://trace.nchi.nlm.nih.gov/Traces/study/?go=home).

3.10.2 Analisis de datasets de RNA-Seq

Posterior a la obtencidn de los datasets, se subieron los archivos txt de las listas de acceso mediante la
herramienta Upload data en la plataforma de analisis de datos basada en web: Galaxy

(https://usegalaxy.org/). Aqui se analizaron los datasets de acuerdo con el protocolo “Reference-based

RNA-Seq data analysis (Galaxy Training Materials)” (96). Esto consistio en un perfilado de la expresiéon
génica de un listado de genes de interés, que incluye aquellos que codifican para los componentes de
la via de sefializacion de STING, y aquellos que codifican para enzimas del metabolismo lipidico (Tabla
3). Luego, se compard entre las condiciones normales o de control versus tratamientos o alteraciones,

segln correspondiera el caso, siguiendo un flujo de trabajo que se muestra en la Figura 15.
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Figura 15. Flujo del trabajo computacional realizado para analisis de expresion diferencial de genes de datasets
de experimentos de RNA-Seq. Se consulto la base de datos NCBI con las herramientas GEO, SRA y Run selector
para obtener las tablas y listas de acceso SRARun (1), luego se cargaron los datos en el servidor publico Galaxy (2)
donde se efectuaron las etapas 3 a 5. Se ejecuto la etapa de mapeo (3) mediante la herramienta RNA STAR v2.7.8.
a Galaxy y se generd un archivo BAM que luego fue utilizado como input para realizar el recuento de lecturas por
gen anotado (4) mediante la herramienta Feature Counts v2.0.1 Galaxy. Posterior a eso, se llevé a cabo el anélisis
de expresion diferencial de genes a través del paquete estadistico DESeq2 v2.11.40.6+galaxyl con el reporte de
datos generado en la etapa 4 como input. A su vez, se realizaron controles de calidad iterativos con la herramienta
MultiQC entre cada etapa. Creado en https://app.diagrams.net/.

3.11 Anadlisis estadistico y construccidon de graficos

La construccion de graficos y los distintos andlisis estadisticos se ejecutaron en el software GraphPad
PRISM v8.0. Para significancia entre grupos de datos se usé ANOVA de una via, ANOVA de dos vias, Test
de chi cuadrado y T-test de dos colas sin emparejar segun correspondiera. Todos los valores fueron
expresados en media * error estandar de la media (SEM). Para aquellos datos con valor p mayores a
0,05 se consideraron no significativos (ns), mientras que los valores iguales o inferiores a 0,05 se

consideraron significativos, a saber: *p < 0,05, **p < 0,01, ***p <0,0001.
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4. PRESENTACION Y ANALISIS DE RESULTADOS

4.1 Diferencias de peso corporal en presencia y ausencia de la proteina STING. Los ratones

STINGKO presentaron mayor peso corporal que los WT en todas las edades evaluadas

En primer lugar, se decidid evaluar el peso corporal entre los ratones WT y STINGKO machos a
diferentes edades con la finalidad de conocer si existian diferencias entre estos a las distintas edades
analizadas. Para ello, los ratones fueron pesados vivos a edades jévenes (1 a 3 meses), adultos (12 a 15
meses) y envejecidos (21 a 24 meses). Se observé que los ratones WT pesaron alrededor de los 30, 35
y 35 g en las etapas juveniles, adultas y envejecidas respectivamente (Figura 16 a-c), mientras que los
ratones STINGKO pesaron alrededor de 35, 45 y 50 g en estas mismas etapas respectivamente (Figura
16 a-c). Es decir, los ratones STINGKO pesaron, 5, 10 y 15 gramos mas que los WT en las etapas jovenes,
adultas y viejas respectivamente. Basados en estos resultados se puede decir que los ratones STINGKO
presentan un mayor peso corporal que los ratones WT a todas las edades estudiadas y esta diferencia

aumenta con la edad (Figura 16).
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Figura 16. Diferencias de peso corporal en presencia y ausencia de la proteina STING. Los ratones STINGKO
presentaron mayor peso corporal que los WT en todas las edades evaluadas. En a-c se muestra el peso corporal
en gramos (eje y) para ratones WT y STINGKO jévenes (3-4 meses), adultos (12-15 meses) y envejecidos (22-24
meses). En d se muestra una imagen representativa para comparar el tamafio y volumen corporal observado en
ratones WT y STINGKO envejecidos. Todos los valores expresados como media + SEM. T-test de dos colas no
emparejado, ns: p > 0.05, significativo para: *p <0.05, **p <0.01, *** p <0.001.
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4.2 Ladiferencia de peso corporal observada entre los ratones WT y STINGKO no esta asociada a

una mayor ingesta de alimento por parte de los STINGKO

Dado el resultado anterior, se quiso indagar si la causa de la diferencia de peso entre los ratones WTy
STINGKO se debia a una mayor ingesta de alimento. Es por esto que se monitored el peso corporal y la
ingesta de alimento de los mismos grupos experimentales (Tabla 2), durante 1 mes y medio. Los
resultados de este seguimiento arrojaron un consumo de alimento similar entre ratones WT y STINGKO
a todas las edades evaluadas (Figura 17 a-c). Los valores obtenidos respecto al peso corporal indican
que entre WT y STINGKO hay diferencias considerables en el peso (similar a lo observado en la Figura
16), es decir, una diferencia de peso estadisticamente significativa de 10 gramos en promedio en etapas
juveniles y adultas, mientras que en etapas envejecidas se encontrd una diferencia de 15 gramos
(Figura 17 d-f). Por lo tanto, tomando en consideracion los resultados de este monitoreo, la diferencia
de peso corporal observada entre ratones WT y STINGKO no esta asociada a una mayor ingesta de

alimento a las diferentes edades evaluadas (Figura 17).

as Jévenes b Adultos c Envejecidos
\g 60 60 ns 60 ns
1= ns —_ —
< 0 —
g ° 50+ 501
£ T -
© 407 30 30-
(]
N — i
o .
20 20
£ 204
S 20
[%2)
S 10— T T T T 10— T T T T 10— T T T T
(®) 1 2 3 4 5 1 2 3 4 5 1 2 3 4 5
Tiempo (semanas) Tiempo (semanas) Tiempo (semanas)
- WT —+ STINGKO - WT -+ STINGKO - WT —+ STINGKO
d Jovenes e Adultos f Envejecidos
@ 604 601 601
*kk *kk *k*k *kk *kk
© 50- 50 Kkk KKk KRk kKK KKK 50
S B S T
8 40- *kk  kkk *% *% *% 40- 104
o
o 33— F—F—34 E—i—H—i
O 304 304 30+ % 3%,
n - 5 & — 5
[}
D- 20 T 1 T 1 T 20 T T T T T 20 1 T T T T
1 2 3 4 5 1 2 3 4 5 1 2 3 4 5
Tiempo (semanas) Tiempo (semanas) Tiempo (semanas)

Figura 17. La diferencia de peso observada entre los ratones STINGKO y WT no esta asociada a una mayor
ingesta de alimento. En a-c se muestra el consumo de alimento en gramos (eje y) y el tiempo de seguimiento en
semanas (eje x), para ratones WT y STINGKO jévenes (3-4 meses), adultos (12-15 meses) y envejecidos (22-24
meses). En d-f se muestra el peso corporal en gramos para los mismos grupos descritos. Todos los valores
expresados como media + SEM. ANOVA de dos vias, ns: p > 0.05, significativo para: *p <0.05, **p <0.01, *** p <
0.001.
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4.3 Los ratones WT y STINGKO no presentaron diferencias en la capacidad de movilizarse

Puesto que en ausencia de la proteina STING se manifiesta un mayor peso corporal en todas las etapas,
pero que no se debe a un mayor consumo de alimento, se quiso evaluar si estos ratones son mas
sedentarios que los WT. Es por esto que se realizd la prueba de Campo Abierto (OFT), la cual permite
someter a los ratones a un ejercicio no forzado dentro de un area determinada y monitorear su
actividad fisica general, durante 10 min. A partir de ello, se determind la distancia total recorrida como
un referente a ausencia o presencia de conductas sedentarias que podrian presentarse durante el

tiempo que contempla el test (Figura 18) (90,97).

