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1. Abreviaciones 

BCAA: (del inglés: branched chain aminoacids): aminoácidos de cadena ramificada 

BME: β-mercaptoetanol 

BMI: (del inglés: body mass index): índice de masa corporal. 

CAT: ciclo de los ácidos tricarboxílicos. 

CB: cirugía bariátrica 

CKD: (del inglés: chronic kidney disease): enfermedad renal crónica  

DCC: N,N'-diciclohexilcarbodiimida. 

DCM: diclorometano. 

DMF: N,N-dimetilformamida. 

DMT2: diabetes mellitus tipo 2. 

ECNT: enfermedades crónicas no transmisibles. 

EtOAc: acetato de etilo. 

FDA (del inglés: US Food and Drug Administration): Administración de Alimentos y 

Medicamentos de EE. UU. 

FDR (del inglés: false discovery rate): tasa de descubrimientos falsos. 

FFA (del inglés: free-fatty acids): ácidos grasos libres. 

HFD (del inglés: high-fat diet): dieta rica en grasa. 

HRMS (del inglés: high resolution mass spectrometry): espectrometría de masa de alta resolución. 

HRP: (del inglés horseradish peroxidase): peroxidasa de rábano picante. 

IP: administración por vía intraperitoneal. 

LC-MS (del inglés: liquid chromatography-mass spectrometry): Cromatografía líquida acoplada a 

espectrometría de masa. 

LPS: lipopolisacárido. 

NEFA (del inglés: non-esterified fatty acids): ácidos grasos no esterificados. 

ns: sin diferencia estadísticamente significativa. 

NSAF (del inglés: normalized spectral abundance factor): factor de abundancia espectral 

normalizado. 

NTS (del inglés: non-shivering thermogenesis): termogénesis libre de temblor. 

OAA: oxaloacetato. 

PEP: (del inglés: phosphoenolpryruvate): fosfoenolpiruvato. 

PCr: fosfocreatina. 

PCK: (del inglés: phosphoenolpyruvate carboxykinase): fosfoenolpiruvato carboxiquinasa. 

PDC: (del inglés: pyruvate dehydrogenase complex): complejo piruvato deshidrogenasa. 

PO: administración por vía oral. 

RYGB: bypass gástrico en Y de Roux. 

SA: ácido salicílico. 

SC: conteo de espectros. 

SEM (del inglés: standard error of the mean): error estándar de la media. 

TG: triglicéridos. 

THF: tetrahidrofurano. 

VSG: gastrectomía vertical en manga 
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2. Estructura del trabajo de tesis 

Mi formación doctoral se desarrolló en el contexto de una plataforma tecnológica especializada en 

el análisis proteómico basado en espectrometría de masa para la resolución de diferentes problemas 

biológicos. Considerando la importancia de esta herramienta en las investigaciones biomédicas y 

en línea con un enfoque colaborativo de la plataforma tecnológica en la que trabajo, a lo largo de 

mi trabajo doctoral, tuve la oportunidad de aplicar los conocimientos que íbamos desarrollando a 

la resolución de diversos problemas biológicos (ver publicaciones en el Anexo 1).  

En mi tesis de doctorado nos enfocamos en el uso de estrategias proteómicas para dar respuesta 

a dos problemas de relevancia biomédica que se presentan en dos capítulos independientes, 

vinculados a un manuscrito en revisión y una publicación de los que soy co-primer autor.  

El Capítulo I comprende el estudio del mecanismo de acción de un nuevo fármaco desarrollado 

por nuestro grupo de trabajo. Este capítulo constituyó el núcleo de mi trabajo de tesis e implicó el 

desarrollo de las estrategias proteómicas presentadas. Los resultados obtenidos forman parte del 

manuscrito titulado “A nitroalkene derivative of salicylate alleviates diet -induced obesity by 

activating creatine metabolism and non-shivering thermogenesis” (actualmente en proceso de 

evaluación por la revista Nature Metabolism). 

En el Capítulo II se aborda la identificación de interactores del divisoma en Corynebacteriales. 