Se encontrd que tanto los ratones WT como los STINGKO a todas las edades medidas recorrieron
distancias similares dentro del Campo Abierto durante los 10 min de prueba, sin diferencias
estadisticamente significativas. Para el grupo de ratones jovenes se determind que los WT recorren
30,6 metros y STINGKO recorren 27,4 metros en promedio (Figura 18 a). En el grupo de los adultos se
recorrieron 16,1 y 12,1 metros por los ratones WT y STINGKO respectivamente (Figura 18 b).
Finalmente, en el grupo de ratones envejecidos los WT recorrieron 14,2 y los STINGKO 16,2 metros de
distancia (Figura 18 c). Esto sugiere entonces, que a pesar del mayor peso corporal de los ratones
carentes de la proteina STING, no hubo conductas sedentarias, ya que, la distancia recorrida es similar
que la de los ratones silvestres. Por lo tanto, el mayor peso corporal observado en los STINGKO no se

debe a un mayor consumo de alimento o a un mayor sedentarismo (Figuras 17 y 18).
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Figura 18. Los ratones WT y STINGKO no presentaron diferencias en su capacidad de movilizarse. Distancia
recorrida en metros que exploraron los ratones jovenes (1-4 meses), adultos (12-15 meses) y envejecidos (21-24
meses) durante la prueba de Campo Abierto. Todos los valores expresados como media + SEM. T-test de dos colas
no emparejado, ns: p > 0.05, *p <0.05, **p <0.01, *** p <0.001.
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4.4 Los ratones STINGKO demostraron menor fuerza y mayor fatiga que los WT a todas edades

evaluadas

Dados los resultados del peso corporal e ingesta de alimento, se quiso evaluar si este exceso de peso
corporal estuviera asociado a una diferencia en la masa muscular y/o la capacidad muscular global, ya
que, se ha reportado que la obesidad tanto induce alteraciones en el musculo esquelético que resultan
en una disminucién de la fuerza y potencia relativa, como también aumento en la fatiga voluntaria
prematura en humanos y modelos animales obesos (28). Por este motivo, se realizd la prueba de
suspension, que sirve para evaluar la funcién muscular global y la fatiga en roedores (92). En este
ensayo se encontrd que los ratones WT presentaron un mejor rendimiento para sostener su propio

peso que los STINGKO en todas las edades medidas (Figura 19).

A edades juveniles, los ratones STINGKO presentaron una latencia a caer mas temprana que los WT al
pasar los 100 segundos (Figura 19 A). En edades adultas, se observa una reduccion significativa de la
latencia a caer en los ratones STINGKO desde el inicio de la prueba, alcanzando las caidas maximas
permitidas antes del tiempo maximo de prueba (Figura 19 B). Por ultimo, en edades envejecidas, se
observa una latencia similar entre ratones WT y STINGKO, sin embargo, estos Ultimos nuevamente
alcanzan sus caidas maximas antes del tiempo maximo que dura la prueba (Figura 19 C). Estos
resultados indican que los ratones STINGKO presentan una fatiga prematura comparados con los WT,
esto permite deducir que el incremento de peso corporal de estos ratones KO, no se debe a un
incremento en la masa y capacidad muscular y que probablemente el exceso de peso se pueda deber

a un incremento en grasa corporal acumulada (92).

A Jovenes B. Adultos C Envejecidos

© 100 © 100 @ 100

o T T — WT
£ £ p<0,0001 g p<0,0001 — STINGKO
c p=0,007 c c

O 5 0 5 0 5

0 0 1}

© © @

3 1 3

e et e

c c c

S S S

o o o o4 T T T o o T T T T

T T 1 T 1
30 60 90 120 150 180 30 60 90 120 150 180 30 60 90 120 150 180
Tiempo (seq) Tiempo (segq) Tiempo (seg)

o
o

o -

Figura 19. Los ratones STINGKO demostraron menor fuerza y mayor fatiga que los WT a todas edades evaluadas
Mediciones de fuerza muscular de las extremidades anteriores para ratones jévenes (A)(1-4 meses), adultos
(B)(12-15 meses) y envejecidos (C)(21-24 meses) durante la prueba de suspensién. Puntuaciones medias (de 100
a 0) y latencia a caer en segundos. Todos los valores expresados como media + SEM. Test de Chi cuadrado, ns: p
>0.05, *p <0.05, **p <0.01, *** p <0.001.
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4.5 Los ratones STINGKO presentaron una mayor area corporal de contenido adiposo que los WT

Para conocer la causa de la diferencia de peso corporal entre los ratones STINGKO y WT, se quiso
indagar si este se debia a una mayor acumulacion de grasa abdominal. Para ello, se pesdé y midid la
grasa (Figura 20 b) de cada grupo experimental como se describié en la metodologia y se encontré que
los ratones WT presentaron un tejido adiposo de menor area que los STINGKO (Figura 20). En edades
juveniles se ve una tendencia al aumento del area del tejido adiposo comparado con los WT (Figura 20
C), sin embargo, no se observd una diferencia estadisticamente significativa. En el caso de ratones
adultos y envejecidos, se vio que el grupo STINGKO presenté una mayor drea de tejido adiposo
abdominal comparado con los WT; esta diferencia fue un 13,5% mayor significativamente (Figura 20 D
y E). Estos resultados sugieren que la obesidad observada en los ratones STINGKO se debe al aumento
del TA producto de una mayor acumulacién de las grasas en este tejido en edades adultas y envejecidas

(Figura 20).
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Figura 20. Los ratones STINGKO presentaron una mayor area corporal de contenido adiposo que los WT. Se
muestra una vista posterior de ratédn STINGKO obeso (A) y una vista anterior disectada del mismo (B) a modo
indicativo del tejido analizado (sefialado con flechas rojas). En C-E se muestra una relacién entre el peso del TA
con su ancho y largo, normalizado al peso corporal de ratones WT y STINGKO jovenes (1 a 4 meses), adultos (12
a 15 meses) y envejecidos (21 a 24 meses) de meses de edad. Todos los valores expresados como media + SEM.
T-test de dos colas no emparejado ns: p > 0.05, *p <0.05, **p <0.01, *** p <0.001.
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4.6 Los ratones STINGKO presentan esteatosis a edades adultas y envejecidas

En vista de que durante la obesidad se manifiestan alteraciones como la esteatosis hepatica no
alcohdlica (36,37), se quiso analizar histoldgicamente el tejido hepdtico y conocer si existia una
acumulacién de grasas diferencial entre los ratones WT y STINGKO a distintas edades. Las imagenes de
histologia obtenidas mostraron una menor acumulacidn de grasas en el higado de ratones WT en
comparacion a los STINGKO (Figura 21 A-C vs D-F). Se obtuvieron puntajes de esteatosis 0 en los higados
de ratones WT a toda edad y STINGKO jovenes (Figura 21 A-Cy D, 1-3), mientras que para los STINGKO
juveniles y envejecidos se obtuvieron puntajes promedio de 1,66 y 2,66 respectivamente (Figura 21 E

y F, 2y 3), presentando una diferencia 2 veces mayor a los WT.
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Figura 21. Los ratones STINGKO presentan esteatosis a edades adultas y envejecidas. Imagenes representativas
de secciones de higado tefiidas con hematoxilina eosina para evaluacion de esteatosis. Muestras de ratones WT
(superior) y STINGKO (inferior). Jovenes (1 a 4 meses)(A y D), adultos (12 a 15 meses)(B y E) y envejecidos (21 a
24 meses)(Cy F). Puntajes de esteatosis para jovenes (1), adultos (2) y envejecidos (3). Imagenes tomadas al 40X,
inclusiones de grasa en flechas negras. Todos los valores expresados como media + SEM. T-test de dos colas no
emparejado, ns: p > 0.05, *p £ 0.05, **p <0.01, *** p <0.001.
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Tomando en cuenta los resultados de los parametros histolégicos comparados, se puede deducir que
la obesidad observada en los ratones STINGKO se explicaria por una mayor acumulacion de grasas tanto

en el TA como el tejido hepdatico de ratones STINGKO (Figuras 20-21).