Los resultados obtenidos forman parte de mi segundo artículo de co-primer autor: ̈ Eukaryotic-like 

gephyrin and cognate membrane receptor coordinate corynebacterial cell division and polar 

elongation¨ (Martinez et al., 2023, Nature Microbiology). 
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3. Capítulo I: Aproximaciones proteómicas para dilucidación del mecanismo de acción del 

SANA 

3.1.  Resumen 

Las enfermedades metabólicas crónicas, como la obesidad y la diabetes tipo II, constituyen uno de 

los mayores retos para los sistemas de salud actuales. Estas enfermedades suelen estar asociadas a 

un estado inflamatorio sistémico estéril y de bajo grado. Nuestro grupo ha trabajado en el 

desarrollo de derivados nitroalquenos de diferentes sillares estructurales y que ejercen propiedades 

antiinflamatorias beneficiosas en diferentes modelos preclínicos de enfermedades. En uno de estos 

desarrollos buscamos potenciar las propiedades antiinflamatorias y metabólicas del fármaco 

ancestral salicilato mediante la adición de un grupo funcional nitroalquenilo generando el ácido 5-

(2-nitroetilénico)salicílico (SANA). En este trabajo se estudiaron los efectos metabólicos de este 

compuesto en un modelo murino de obesidad inducida por dieta (DIO). El SANA redujo la 

obesidad, mejoró la resistencia a la insulina, la hipertrigliceridemia y la esteatosis hepática a dosis 

notablemente menores que las usadas anteriormente con salicilato. Para entender el mecanismo de 

acción del SANA, aprovechamos las capacidades analíticas de la proteómica cuantitativa no 

dirigida. El análisis de los cambios proteómicos generados por el SANA a nivel del proteoma total 

del tejido blanco subcutáneo de ratones en DIO, nos permitió demostrar que el fármaco induce un 

estado catabólico asociado a la fosforilación oxidativa y la termogénesis en el tejido adiposo. 

Posteriormente extendimos el estudio a extractos mitocondriales del mismo tejido y pudimos 

identificar marcas moleculares de una vía de termogénesis dependiente de creatina como 

responsable de los efectos metabólicos del SANA. Este mecanismo de acción del fármaco fue 

posteriormente validado mediante el análisis de niveles de ARNm, el estudio de metabolitos por 

LC-MS/MS y ensayos en modelos animales. A su vez, utilizando un análogo biotinilado del 

fármaco identificamos posibles blancos moleculares del SANA. Entre ellos se destacan las creatina 

quinasas CKMT1/2 como las principales proteínas de unión al fármaco en el tejido adiposo 

marrón. Posteriormente demostramos que el SANA es capaz de modificar covalentemente las 

cisteínas (preferentemente Cys238) de CKMT2 murina recombinante in vitro. En suma, nuestra 

contribución permitió identificar el mecanismo por medio del cual el SANA induce la pérdida 

de peso en ratones obesos. 
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3.2. Introducción 

3.2.1. Obesidad: avances y desafíos en el tratamiento 

La creciente prevalencia de las enfermedades no transmisibles (ECNT) constituye uno de los 

principales desafíos actuales de los sistemas de salud pública a nivel global 1. Los principales tipos 

de ECNT son las enfermedades cardiovasculares (como los infartos de miocardio y los accidentes 

cerebrovasculares), los cánceres, las enfermedades respiratorias crónicas (como la enfermedad 

pulmonar obstructiva crónica y el asma) y la diabetes 2. Estas enfermedades causan más del 70% 

de las muertes mundiales 1. Según la Organización Mundial de la Salud (OMS), sin una 

intervención drástica, la meta de los Objetivos de Desarrollo Sostenible de reducir en un tercio la 

mortalidad prematura por ECNT para 2030 no será alcanzada 3. El auge de las ECNT está 

parcialmente relacionado con el incremento global de las enfermedades metabólicas. Dicho 

término engloba condiciones como la hipertensión arterial, la diabetes mellitus tipo 2 (DMT2), la 

hiperlipidemia (HLD), la obesidad y más recientemente, la esteatohepatitis asociada a disfunción 

metabólica (MASH, antes conocida como esteatohepatitis no alcohólica o NASH). Esta última 

constituye la forma más grave de la enfermedad hepática esteatósica asociada a disfunción 

metabólica (MASLD), antes conocida como enfermedad del hígado graso no alcohólico o 

NAFLD) 4. Estas enfermedades a menudo coexisten, comparten factores de riesgo similares y están 

asociadas con un aumento en el riesgo de discapacidad, cáncer y mortalidad prematura 5. Cerca 

del 40% de los adultos a nivel mundial tienen sobrepeso o son obesos 1. A partir de los resultados 

de un estudio sistemático que estima las tasas de mortalidad por edad, sexo y lugar en todo el 

mundo (Estudio sobre la carga mundial de morbilidad, lesiones y factores de riesgo (GBD) entre 