4.7 Los ratones STINGKO presentaron un incremento en la concentracion circulante de colesterol

y triglicéridos durante todas las etapas de su vida

Dos parametros bioquimicos clinicos que son intimamente asociados y rutinariamente determinados
durante desordenes metabdlicos como la obesidad, son el colesterol y los triglicéridos (88,98,99). Dado
el fenotipo observado en los ratones STINGKO, quisimos conocer si junto con el peso corporal

aumentado, los niveles de estos pardmetros bioquimicos podrian también estar alterados.

En las mediciones realizadas no se presentaron diferencias en los niveles de glucosa circulante (mg/dl)
entre ratones WT y STINGKO en ninguna de las edades medidas (Figura 22 a-c). Sin embargo, los ratones
WT presentaron niveles de triglicéridos alrededor de 175, 150 y 160 mg/dl en edades jovenes, adultas
y envejecidas respectivamente (Figura 22 d-f). Contrario a los observado en ratones WT, los ratones
STINGKO presentaron alrededor de 200, 225 y 225 mg/dl en las mismas edades respectivamente
(Figura 22 d-f). Es decir, se observd un aumento significativo de 25, 75 y 75 mg/d| para cada edad
respectiva. Asi mismo, los niveles de colesterol total encontrados para los ratones WT fueron alrededor
de 70, 80 y 60 mg/dl para edades jovenes, adultas y envejecidas respectivamente (Figura 22 g-i).
Mientras que los ratones STINGKO presentaron 140, 150 y 150 mg/dl en las mismas edades respectivas
(Figura 22 g-i). Las diferencias significativas en este caso fueron de 50,70 y 70 mg/d| para cada edad

respectiva.

En conjunto, los resultados del monitoreo de peso corporal, los andlisis histolégicos de tejido adiposo
y hepatico, junto con las mediciones de colesterol y triglicéridos, sugieren que la proteina STING estaria
asociada al metabolismo lipidico durante toda la vida, modulando la acumulacién de las grasas y/o su

utilizacion energética en los tejidos metabdlicos como el tejido adiposo y hepatico (3,7,52).
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Figura 22. Los ratones STINGKO presentaron un incremento en la concentracion circulante de colesterol y
triglicéridos durante todas las etapas de su vida. La concentracion de glucosa (a-c), triglicéridos (d-f) y colesterol
(g-i) en mg/dl para ratones WT y STINGKO. Jévenes (1-4 meses), adultos (12-15 meses) y envejecidos (21-24
meses). Todos los valores expresados como media + SEM. T-test de dos colas no emparejado ns: p > 0.05, *p <
0.05, **p <0.01, *** p <0.001.
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4.8 Se encontraron interacciones predictivas entre STING y proteinas relacionadas con el

metabolismo lipidico, en ratén y humano

Considerando que los resultados obtenidos sugieren la participacidon de STING en el almacenamiento
de grasas, se realizd un analisis exploratorio de redes de interaccién molecular para intentar dilucidar
la interaccion que podria tener STING con otras proteinas y/o vias de sefializaciéon asociadas al
metabolismo energético y que pudieran dar luces del mecanismo posible que explique los resultados

obtenidos en este trabajo.

Se generaron dos redes de interaccién molecular teniendo como entrada el listado de genes de la Tabla
3, una para ratén y otra para humano (Figura 23 Ay B). Las potenciales interacciones se obtuvieron a
través de analisis computacionales integrados en grandes bases de datos como IntAct (Molecular
Interaction Database) (100), 2ID (Integrated Interactions Database) (101) que entregan predicciones
basandose en “Text mining” de literatura o datos subidos directamente por investigadores o
instituciones de investigacion. Se tienen en consideracion dominios de proteina, co-expresién de genes

y términos de ontologia de genes (GO).

La red generada para ratén contiene 35 nodos con 120 conexiones encontradas. De estas 120
conexiones posibles, STING no mostrd una interaccién fisica con ningin gen asociado al metabolismo
lipidico. Sin embargo, si se logré distinguir una interaccidn de tipo predictiva con un nodo vecino que
corresponde a Npcl, gen que codifica para la proteina Transportadora de colesterol intracelular NPC1
(Figura 23 A), que cumple una funcién crucial en el trafico intracelular del colesterol (102). Una
mutacion en cualquiera de las dos proteinas lisosomales NPC1 o NPC2, provoca acumulacién del
colesterol y otros lipidos en los lisosomas de todas las células del organismo dando lugar a la

enfermedad de Niemann-Pick C, una enfermedad de almacenamiento lisosémico (103).

En la red generada para humano, se encontraron 36 nodos y 127 conexiones, donde se vio que el
resultado encontrado para raton con respecto a STING y a NPC1 se repitid, sin embargo, en este caso
se informd una interaccion fisica entre ambos genes (Figura 23 B). A pesar de haber encontrado que
STING estaria interactuando con una proteina del metabolismo lipidico no se especifica en la red de
ratdn que origen tiene la predicciéon para dicha interaccidon. Por el contrario, la red de humano

considerd como fisica la interaccion entre STING y NPC1.
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Lo interesante de estos resultados es que tanto STING como NPC1 son proteinas que participan de
procesos que involucran a los lisosomas (104), los cuales son organulos degradativos y metabdlicos
centrales en las células (105,106). Ambos genes se ubican en el cromosoma 18 en ratén, Npcl tiene su
locus en la primera banda del brazo largo (18 q11-g12), y Tmem173 tiene su locus en la segunda banda
del brazo largo (18Qal1) (107,108). Ademas, ambas proteinas residen en el RE y poseen dominios

transmembrana (103,109).

Otra perspectiva interesante es que, un analisis de anotaciones funcionales para el listado de genes de
interés de la Tabla 3 generé 3 clusters de anotaciones, tanto para ratén como humano donde, fue
posible agrupar a STING con enzimas del metabolismo lipidico (Material suplementario 9.1). Estos
clusters reciben las siguientes denominaciones de acuerdo con las asociaciones gen-término
correspondiente reportadas: 1) Metabolismo lipidico global y mitocondria, 2) Actividad transferasa y
de binding y 3) Localizacion intracelular: RE, Membranas y dominios transmembranas (Material

suplementario 9.1, Tabla 4).

Estos resultados permiten por una parte acotar la busqueda de interacciones entre STING y el
metabolismo al relacionarlo directamente con una de las proteinas de interés (NPC1). También, las
anotaciones funcionales encontradas para los genes de interés sugieren el contexto biolégico en el cual
se estarian dando estas interacciones. Esto debido a que en el caso de STING y NPC1 se agruparon en
el cluster 3 de términos GO asociados a localizacién celular, como por ejemplo citosol, membrana y
reticulo endoplasmatico (Tabla 4). De esta manera también se pudo agrupar a los genes inmunitarios y
metabdlicos de interés en el cluster 1y 2 (Tabla 4), cuyos términos GO compartidos estan asociados a
actividad transferasa y de unién a nucledtidos (ATP) y lo mas novedoso, términos GO referentes al
metabolismo y biosintesis de lipidos, respectivamente. Todo esto permite inferir que STING estaria
participando junto a las enzimas del metabolismo lipidico bajo los mismos contextos bioldgicos y
estarian relacionados en la red bioldgica de los organismos Mus musculus y Homo sapiens, lo cual,
refuerza la premisa de que STING estaria participando en procesos metabdlicos de una manera no

descrita hasta el momento.
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Figura 23. Red de interaccion de genes que codifican para las proteinas que participan en la via de sefalizacion
de STING y en el metabolismo de los lipidos. A) red de interaccién generada para ratdn, B) red de interaccion
generada para humano. En negro se muestran los nodos de genes consultados y en gris aquellos mas relacionados
a ellos segun la busqueda, en amarillo se resalté a STING y a NPC1. Los tipos de conexiones se muestran a un
costado de la figura para mejor entendimiento visual. Estas son: interacciones fisicas (rojo), vias de sefializacion
(celeste), co-expresidn (lila), co-localizacidn (azul) y predichas (mostaza).
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4.9 El gen Tmem173 se expresa mayormente en células de la FEV en comparacion con adipocitos,

en el tejido adiposo de ratones jovenes

Dado que se ha documentado la expresion de STING en diferentes células inmunes que componen los
tejidos metabdlicos, no se ha determinado hasta nuestro conocimiento, qué tipo celular tiene una
mayor o menor expresiéon del gen Tmem173 que codifica para STING. Para esto, se realizd un andlisis
in silico de la expresién de Sting en adipocitos y en la fraccidon estromal vascular de ratones de 2 meses
de edad. En primer lugar, se obtuvo el recuento de lecturas (Counts) para cada gen a partir de los
archivos BAM del dataset utilizado. A partir de la normalizacién de estos Counts, se determinaron los
valores Fold change log, (FC) para determinar la expresion diferencial de STING por tipo celular. Se
determind un valor FC de 0,240 en células de la FEV y un valor FC de 0,150 en adipocitos de las muestras
analizadas, indicando que los ratones de 2 meses de edad expresan mayores niveles de STING en la FEV
en comparacion con los adipocitos (Figura 24).

Log, (Fold Change)
0.25-

0.204

0.154

0.104

0.05+

0.00-

T
Adipocitos FEV

Figura 24. El gen Tmem173 se expresa mayormente en células de la Fraccién Estromal Vascular en comparacion
con adipocitos. Valores de expresidon en Log2 (Fold Change) asignados para el gen Tmem173 en células de la
fraccion estromal vascular (FEV) (rojo) y adipocitos (gris). Valores obtenidos mediante paquete estadistico
DESeq2.

4.10 El gen Tmem173 se encuentra menormente expresado en tejido adiposo de ratones con

obesidad inducida por dieta

Se siguid un flujo de trabajo computacional (Figura 15) para determinar los niveles de expresién de los
genes que codifican para las proteinas de la via de sefializacién de STING en condiciones control versus

obesidad, y ademas en edades jévenes versus envejecidas.
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Se obtuvo el recuento de las lecturas (Counts) a partir de archivos BAM del dataset utilizado para cada
gen de interés (Tabla 3) (Figura 25 a). A partir de estos de Counts se determind la expresion diferencial,
encontrando una expresion disminuida del gen Tmem173, con un Fold Change (FC) de -0,129 en el
tejido adiposo de ratones macho con obesidad inducida por una dieta alta en grasas y no asi en el tejido
adiposo de ratones control (Figura 25 by c). Asi mismo, se expresan Tbk1, Ifnar2 y Mb21d1 con FC de -
0,018, -0101 y -0,139 respectivamente. Por el contrario, se encontré que NfkB, Ifnarl e Irf3 se sobre-
expresan en el tejido adiposo de ratones obesos con FC de 0,023, 0,034 y 0,115 respectivamente . Por

otra parte, no se detectd expresion de IFN-a e IFN-Ben este dataset (Figura 25).

4.11 El gen Tmem173 se encuentra menormente expresado en el tejido adiposo de ratones

envejecidos

Para un segundo dataset de ratén, también se obtuvo una expresiéon disminuida del gen Tmem173 con
un Fold Change (FC) de -0,200 en el tejido adiposo de ratones envejecidos (21 meses) y no asi en el
tejido adiposo de ratones jovenes (3 meses) (Figura 26 b). Asi mismo, se expresan Tbk1, Ifnar2 y
Mb21d1 con FC de -0,028, -0110 y -0,139 respectivamente. Por el contrario, se encontré que NfkB,
Ifnarl e Irf3 se sobre-expresan en el tejido adiposo de ratones envejecidos con FC de 0,030, 0,034 y
0,120 respectivamente. En este dataset tampoco fue posible detectar expresion de Interferones alfa'y

beta (Figura 26 b).

4.12 El gen Tmem173 tiene una expresion reducida en tejido hepatico de ratones envejecidos

Para este dataset, se determind una expresion disminuida del gen Tmem173 con un FC de -0,013 en el
tejido hepatico de ratones envejecidos y no asi en el tejido adiposo de ratones jovenes (Figura 27). De
igual manera se expresan NfkB (Nkap en este dataset), Ifnar2 y Tbk1 con FC de -0,025, -0,082 y -0,349
respectivamente (Figura 27 b y c). Tampoco fue posible detectar expresion de interferén alfa en este
dataset, por otra parte, se entré que los genes Ifnb1, Ifnarl, Irf3 y Mb21d1 tienen una sobre-expresion
en el tejido hepatico de ratones envejecidos con FC de 0,017; 0,025; 0,186 y 0,191 respectivamente
(Figura 27 b y c). Adicionalmente, se obtuvieron resultados similares a los observados en los datasets
de raton, para datasets humanos (Valores FC obtenidos en material suplementario 9.2). Es por ello que

las siguientes figuras exhiben los resultados Unicamente de datasets de ratdn (Figuras 25 a 27).
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Figura 25. El gen Tmem173 se encuentra menormente expresado en tejido adiposo de ratones con obesidad
inducida por dieta. En A se muestra el nimero de lecturas (Counts) que la herramienta FeatureCounts le asigno
a cada gen de interés dentro del dataset, a partir de los archivos BAM de este dataset. En B se muestran los
valores Log2 (Fold Change) p>0,005 obtenidos a partir de la normalizacién ejecutada por el paquete estadistico
DESeq2.
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Figura 26. El gen Tmem173 se encuentra menormente expresado en el tejido adiposo de ratones envejecidos.
En A se muestra el nimero de lecturas (Counts) que la herramienta FeatureCounts le asigné a cada gen de interés
dentro del dataset, a partir de los archivos BAM de este dataset. En B se muestran los valores Log2 (Fold Change)
p>0,005 obtenidos a partir de la normalizacién ejecutada por el paquete estadistico DESeq?2.
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Figura 27. El gen Tmem173 tiene una expresion reducida en tejido hepatico de ratones envejecidos. En A se
muestra el nimero de lecturas (Counts) que la herramienta FeatureCounts le asigné a cada gen de interés dentro
del dataset, a partir de los archivos BAM de este dataset. En B se muestran los valores Log2 (Fold Change) p>0,005
obtenidos a partir de la normalizacién ejecutada por el paquete estadistico DESeq?2.

Estos resultados de expresion diferencial en ratén dan cuenta a una expresion con regulacion a la baja
(down-regulated) del gen Tmem173 tanto en tejido adiposo como tejido hepatico, en obesidad y a
mayor edad. Asi mismo, al analizar la expresién de Tmem173 junto con Npcl en estos tejidos, se
encontrd que esta expresion fue compartida bajo las mismas condiciones (Figuras 25 a 27), reforzando

la potencial interaccidén directa entre STING y NPC1 encontrada en las redes de la Figura 23. .
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5. DISCUSION

La obesidad es un problema de salud publica en la sociedad moderna que debe abordarse con urgencia,
siendo una de las principales causantes, la ingesta excesiva de nutrientes que excede el gasto
energético (3,6). Con el tiempo, se han desarrollado multiples estrategias terapéuticas con el propdsito
de prevenir o revertir este problema de salud, ya que pese a ser tratable en la mayoria de los casos, es
responsable de 4,7 millones de muertes prematuras anuales en casi todo el mundo (3,10,12). Uno de
los enfoques para abordar esta enfermedad es la intervencién farmacolégica de moléculas o sus vias
de seializacion asociadas a la fisiopatologia de la obesidad, es por esto que surge la oportunidad de
indagar en algunas de ellas (23). En este trabajo, se evalud la contribucion de la proteina STING en el
metabolismo lipidico. Para lo cual se usaron ratones STINGKO (Full KO) de JAX®MICE&SERVICES (cddigo

025805) nulos para la proteina STING en todos los tejidos y en todas las etapas del desarrollo (110).