1990 y 2019 6 se encontró que la tendencia general de las muertes relacionadas con enfermedades 

metabólicas entre 2000 y 2019 aumentó de forma constante, siendo la obesidad la de mayor carga 

absoluta y con mayor proporción de mortalidad (40,36% en hombres y 41,83% en mujeres, en 

2019) en comparación con el resto de las enfermedades metabólicas analizadas 5. Las tasas de 

obesidad son cerca de tres veces más altas que hace 50 años y son especialmente preocupantes en 

niños y adolescentes, una franja etaria en la que casi se han quintuplicado. La región de las 

Américas tiene la prevalencia más alta de todas las regiones de la OMS, con un 62,5% de adultos 

con sobrepeso u obesidad (64,1% de los hombres y 60,9% de las mujeres) 7. La Encuesta de 

Nutrición, Desarrollo Infantil y Salud (ENDIS) llevada a cabo en Uruguay en 2018 mostró que la 
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prevalencia de sobrepeso u obesidad en niños menores de 4 años es del 12.3% 8. Mientras tanto, 

aproximadamente el 40% de los niños en edad escolar y el 65% de los adultos tiene algún grado 

de sobrepeso u obesidad 9. Esta enfermedad de magnitud pandémica alcanza a personas de todas 

las edades y de todos los grupos sociales a nivel mundial. 

La obesidad se define como el exceso de peso corporal para una determinada estatura y es, desde 

el 2013, considerada una enfermedad en sí misma (obesidad: enfermedad crónica prevalente, 

compleja, progresiva y recidivante, caracterizada por grasa corporal anormal o excesiva 

adiposidad, que perjudica la salud) 10. El índice de masa corporal (BMI) (peso en kg/(altura en 

m)2) es la fórmula más utilizada para definir el sobrepeso (IMC de 25 a 29,9 kg/m2) y la obesidad 

(IMC ≥30 kg/m2) y aunque no refleja directamente la adiposidad 11,12, es considerado un estándar 

en la definición del estado del peso y resulta muy útil en estudios epidemiológicos. La patogénesis 

de la obesidad es multicausal e implica complejas interacciones entre factores fisiológicos, 

genéticos, epigenéticos, conductuales, ambientales, socioeconómicos, culturales, médicos, entre 

otros 12,13. 

3.2.2.  Fisiopatología de la obesidad. Balance entre la ingesta y el gasto energético 

Aunque las causas de la obesidad son multifactoriales, el mayor consenso vincula la acumulación 

de grasa a un desequilibrio energético entre las calorías consumidas y las gastadas 12,13. El aumento 

en la disponibilidad de alimentos hipercalóricos y la disminución de la actividad física son dos 

factores comportamentales que contribuyen significativamente al auge de la epidemia de obesidad 

14. La privación del sueño, la desincronización circadiana, el estrés crónico  también pueden 

favorecer el aumento de peso 15. En la progresión de la obesidad, el depósito de lípidos en el tejido 

adiposo puede superar la capacidad de almacenamiento de los adipocitos, dando lugar a 

concentraciones circulantes elevadas y a una acumulación inapropiada de lípidos en múltiples 

tejidos, entre los que destacan el hígado y el músculo esquelético. Los depósitos de grasa en dichos 

tejidos son capaces de iniciar la inflamación tisular, el estrés del retículo endoplásmico (RE) y la 

disfunción endotelial, acelerando el desarrollo de patologías asociadas a la obesidad, como la 

resistencia a la insulina y la DMT2 16. El aumento de peso y la obesidad van acompañados de la 

activación de al menos dos vías inflamatorias en el tejido adiposo y el hígado, la quinasa de estrés 

JNK y el factor de transcripción NF-kB, que aumenta la producción de citoquinas y quimiocinas 
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proinflamatorias (por ejemplo, TNF-α, IL-6, IL-1b, resistina y MCP-1) y promueve el 

reclutamiento de macrófagos en el tejido adiposo. Los mediadores inflamatorios inducen 

resistencia a la insulina a nivel local en la grasa y el hígado, y a nivel sistémico en el músculo 

esquelético 17. 