Al comparar los pesos corporales de ratones WT frente a STINGKO se encontrd que estos Ultimos pesan
entre 10 a 15 gramos promedio mas que los WT (Figuras 16 y 17), alcanzando valores por sobre la
media establecida para ratones WT adultos (111,112). Esta diferencia se logré apreciar en todos los
grupos etarios evaluados en la medicién de peso Unico junto con peso e ingesta de alimento realizada
durante un mes y medio consecutivo (Figura 17). Este resultado discrepa de lo descrito en la literatura
ya que se ha mencionado que la activacion de esta via promueve la obesidad y el desarrollo de algunas
enfermedades metabdlicas. Por el contrario, se ha descrito que al suprimir a STING (ratones STINGKO
Gt/Gt (Jaxmice) se genera una proteccion frente la obesidad y disminuye el peso corporal

(71,76,77,113).

Ahora bien, las conductas sedentarias se correlacionan estrechamente con el desarrollo de la obesidad,
por eso en este trabajo se considerd el sedentarismo como un parametro importante a evaluar como
explicacion al incremento de peso observado en los ratones STINGKO (26,27). La prueba de Campo
Abierto es un ensayo que evalla principalmente la conducta de los roedores, pero también la actividad
locomotoray la falta de ella, en un ambiente de ejercicio libre (114—116). Los resultados de esta prueba
sugieren que el incremento de peso en los ratones STINGKO no se debe a una disminucion de la
actividad locomotora, ya que, recorren las mismas distancias que los WT, lo cual también se puede
interpretar como una ausencia de conductas sedentarias (Figura 18) (117). Esto concuerda con otro
estudio donde se midi6 la distancia recorrida entre ratones WT y STINGKO, sin embargo, es necesario
mencionar que en este estudio el KO utilizado fue el raton STING fl/fl (Jaxmice), diferente al utilizado

en esta tesis y se uso para conocer la contribucién de la proteina STING en el desarrollo cerebral (118).
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Otro factor a considerar en el desarrollo de la obesidad es la disfuncién muscular global que se ha
reportado durante la Ultima década en humanos obesos y en modelos animales inducidos con High Fat
Diet (HFD) (28). Es por esto que en este trabajo se realizé la prueba de suspension, el cual es un ensayo
estandarizado, y ampliamente descrito que permite evaluar la funcién muscular global y la fatiga en
roedores (92,119). Se encontré que los ratones WT presentaron un rendimiento mejor en comparacion
a los STINGKO, reflejado en su capacidad de mantenerse suspendidos por el tiempo total de la prueba,
a diferencia de los ratones STINGKO, que se fatigan rapidamente y caen en un periodo de tiempo
mucho menor (Figura 18). A pesar de que no se tienen reportes de estudios previos donde ratones
STINGKO ejecutaran esta prueba, los resultados sugieren que el incremento de peso en estos animales
no se deberia a una diferencia de mayor masa muscular, y el desempefio podria estar influenciado por
el incremento de peso corporal y la pérdida progresiva natural de la fuerza a edades mads avanzadas
como ocurre en humanos, la cual, se caracteriza por una pérdida involuntaria de masa muscular

esquelética que contribuyen a la discapacidad y pérdida de la independencia del individuo (28,120).

La acumulacién de una cantidad excesiva de grasa corporal induce una diversidad de anomalias que
afectan el metabolismo de los lipidos y la glucosa principalmente, dando origen a enfermedades como
la resistencia a la insulina, dislipidemias (concentraciones altas de TG y colesterol plasmaticos),
enfermedad del higado graso no alcohdlico (NAFLD), prediabetes y diabetes tipo 2 (88,121). Estas
anomalias pueden ser detectadas a través de pruebas rutinarias para determinar si los niveles de
ciertos parametros bioquimicos pertenecen a rangos normales o alterados (96,97). Es asi como el
incremento de peso observado en este trabajo, sumado al aumento en los parametros bioquimicos de
colesterol vy triglicéridos, los andlisis de tejido adiposo y la evaluacién histolégica del tejido hepatico,
documentan que estos ratones STINGKO presentan una acumulacion excesiva de grasas (considerado

como un estado de obesidad) (Figuras 16 y 17,20 a 22) (111,112).

Por otra parte, la obesidad influencia tanto la acciéon de insulina como la funcién de las células
pancreaticas (121). Una disminucidn de la funcidn de las células B provoca un descenso progresivo del
control glucémico, dada la disfuncidén en la secrecion adecuada de insulina, lo que da lugar a la
prediabetes y en ultima instancia, a la diabetes de tipo 2 (122,123). Esto genera un aumento tanto en
la glucemia en ayunasy la glucemia posprandial (nivel de glucosa en sangre tras la ingesta de alimento)
(121). Dados estos antecedentes se esperaba que los niveles de glucosa circulante estuvieran mas altos

en los ratones STINGKO, sin embargo, no se encontraron diferencias significativas (Figura 22 a-c).
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Lo anterior podria deberse a que en este estudio se obtuvo un valor de glucosa basal, que por lo general
presenta valores normales en pacientes obesos (121), y no se realizdé una medicion mas completa a
diferentes intervalos de tiempo previo y posterior a la ingesta de alimento. Es por esto que en un futuro
seria ideal realizar mediciones de glicemia en ayunas y postprandial, como también, medir la curva de
insulina para asegurar si existen diferencias entre los ratones WT y STINGKO. Este resultado contradice
el estudio de Yongsheng Yu y cols. donde se encontré una mayor concentracion de glucosa circulante
en ratones STINGKO. Sin embargo, en este estudio utilizaron ratones STINGKO ¢/¢t (Golden ticket), los
cuales expresan a STING, pero esta proteina carece del motivo que permite la unién de la proteina a
TBK1, y por lo tanto, no realiza la sefalizacidn rio abajo, a diferencia de nuestro KO, en el que la proteina

STING estd completamente ausente (77,124).

En este trabajo se evidencid que los ratones STINGKO muestran una obesidad espontanea no inducida
ya sea, por mayor ingesta de alimento, o por la utilizacién de férmulas dietarias altas en grasas. Estos
son parametros relevantes de destacar, ya que, los animales WT y STINGKO usados en este estudio
fueron alimentados siempre con la formula dietaria estandar del bioterio, compuesta por un 26,126%
proteina, contenido graso de 14,377% y carbohidratos 59,497% (125). Mientras que en estudios en los
gue han vinculado a la proteina STING con obesidad o metabolismo, han utilizado formulas dietarias
altas en grasas HFD con un 45 o0 60% de contenido graso para inducir obesidad o han utilizado modelos
de raton obesos como el ob/ob por ejemplo (76,126,127). También es necesario tener en cuenta que
en la literatura, se induce la obesidad en etapas juveniles del desarrollo animal, desde las 8 semanas
hasta edades adultas de 6 meses de vida aproximadamente (76,126). En cambio, en este estudio se
usaron rangos de edades que van desde las juveniles de entre 1 a 4 meses, adultos entre 12 y 15 meses

y envejecidos de entre 20 a 24 meses (Tabla 3).

Otro aspecto que necesita abordarse es la diversidad de ratones STINGKO que se usa en la literatura,
siendo el STINGKO ©¥¢t (Golden ticket), el mayormente utilizado hasta el momento, los cuales tienen
un alelo mutante sin sentido 1199N del gen Sting, que expresa la proteina STING, pero la cual no es
funcional (124). En estos animales se ha reportado que la pérdida de STING es beneficiosa para los
ratones, ya que, esta pérdida de funcidn de STING, protege frente al incremento de peso corporal y
reduce parametros metabdlicos principales como la glucosa, colesterol y triglicéridos (77,127).
También existen ratones STINGKO obtenidos mediante herramientas de modificacion génica como
Crispr-Cas9 y CreLoxp (126), en los cuales, los resultados también se contradicen a los expuestos en

este trabajo (76,126).
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Entonces, dado que en los otros modelos la proteina STING esta presente, pero le faltan ciertas
secciones o presenta mutaciones y en el caso de esta tesis la proteina simplemente no estd presente
(71,76,117), se puede decir que los resultados observados indicarian que hay regiones proteicas de
STING que tendrian actividades celulares aun no descritas y que se relacionan con el metabolismo

lipidico.