Además de la heredabilidad, la interacción entre genes y medio ambiente desempeña un rol 

importante en la regulación del peso corporal y el equilibrio energético 18. Un factor determinante 

de dicha interacción son las modificaciones epigenéticas de los genes a través de la metilación, las 

modificaciones de las histonas, la remodelación de la cromatina y las alteraciones del ARN no 

codificante 12,19. Los procesos epigenéticos también se encuentran entre los mecanismos 

moleculares responsables de la programación metabólica en las primeras etapas de la vida 20 y la 

predisposición a un mayor riesgo de obesidad en la adultez determinado epigenéticamente puede 

transmitirse a las generaciones futuras, acelerando aún más la epidemia de obesidad 12.  

Más de una centena de regiones cromosómicas humanas se han visto asociadas a la obesidad, con 

sólo algunos pocos genes identificados como responsables de grandes efectos, como los que 

codifican para los componentes de la señalización de la leptina y la melanocortina 21. La obesidad 

se asocia a la expresión de un gran número de genes con pequeños efectos individuales 12,19. La 

expresión génica relacionada con el IMC y la adiposidad general está muy enriquecida en el 

sistema nervioso central 22. Estos niveles de expresión, unidos a modificaciones epigenéticas 

sugieren que los genes de la obesidad, además de actuar a nivel del regulador homeostático 

hipotalámico del equilibrio energético, también influyen sobre circuitos neuronales como los que 

subyacen a la toma de decisiones basada en la recompensa, el aprendizaje y la memoria, los cuales 

participan en interacciones con un entorno obesogénico 12.  

La activación de diversas zonas y redes cerebrales que participan en la estimulación de la ingesta 

producida por los alimentos, fundamentalmente sabrosos y de alta energía, contribuye al desarrollo 

de la obesidad. Además, la capacidad de autocontrol mediada por redes inhibitorias de la ingesta 

está disminuida en individuos obesos 12.  

Las hormonas que controlan el apetito y la saciedad forman parte de un complejo sistema 

neuroendocrino basado en la señalización bidireccional entre los principales centros de 
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alimentación del encéfalo y el tracto gastrointestinal, el hígado, el páncreas y el tejido adiposo. 

Estos órganos secretan diversas hormonas reguladoras de la ingesta, que actúan conjuntamente 

sobre el encéfalo, en particular el hipotálamo y/o el rombencéfalo, para modular el apetito y la 

saciedad, funcionando como reguladores a corto o largo plazo. A corto plazo la grelina puede ser 

secretada de manera anticipada a los nutrientes, mientras que la colecistocinina (CCK), el péptido 

tirosina tirosina (PYY), el péptido similar al glucagón 1 (GLP1), el péptido insulinotrópico 

dependiente de la glucosa (GIP) y la oxintomodulina (OXM) se secretan como respuesta a los 

mismos a nivel del aparato digestivo. El glucagón y el factor de crecimiento fibroblástico 21 

(FGF21) son secretados en condiciones de deprivación de nutrientes. Los reguladores a largo plazo 

como la leptina, la insulina y la amilina transmiten señales al cerebro de la cantidad de grasa 

almacenada en el cuerpo 15. La desregulación de este sistema neuroendocrino por acumulación de 

metabolitos lipídicos, la señalización inflamatoria u otros mecanismos de deterioro de las neuronas 

hipotalámicas también pueden conducir a la obesidad 13.  

El gasto energético es el otro componente de la regulación del equilibrio energético asociado al 

peso corporal. Está conformado por el metabolismo basal, el efecto térmico de los alimentos, la 

termogénesis para mantener la temperatura corporal y la actividad física, cada uno con sus propios 

controles neuronales y vías efectoras 23. La tasa metabólica basal está determinada principalmente 

por la masa libre de grasa, en la que el músculo esquelético, junto con otros órganos 

metabólicamente activos, como el hígado, el corazón, el cerebro y los riñones, desempeña un rol 

fundamental 24. El músculo consume más de las tres cuartas partes de la glucosa absorbida como 

consecuencia del estímulo de la insulina, por lo que resulta clave en la eliminación de glucosa. 

Además, durante una demanda de energía prolongada, posee la flexibilidad metabólica para 

cambiar de la utilización de carbohidratos al uso de ácidos grasos. El músculo esquelético 

desempeña un papel central en la homeostasis de la temperatura; participando en la generación de 

calor mediante termogénesis con y sin temblores 25.  

La homeostasis energética está estrechamente relacionada con la función del tejido adiposo. En 

los animales, el tejido adiposo se compone principalmente de tejido adiposo marrón (BAT) y tejido 

adiposo blanco (WAT). Los adipocitos marrones se localizan en depósitos específicos y expresan 

niveles constitutivamente altos de genes que participan en la generación adaptativa de calor, 

conocida como termogénesis sin temblor (NST). Mientras que los adipocitos inducibles simi lares 
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a los marrones, también conocidos como células beige, se desarrollan en la grasa blanca en 

respuesta a diversos activadores. Las actividades de las células adiposas marrones y beige reducen 

las enfermedades metabólicas, incluida la obesidad, en ratones y se correlacionan con la delgadez 

en humanos 26. Estudios iniciales encontraron al BAT en pequeñas cantidades en humanos adultos, 

lo que desestimuló la idea de usar este tejido como blanco para controlar el peso. Posteriormente 

se detectaron depósitos considerables de BAT en humanos adultos mediante imágenes de 18F-

glucosa 27. Esto, unido al rol del tejido adiposo beige en la regulación del balance energético, ha 

impulsado el interés y los esfuerzos de la investigación en usar el aumento del gasto energético 

mediante termogénesis como estrategia terapéutica en la prevención y tratamiento de la obesidad. 

El mecanismo de NST mejor establecido y corroborado por décadas de investigación se centra en 

el metabolismo mitocondrial, en el cual la transferencia de electrones a través de la cadena 

respiratoria se desacopla de la generación de ATP (respiración desacoplada) mediante la actividad 

de la proteína desacoplante 1 (UCP1) durante la respiración mitocondrial. La activación de esta 

vía depende de la proteína co-rreguladora de la transcripción PRDM16. En general, la activación 

de la termogénesis en la grasa marrón y beige, ya sea a través de vías dependientes o 

independientes de la UCP1, se asocia a una mejora de la tolerancia a la glucosa y la insulina, 

especialmente en el contexto de la obesidad alimentaria, que se sabe que provoca un deterioro de 

la función termogénica de la grasa, incluida la resistencia a la insulina en BAT 28. 

Existen otras vías termogénicas independientes de UCP1 que participan en la regulación de la 

homeostasis energética de todo el cuerpo. La base de la termogénesis independiente de UCP1 la 

proporcionan mecanismos metabólicos de ciclos fútiles mediante los cuales una reacción que 

consume ATP ocurre simultáneamente con una reacción energética inversa, produciendo la 

disipación de energía en forma de calor. Dado que los adipocitos beige poseen una alta capacidad 

de síntesis de ATP en comparación con los adipocitos marrones, los ratones carentes de UCP1 

aclimatados gradualmente al frío (los cual aumenta el tejido adiposo beige) pueden mantener la 

termogénesis a través de estos ciclos fútiles 29,30. Estas vías alternativas de termogénesis abarcan: 

1- el ciclo de entrada y salida de Ca2+ del retículo endoplasmático; 2- un ciclo de 

fosforilación/desfosforilación de la creatina en la mitocondria y 3- un ciclo de conversión entre 

triacilglicerol (TAG) y ácidos grasos. Un esquema que resume las vías dependientes e 

independientes de UCP1 se puede observar en la Figura 1 28. 
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Adicionalmente, el desacoplamiento mitocondrial puede inducirse de forma independiente de 

UCP1, por ejemplo, a través de los transportadores de ADP/ATP (ANT1 y ANT2), que pueden 

mediar la afluencia de protones a la matriz mitocondrial por estimulación de N-acil aminoácidos 

28,31. 
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Figura 1. Mecanismos termogénicos en los adipocitos. a | Desacoplamiento de la respiración mitocondrial a través de 

UCP1. UCP1 se encuentra en la membrana interna mitocondrial y desacopla el gradiente de protones (H+) de la síntesis 

de ATP. La actividad de UCP1 es inhibida por nucleótidos de purina, mientras que los ácidos grasos libres de cadena 

larga (LCFAs; marcados con una cola roja), que son negativamente cargados en el extremo carboxilo, se unen a UCP1 

y desencadenan la transferencia de H+ hacia la matriz como un importador de ácido graso anión/H+. b | Uno de los 
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mecanismos de termogénesis independiente de UCP1 en los adipocitos beige es el ciclo fútil de Ca 2+ dentro y fuera 

del retículo endoplásmico. Esto implica la captación de Ca2+ en el retículo endoplásmico mediante la ATPasa de calcio 