Para intentar explicar por qué la ausencia de STING podria generar acumulacién de grasas en los tejidos,
se realizaron andlisis bioinformaticos, que permiten predecir interacciones entre STING y moléculas
relacionadas al metabolismo de los lipidos. Se encontré que STING tiene una conexién con el
Transportador de colesterol intracelular (NPC1) (Figura 23), que termind siendo una interaccién
comprobada por el estudio de Ting-Ting Chu y cols. (2020) (128). El trafico intracelular de colesterol
mediado por NPC1 involucra a los lisosomas, cuyas funciones degradativas son fundamentales para
mantener la homeostasis celular, y las alteraciones de estos procesos generan una serie de trastornos
catalogados colectivamente como enfermedades de almacenamiento lisosdmico (129). Una de estas
enfermedades es Niemann-Pick, donde el transportador de colesterol NPC tiene un funcionamiento
anormal conduciendo a la acumulaciéon de colesterol y otros lipidos en varios tejidos del cuerpo,

incluido el tejido cerebral (103,130).

Los genes que codifican para STING y NPC1 se localizan en el cromosoma 18 de ratéon. Npcl tiene su
locus en la primera banda del brazo largo (18 gq11-q12), mientras que Tmem173 tiene su locus en la
segunda banda del brazo largo (18Qall) (107,108). Ambas proteinas participan de procesos que
involucran a los lisosomas (104), los cuales son organulos celulares degradativos y metabdlicos
centrales, cuyas funciones son esenciales para el funcionamiento saludable de las células y todo el
organismo (105,106,129). Sirven como centros de reciclaje celular, cetros de sefializacién criticos para
la deteccion de energia y aminodcidos, y la regulacion de la autofagia (106,129). Ademas, los lisosomas
interactuan con otros organulos intracelulares (por ejemplo, las mitocondrias, el RE) para la regulacion
homeostatica mutua (106). Por lo tanto, no es sélo que compartan loci, ademas estan relativamente
cerca con una proximidad de unas 24 Mb (128), por lo cual es muy probable que sean genes ligados y
que los alelos para estos genes se heredarian juntos con mayor frecuencia bajo los mismos contextos

bioldgicos (131,132).
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Siguiendo con esta perspectiva, los resultados del analisis de anotaciones funcionales para el listado de
genes de interés de la Tabla 3, entregd informacidn sobre los posibles contextos celulares compartidos
entre Tmem173 y genes del metabolismo lipidico tanto en ratén como humano. Al agrupar a Tmem173
con Npcl, Acaca y Fasn en clusters de localizaciéon celular (RE, Golgi, membranas), metabolismo lipidico
global y actividad transferasa (Material suplementario 9.1) (132). Esta seria la primera aproximacién
hacia la contribucién de STING en el metabolismo lipidico, reforzando la premisa de que STING estaria
participando junto a las enzimas del metabolismo lipidico en contextos bioldgicos similares en la red

bioldgica de Mus musculus y Homo sapiens, de una manera no descrita hasta el momento (132).

La expresion de STING (Tmem173) se ha reportado en diversas células no inmunitarias, sin embargo,
no fue posible encontrar en la literatura una caracterizacion que dé cuenta qué tipo celular del tejido
adiposo y hepatico expresa mayores niveles de Tmem173 (76,77,126). De ahi que los resultados de
este estudio indican que Tmem173 tiene una mayor expresion en la FEV en comparacién a los
adipocitos del tejido adiposo de ratones de 2 meses de edad. También, se cuestiond la expresion de
este gen en tejido hepdtico, pero, por limitantes de acceso a datasets publicos para este tejido, sélo se
cuenta con resultados para el tejido adiposo. Ademas, los resultados de expresidn diferencial refuerzan
laidea de que STING estaria relacionada con NPC1, ya que, ambos se estan expresando bajo las mismas
condiciones (Figuras 25 a 27), es decir, con una regulacién a la baja (down-regulated) en obesidad
(Figuras 25 a 27) (96). Esto, a su vez concuerda con los resultados en los que se observé un aumento

del peso corporal en ausencia de STING (Figuras 16y 17).

Ahora bien, STING es una proteina residente del RE que requiere de modificaciones postraduccionales
para su activacion y de la sefializacion rio abajo para la respuesta de IFN |, como son la fosforilacidn,
ubiquitinacién, y la palmitoilacion en el aparato de Golgi (132,133). Ademads, necesita de una
degradacion mediada por el trafico para salir del RE en vesiculas hacia los lisosomas y evitar la sobre
inmunizacion (84). En relacion a esto, recientemente, se hizo un estudio en el cual se identificé a NPC1
como un cofactor en el trafico de STING, donde ambas proteinas interactian y NPC1 recluta a STING
hacia el lisosoma para su degradacién, esto tanto en células humanas como de raton (128). En ese
trabajo se encontré que la deficiencia de NPC1 provoca la acumulacién de colesterol y otros lipidos en
el lisosoma, resultando en niveles bajos de colesterol en el RE, lo que permite la activacién de la
translocacion del complejo “Proteina de unién al elemento regulador de esteroles (SBREP) - proteina

activadora de la escisién de SREBP (SCAP) ” (SREBP2-SCAP) desde el RE hacia el Golgi.
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SREBP2 se escinde en el Golgi y el fragmento transcripcionalmente activo de SREBP2 transloca al nucleo
para activar genes de sintesis de colesterol como el Elemento regulador de esteroles que se une al
factor de transcripcién 2 (Srebf2), 3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA reductasa (Hmgcr) y 3-hidroxi-3-
metilglutaril-coenzima A sintasa 1 (Hmgcs), quienes regulan el proceso normal biosintético del
colesterol (128,133). Entonces, durante la sintesis de colesterol, STING interactia con el complejo
SREBP2 — SCAP en el reticulo endoplasmatico, en el cual SREBP2 prepara el trafico de STING al enlazarse
a él, activando asi a STING, lo cual fue comprobado mediante experimentos de expresion de mRNA,
Western blot y microscopia confocal (128). Ademas de esto, se concluyd que la falta de NPC1 bloquea

la correcta degradacién de STING y genera un aumento crénico de esta proteina (128).

En otro estudio reciente en que se demuestra la interaccién entre STING y el metabolismo lipidico se
encontrd una interaccién entre STING vy las enzimas sintetizadoras de lipidos acetil-CoA carboxilasa
(ACC) y sintasa de acidos grasos (FAS) en Drosophila melanogaster (moscas) (89). Inclusive se vio que
dSTING (Drosophila STING) co-localizé con ACCy FAS en la region cortical de RE del cuerpo graso de la
mosca, sugiriendo un posible papel regulador de STING en la biosintesis de lipidos, ya que, al estar
ausente la funcién de STING en estas moscas, ambas enzimas biosintetizadoras de lipidos no pudieron
localizarse correctamente en su compartimiento normal, resultando en actividades enzimdticas
reducidas, y por lo tanto, se vio una disminucidn del almacenamiento de los lipidos. Ademas, se observo
gue en estas moscas ocurrid una regulacion negativa de la expresion de los genes asociados al

metabolismo de los lipidos (89).

Propuesta de las interacciones que tendria STING con enzimas del metabolismo lipidico

Tomando en cuenta los resultados de este trabajo junto con lo descrito en la literatura, especialmente
estos dos ultimos estudios, se propone que STING es un adaptador de la localizacién y trafico subcelular
de enzimas involucradas en la sintesis y transporte del metabolismo lipidico como son ACC, FAS y NPC1
(Figura 28). Estas enzimas se expresan de manera ubicua en una amplia variedad de tejidos, teniendo
mayor expresion en tejido adiposo subcutaneo que en tejido hepatico (134-137). De manera tal que,
en la normalidad STING estaria interactuando con estos complejos enzimaticos especificamente en los
lisosomas. Ademads de lo anterior, estaria ocurriendo un mecanismo de retroalimentacidon negativa en
el que se induzca la degradacién correcta de STING para prevenir una activacion prolongada de la via,
ergo, la produccidn excesiva de IFN y citoquinas pro-inflamatorias que en altas cantidades pueden ser

dafiinas.
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Entonces, al no estar STING durante toda la vida de un individuo, esto daria paso a la localizacion
alterada de proteinas involucradas en la sintesis y transporte de lipidos generando por un lado: 1) una
disminucién en la sintesis de novo de acidos grasos por la disminucién de la actividad de ACC y FAS,
pero, 2) una acumulacién de colesterol en los lisosomas al disminuir NPC1, dando paso a la acumulacidn
de grasa en los adipocitos principalmente, en vez de ser utilizadas como fuente de energia en el

musculo por ejemplo.