2B del retículo sarcoplásmico/endoplásmico (SERCA2B) y su liberación por el receptor de rianodina 2 (RYR2) y el 

receptor de trifosfato de inositol (IP3R), lo que está acoplado a la hidrólisis de ATP por SERCA2B y la generación de 

calor. La activación de los receptores adrenérgicos α1 (α1-AR) y β3 (β3-AR), en respuesta a la norepinefrina, 

desencadena el flujo celular de Ca2+ y su ciclo fútil. Bajo ciertas condiciones, como niveles aumentados de Ca 2+ 

citosólico (por ejemplo, una liberación aumentada de Ca2+ de RYR2 o IP3R), abundancia de ATP (alta relación 

ATP/ADP) o afinidad reducida de SERCA2 a Ca2+ (a menudo regulada por micro péptidos), la hidrólisis de ATP por 

SERCA2 se desacopla de la captación de Ca2+, siendo altamente exotérmica. c | Otro mecanismo termogénico 

independiente de UCP1 es el ciclo fútil de sustrato de creatina, que involucra la fosforilación dependiente de ATP de 

la creatina por la creatina quinasa mitocondrial localizada (Mi-CK) para formar fosfocreatina (PCr) y la 

desfosforilación de PCr por fosfatasas desconocidas (Enz1–n) *. d | La lipólisis de triglicéridos (TAGs) genera glicerol 

y ácidos grasos, que pueden ser re-esterificados de nuevo a TAG (ciclo de TAG–ácido graso). Este proceso involucra 

la conversión dependiente de ATP de glicerol a glicerol 3-fosfato (G3P) por la glicerol quinasa (GyK). G3P es también 

un componente clave del transporte NADH–G3P, que involucra la interconversión de G3P y dihidroxiacetona fosfato 

(DHAP) y permite una síntesis rápida de ATP en las mitocondrias. Este ciclo es promovido por tiazolidinedionas, que 

activan GyK, así como por la exposición al frío y la hormona de saciedad leptina, que promueven la lipólisis. AAC, 

transportador ADP/ATP. Tomado de 28. *Recientemente la creatina quinasa tipo B (CKB) y la fosfatasa alcalina, 

isoenzima tisular inespecífica (TNAP/ALPL) han sido postuladas como los efectores del ciclo fútil de creatina  32,33. 

3.2.3. Tratamientos: disminución de la ingesta y aumento del gasto energético 

En la actualidad la cirugía bariátrica (CB) sigue siendo la opción más efectiva para lograr una 

reducción significativa del peso corporal, fundamentalmente en individuos con obesidad mórbida 

que presentan complicaciones metabólicas como diabetes y que no responden a fármacos clásicos 

15,34,35. Entre los procedimientos más comúnmente utilizados se encuentran el baipás gástrico en Y 

de Roux (RYGB), la gastrectomía vertical en manga (VSG) y la banda gástrica ajustable. El 

continuo perfeccionamiento de las técnicas quirúrgicas y los avances en los procedimientos 

laparoscópicos en la última década han contribuido a disminuir las complicaciones asociadas a la 

cirugía, los períodos de hospitalización y a mejorar el proceso de recuperación 16,36. Estudios de 

seguimiento a gran escala del procedimiento quirúrgico demuestran una pérdida de peso sostenida 

del 13%-27%, con un seguimiento de hasta 15 años 37. Los procedimientos de bypass 

gastrointestinal más extensos (derivación biliopancreática con interruptor duodenal, BPD-DS y 

duodenoileostomía de anastomosis única con gastrectomía en manga, SADI-S) se asocian 

generalmente con una mayor pérdida de peso (pérdida del exceso de peso del 80%-90%) y mayores 

beneficios metabólicos, pero conllevan un riesgo mayor de complicaciones quirúrgicas y 

nutricionales. Tras la RYGB y la VSG, los pacientes suelen perder a largo plazo un 60%-70% y 

un 50%-60% de su exceso de peso, respectivamente 38.  
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El término cirugía metabólica ha sustituido al de cirugía bariátrica dado que el abordaje quirúrgico 

no sólo se dirige al exceso de peso, sino también para tratar la diabetes mellitus tipo 2 (DMT2) y 

las enfermedades metabólicas. Se ha demostrado que la cirugía metabólica consigue la remisión 

completa a largo plazo de la DMT2 y también puede prevenir el desarrollo de la misma 38. La 

recomendación de cirugía metabólica comprende a pacientes con obesidad de clase III (BMI ≥40 

kg/m2) y en aquellos con obesidad de clase II (BMI 35.0-39.9 kg/m2) cuando la hiperglucemia no 

se controla adecuadamente con el estilo de vida y el tratamiento médico óptimo. También se 

considera la cirugía en pacientes con DMT2 y BMI de 30.0-34.9 kg/m2 si la hiperglucemia no se 

controla adecuadamente a pesar de un tratamiento óptimo con medicación oral o inyectable. 