Es probable que la delecion y/o mutaciones de STING no tengan relacidn con la generacién de obesidad,
sino que, quizas la pérdida de interacciones con otras proteinas a través de sus dominios de
transmembrana sea la que genere este cambio. Especificamente, se propone en este trabajo, que la
interaccion de STING con enzimas del metabolismo lipidico, las que residen también en sistemas de
endomembranas, podria regular el movimiento (trafico subcelular) y por ende, el destino y la correcta
funcionalidad de este grupo de enzimas. Hasta nuestro conocimiento, esta teoria no ha sido
comprobada y se menciona como un mecanismo posible que explique el fenotipo observado en los

ratones STINGKO.

wild Type STING
| ACACA

Sano Acidos grasos Colesterol
STINGKO . B :
3 ED
‘/—; J ACACA)

Obesidad

Figura 28. Modelo propuesto de las interacciones entre STING y las enzimas del metabolismo lipidico. STING en
azul, FAS en burdeo, ACC en rosado y NPC1 en café claro. Este esquema muestra las interacciones posibles que
estarian ocurriendo para dar manifestacion de un fenotipo obeso cuando no se tiene la funcidn de STING. En
primer lugar, estaria la contribucidn de STING en la localizacién de las enzimas lipogénicas en las membranas del
reticulo endoplasmatico, y por otra parte estaria la accién de NPC1 como cofactor del tréfico lisosomal de STING
y viceversa. Por lo tanto, en el ratdn KO al faltar STING se altera la comunicacidn intracelular normal entre STING
y las enzimas del metabolismo lipidico, de manera tal que ACCy FAS disminuirian su actividad de sintesis de acidos
grasos. Mientras que, NPC1 disminuiria en los lisosomas y, por ende, se acumularia colesterol en los lisosomas de
igual forma provocando obesidad en el individuo.

68



6. CONCLUSIONES

El propdsito de esta tesis fue evaluar la participacion de la proteina STING en el metabolismo lipidico,

en particular su contribucién en el almacenamiento de las grasas. A partir de los resultados de este

estudio se enuncian las siguientes conclusiones:

Se evidencié un incremento significativo del peso corporal en los ratones STINGKO a todas las

edades medidas.

Este incremento en el peso corporal no estuvo asociado a una mayor ingesta de alimento, ni
tampoco a una falta de actividad fisica. En paralelo, se observé una menor fuerza muscular global

y aumento de la fatiga en los ratones STINGKO a todas las edades medidas.

Se comprobé una mayor acumulacidén de grasa en los tejidos hepdtico y adiposo en ratones
carentes de la proteina STING, acompafado de una elevada concentracidon sanguinea de

triglicéridos y colesterol en todas las edades medidas.

A través de los analisis in silico se encontraron relaciones potenciales entre STING y enzimas del

metabolismo lipidico.

Se encontrd también mediante andlisis bioinformaticos que el gen de STING se expresaba con
regulaciéon negativa en condiciones de obesidad y en edades avanzadas. Adicionalmente, se
demostré que los adipocitos aportan mas niveles de STING con respecto a la fase estromal vascular

del tejido adiposo, en ratones sanos de 2 meses de edad.

Se propuso un modelo que plantea a STING como un regulador de la localizacién y trafico subcelular

de enzimas involucradas en la sintesis y transporte de lipidos como son ACC, FAS y NPC1.

Al contrastar la hipdtesis planteada para este trabajo de tesis con los resultados presentados y las

conclusiones obtenidas, es posible afirmar que la proteina STING participa en la regulaciéon de la

utilizacién/almacenamiento de las grasas o lipidos.
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7. IMPLICANCIAS, RECOMENDACIONES Y/O PROYECCIONES FUTURAS

Este trabajo da luces sobre la participacidn de la via de sefalizacidn de la proteina STING, en funciones
diferentes a las relacionadas con el sistema inmunoldgico y no descritas hasta ahora, como seria la
regulacién de procesos como es el metabolismo lipidico. En particular, estos resultados demuestran el
desarrollo espontdneo de obesidad y alteraciones en los principales marcadores clinicos de obesidad y
enfermedades metabdlicas en los ratones full KO para la proteina STING. Es asi como el background
genético estaria implicado en el fenotipo observado, ya que, al estar interrumpido el gen que codifica
para la proteina STING, y por lo tanto, esta interrupcién impide su transcripcion, implica que el ratén
STINGKO no exprese ningun segmento de la proteina, condicidn determinante para el desarrollo

espontaneo o no de obesidad.

Otra de las implicancias de este estudio son las potenciales relaciones que tendria STING con enzimas
del metabolismo lipidico, que a través de las interacciones moleculares propuestas dan lugar a la
regulaciéon del trafico subcelular, esto podria ocurrir tanto en las células pertenecientes al sistema
inmune que forman parte de los tejidos metabdlicos, asi como también en células estructurales como
la FEV, adipocitos y hepatocitos. Estas interacciones nos permiten predecir que existe una coordinacion
entre los productos de la sefializacion inmune de la proteina STING, como son las citoquinas
proinflamatorias, y los productos del metabolismo lipidico como el colesterol y los dcidos grasos en una

conversacién dindmica organizada que no ha sido explorada.

Un aspecto para tener en consideracidn son algunas restricciones logisticas y operacionales, en
particular que al estudiar diferencias fisicas, fisioldgicas y conductuales en edades avanzadas podria
significar un contratiempo dada la salud deteriorada de animales envejecidos, lo cual, reduce las
réplicas bioldgicas a medida que se van realizando los experimentos. Sin embargo, los rangos de edades
utilizados en este trabajo corresponden a una guia etaria inicial para experimentos futuros. Otro factor
que debe considerarse también es que la prueba de suspensidn, que pese a ser un ensayo ampliamente
utilizado y estandarizado, sus resultados pueden verse afectados en este caso por las diferencias de
peso encontradas entre los WT y STINGKO. Por lo cual, seria ideal aplicar otras pruebas de medicion de
fuerza, como la prueba de fuerza de agarre (“Grip strength”) y complementar con andlisis histoldgicos
de tejido muscular, para asi confirmar o descartar la existencia de cambios morfoldgicos que pudiesen

incidir en la funcionalidad y de esta forma explicar el resultado observado.
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Se debe considerar también que, pese a lo conveniente de los andlisis de expresion diferencial, estos
fueron realizados con muestras de ratones sanos u obesos, pero no en ratones carentes de STING. Por
lo tanto, aunque han resultado esclarecedores respecto a la expresidn de STING en los tejidos de interés
para este estudio, también hay un factor de background genético a considerar. Paralelamente, se
propone un modelo de las potenciales interacciones a través de las cuales se explicaria el fendmeno
observado, no se ha comprobado experimentalmente aldn y seria un aporte poder demostrar esta

hipétesis, dado que se estaria demostrando una nueva funcién de esta proteina.