Además de mejorar la glucemia, la cirugía bariátrica/metabólica ha demostrado conferir otros 

beneficios para la salud en ensayos clínicos randomizados, como la reducción significativa de otros 

factores de riesgo de la enfermedad cardiovascular en comparación con otras intervenciones 

médicas y de estilo de vida, así como mejoras en indicadores de calidad de vida. Adicionalmente 

se ha relacionado a mejoras en otros resultados críticos como las complicaciones micro y 

macrovasculares de la diabetes, la enfermedad cardiovascular, el cáncer y la muerte, en estudios 

no aleatorizados 39. 

Los mecanismos que hacen que estas operaciones sean tan eficaces no se conocen completamente 

y su comprensión sigue siendo un objetivo importante en la investigación de la obesidad 40. Existen 

crecientes elementos que apuntan al aumento de la señalización de GLP-1 como uno de los factores 

clave en la reducción de la ingesta de alimentos y la pérdida de peso corporal tras la RYGB en 

humanos, y en la mejora de la homeostasis de la glucosa tras la RYGB y la VSG en roedores y 

humanos 16,40. Otro cúmulo de pruebas en modelos murinos vinculan los efectos metabólicos de la 

CB a vías de señalización como los ácidos biliares, la microbiota intestinal, la leptina, la 

melanocortina y la proteína de unión al factor de crecimiento similar a la insul ina-2 (IGFBP2). Sin 

embargo, la explicación de los efectos beneficiosos de la CB parecería provenir de la contribución 

de múltiples vías de señalización más que de alguna de estas por sí sola y sugiere una compleja 

interacción del intestino con otros órganos en la regulación del peso corporal 40.  

Independientemente de la apreciable eficacia sostenida de la CB/metabólica, es un tratamiento 

quirúrgico muy invasivo, irreversible en la mayoría de los casos y no exento de riesgos 16. Las 

tasas de complicaciones y mortalidad son bajas, aun así, existen posibles complicaciones 
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posquirúrgicas importantes como fugas y fístulas gastrointestinales, hemorragias, obstrucción 

intestinal, úlceras marginales, tromboembolismo venoso y complicaciones nutricionales. No 

obstante, el perfil de seguridad de la CB/metabólica ha demostrado ser aceptable y comparable al 

de otros procedimientos habituales de cirugía general 38. 

Las razones por las cuales la CB/metabólica no se aplica a la mayor parte de la población afectada 

son complejas. Incluyen limitaciones en el conocimientos o puntos de vista de los pacientes y de 

los médicos remitentes; sobrestimación de los beneficios de la atención habitual y de los riesgos 

de la cirugía; falta de comunicación entre pacientes y médicos, y de cobertura por parte de seguros 

médicos. En la mayoría de los países, la cirugía bariátrica sólo es accesible a una pequeña parte de 

los pacientes con obesidad extrema 16,38. En todo caso, los métodos quirúrgicos resultan 

insuficientes como estrategia general para combatir las abrumadoras cifras mundiales de obesidad 

y sus comorbilidades. En este contexto, y sumado a que las intervenciones sobre el estilo de vida 

y el comportamiento ofrecen una eficacia moderada, la búsqueda de opciones farmacológicas con 

efectos comparables a la CB/metabólica constituye un objetivo primordial 15,16. 

3.2.4. Medicamentos contra la obesidad 

Los avances de las dos últimas décadas en la comprensión de los mecanismos moleculares 

involucrados en el control de la ingesta han impulsado el descubrimiento de medicamentos anti-

obesidad (AOM) basado en el diseño racional. Esta nueva tendencia aporta una visión más 

auspiciosa a la historia poco exitosa que ha caracterizado el manejo farmacológico de la obesidad 

15,16. La mayoría de los fármacos evaluados para la disminución del peso corporal, cuando son 

utilizados como terapia única, son poco eficaces o seguros y la pérdida de peso no suele superar el 

10% 16. Por lo general se han asociado a efectos cardiovasculares adversos (sibutramina, 

fenfluramina, dexfenfluramina, píldoras arco iris), mayor riesgo de suicidio (rimonabant), mayor 

probabilidad de drogodependencia y abuso (metanfetamina) y aparición de taquifilaxia 

(fentermina, anfepramona, clorhidrato de catina) 15.  