Tomando los antecedentes de implicancias, consideraciones y limitantes expuestas en este capitulo,

surgen las siguientes proyecciones para continuar a futuro:

e Secuenciacion de RNA de los ratones STINGKO para analizar los cambios en el transcriptoma de
estos animales, idealmente del tejido adiposo y hepatico, en los diferentes rangos etarios utilizados
en este estudio. De esta forma es posible conocer los niveles de expresién reales de los
componentes de la via de sefializacion de STING y las enzimas del metabolismo lipidico.
Adicionalmente, realizar secuenciacién single-cell de adipocitos, hepatocitos y los macréfagos
residentes del tejido adiposo y hepatico principalmente, de ratones WT en los rangos etarios
utilizados en este estudio para conocer qué tipo celular aporta mas respecto a la expresion de la

proteina STING con respecto al otro.

e Experimentos de co-localizacién de la proteina STING con marcadores lisosomales y enzimas del
metabolismo lipidico, para dilucidar las interacciones propuestas que se estarian dando en el tejido

adiposo y hepatico, que expliquen el fendmeno observado.

e Como proyeccion biotecnolégica, se propone el desarrollo de un ensayo de ELISA para la deteccidn
de STING y su posterior uso clinico como un biomarcador en la obtencién de diagndsticos

preventivos para la obesidad (Figura 29).

En el mercado existen kits comerciales capaces de detectar proteinas intracelulares (138-141), sin
embargo, no se ha creado uno para detectar la proteina STING directamente. En vista de que se ha
demostrado que se puede detectar los niveles de STING en la sangre (linfocitos circulantes y monocitos)
(142-146), se esperaria que este ensayo pudiese predecir de forma cuantitativa y especifica los
cambios en los niveles de STING o p-STING (fosfo-STING) en la sangre de pacientes, convirtiéndolo en

una alternativa de facil deteccion.
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Las aproximaciones por seguir para el desarrollo del kit preventivo deberian incluir varios pasos de
estandarizacién, comenzando por establecer los niveles normales de la proteina en rangos de edades
juveniles, adultas y envejecidas, en personas sanas, y por sexo. Con esto se podra diferenciar en las
diferentes edades los niveles de STING y considerarlos como reducidos o aumentados. Lo siguiente
seria demostrar que en la poblacidon de pacientes con sobrepeso y obesos, y con enfermedades

metabdlicas, que STING se reduce.

Visto de esta forma entonces, se propone la creacién de un kit preventivo para ser usado en clinica que
aproveche la tecnologia del ensayo “In-Cell ELISA” (140,141), que es un método colorimétrico simple y
conveniente para cuantificar las proteinas intracelulares en células enteras. Esto permitiria la medicion
de STING en células sanguineas, sin necesidad de obtener un lisado celular, aplicando una tincion de
células enteras con un tiempo minimo de intervencidn, con la especificidad y reproducibilidad de un
ELISA convencional. Es asi como una vez obtenida la tabla de valores de STING en sangre en un nimero
muy amplio de individuos con las caracteristicas mencionadas, y asi generar el producto final (kit), el
personal de salud podria usar los valores determinados de STING como un biomarcador temprano en
el desarrollo de la obesidad o de enfermedades metabdlicas asociadas al metabolismo lipidico. Asi se

podrian obtener diagndsticos tempranos y preventivos para la obesidad a diferentes edades.

Obtencion de Optimizacion de la .
muestras deteccion de STING —  Prototipo
intracelular 1
Sustrato . .

+ (. Kit comercial X
Ensayos de \ LIRS I N
In-Cell ELISA l 5

Obtencién tabla de
valores STING sanguineo [—

- A
* Individuos sanos i.il

 Individuos obesos

Figura 29. Esquema del desarrollo de un futuro kit de deteccién de STING. A partir de la obtencién de muestras
humanas se pretende detectar a STING mediante ensayos de In-cell ELISA para su posterior optimizacién y
proceder a medir los niveles de esta proteina para determinar los rangos normales en individuos sanos.
Posteriormente, se mediran los niveles de STING en pacientes obesos para determinar que se reduce en esta
condicion y asi proceder con el prototipo del kit comercial para la deteccién de STING sanguineo, el cual, servird
para obtener diagndsticos preventivos de la obesidad y otras patologias metabdlicas. Creado en Biorender por
Catalina Guerra (2022).
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9. ANEXOS/MATERIAL SUPLEMENTARIO

9.1 Material suplementario: Tabla de clusters de anotaciones funcionales

Se introdujo el listado de la Tabla 3 en la plataforma DAVID (132) con sus identificadores respectivos

para las especies Mus musculus (m) y Homo sapiens (h). A partir de ello, se agrupo a STING con las

enzimas del metabolismo lipidico en los siguientes clusters: 1) Metabolismo lipidico y mitocondria, 2)

Actividad transferasa y de union, 3) Localizacion intracelular (Tabla 4). Cada término GO fue asignado

en cada cluster con un valor p para ratdon y humano descrito en la tabla.

Tabla 4. Anotaciones funcionales encontradas en raton y humano

Cluster 1 Términos GO valor p valor p
Genes (m) (h)
Procesos biosintéticos de acidos grasos 1,8E-7 1,2E-3
Gpat3; GPAT Procesos metabdlicos Acetil-CoA 2,5E-5 1,5E-3
Agpat; AGPAT Biosintesis de lipidos 7,7E-4 8,4E-3
Dgat1; DGAT Biosintesis y metabolismo de 4cidos grasos 5,8E-4 6,0E-2
Acly; ACLY Mitocondria 8,1E-4 6,7E-2
Fasn; FAS
Acaca: ACC Procesos metabdlicos 1,1E-5 3,6E-3
Tmem173; TMEM173 Procesos metabdlicos de acidos grasos 3,5E-3 1,9E-3
Nkap; NfkB Acetilacion 4,7E-1 2,0E-2
Mb21d1; MB21D1 Actividad catalitica 3,4E-2 1,5E-2
Vias de sefializacion metabdlicas 1,9E-2 3,9E-1
Cluster 2 Términos GO valor p valor p
Genes (m) (h)
Acly; ACLY Transferasa 1,5E-2 6,5E-2
Tbk1; TBK1, Unidn de nucleétidos 3,0E-2 1,9E-3
Fasn; FAS, Unién de ATP 2,0E-2 1,5E-4
Mb21d1; MB21D1 Regidn de unidn a fosfato de nucledtidos: ATP 3,3E-2 4,6E-2
Tmem173; TMEM173,  ynidn de metales 7,9E-2 6,2E-2
Acaca; ACC Unidn de iones metalicos 7,9E-2 3,8E-2
Cluster 3 Términos GO valor p valor p
Genes (m) (h)
Ifnar2; IFNAR2 Membrana plasmatica 8,1E-4 7,3E-2
Acly; ACLY Membrana 4,9E-2 3,0E-3
Npcl; NPC1 Regidon transmembrana 5,0E-6 1,7E-2
Fas; FASN Reticulo endoplasmatico 5,0E-8 6,0E-3
Tmem173; TMEM173 Componente integral transmembrana 6,9E-2 1,6E-2
Ifnarl;. IFNAR1 Dominio topoldgico: citoplasmatico 5,4E-2 2,1E-1
Fads1; FADS1 Dominio topoldgico: intracelular 9,3E-4 8,7E-2
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9.2 Material suplementario: Tabla de valores Fold change

Mediante los andlisis in silico realizados en Galaxy, se obtuvieron los valores de veces de cambio [(FC)

log2] para los genes de interés de la Tabla 3.

Tabla 5. Valores FC para los genes de interés en tejido adiposo (**) y hepatico (*) de ratén y humano.

Identificador

Fold change (log2)

Identificador en

Fold change (log 2)

en ratén humano

Tmem173 -0,129**; -0,200** ; -0,013* STING -0,225%*
Mb21d1 -0,139**; -0,139** ; 0,191* cGAS -0, 150**
Irf3 0,115**;0,120**"; 0,186* IRF3 0,135**
Nfkb1 0,023**;0,030** ; -0,025* NFkB 0,036**
Tbk1 -0,018** ; -0,020** ; -0,349* TBK1 -0, 023**
Ifnarl 0,034**; 0,034** ; 0,025* IFNAR1 0,046**
Ifnar2 -0,101**; -0,110** ; -0,082* IFNAR2 -0, 120**

Ifna 0**; 0**; 0* IFN alfa 0 **

Ifnbl 0**; 0**;0,017* IFN beta 0 **
Npcl -0,060**; -0,087**; -0,178* NPC1 -0, 095**
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