Los medicamentos que se han investigado en obesidad incluyen agentes tan diversos como 

desacoplantes mitocondriales, simpaticomiméticos, agonistas serotoninérgicos, inhibidores de la 

lipasa, antagonistas de los receptores cannabinoides y más recientemente una creciente familia de 
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péptidos de origen gastrointestinal químicamente optimizados para uso farmacéutico.  Por lo 

general los AOM funcionan por vías periféricas o centrales que rigen el equilibrio energético. 

Algunos de los mecanismos involucrados son el aumento de la saciedad, la reducción de la 

captación de grasa en el tracto gastrointestinal, el bloqueo de la recaptación de catecolaminas y el 

aumento del gasto energético induciendo la termogénesis o la lipólisis 15,16,41. Mientras que varios 

de los candidatos farmacológicos para el tratamiento de la obesidad se comenzaron a estudiar con 

ese fin, como por ejemplo la leptina, la grelina, los desacoplantes mitocondriales y el factor de 

diferenciación del crecimiento 15 (GDF15), la investigación en el área de las incretinas transitó de 

centrarse en el tratamiento de la diabetes hacia la disminución del peso. Los miméticos de las 

incretinas presentan propiedades reductoras de la glucosa, junto con una reducción del apetito y 

de la ingesta de alimentos, lo que se traduce en una pérdida de peso 42.  

Las incretinas son hormonas secretadas por el intestino en respuesta a la ingestión de nutrientes y 

provocan la secreción de insulina de las células β pancreáticas para reducir los niveles de glucosa 

en sangre posprandial. El efecto incretina está mediado en gran medida por las acciones 

neuroendocrinas de dos péptidos intestinales insulinotrópicos, GLP-1 y GIP, que se secretan a 

partir de las células enteroendocrinas “L” y “K”, respectivamente, del intestino después de la 

entrada de nutrientes al tracto gastrointestinal. Lo efectos fisiológicos y farmacológicos mediados 

por GIP y GLP-1 se basan fundamentalmente en los potentes efectos que tienen estos ligandos y 

sus análogos sintéticos sobre los receptores asociados: receptor de GLP-1 (GLP-1R) y receptor de 

GIP (GIPR) 15,16,42,43. La terapia basada en la incretinas con péptidos como exendin 4, liraglutida, 

semaglutida y el agonista dual GIP/GLP1 tirzepatida reduce el peso corporal en roedores  y 

humanos. En general, con la excepción de semaglutida 2,4 mg, la pérdida media de peso corporal 

corregida con placebo que puede conseguirse mediante el tratamiento con un AOM registrado se 

sitúa en un intervalo relativamente estrecho del 3-7% tras 6-12 meses de tratamiento, con una 

fracción finita de sujetos que superan una pérdida de peso del 10% y muchos menos del 15% en 

relación con el placebo. Cabe destacar que semaglutida 2,4 mg y tirzepatida (10 ó 15 mg una vez 

a la semana) han registrado recientemente una pérdida media de peso superior al 10% en estudios 

clínicos de fase II y III realizados en sujetos sin diabetes. La pérdida de peso es considerablemente 

menor en los pacientes con DMT2, lo que indica que la resistencia a la insulina y la hiperglucemia 

crónica se correlacionan con una menor eficacia de los agonistas del GLP1R 15.  
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Los agonistas de los receptores de GLP-1 son una excepción a la modesta eficacia de las 

monoterapias de pérdida de peso disponibles actualmente (Figura 2). Particularmente, la 

semaglutida, como parte de una estrategia de tratamiento en combinación con la modificación del 

comportamiento puede lograr una pérdida de peso superior al 15% 44. Sin embargo, la combinación 

de varias moléculas o incluso moléculas únicas con efectos combinados es la tendencia en el logro 

de una mayor pérdida de peso corporal total; por ejemplo, tirzepatida, un agonista dual de 

GIP/GLP-1, produjo una pérdida de peso de ~23% con la dosis más alta 45. Los ensayos clínicos 

que involucran a los AOM actualmente disponibles, fundamentalmente los agonistas de GLP1R, 

han mostrado mejoras en varios parámetros metabólicos, incluida la esteatosis hepática y 

parámetros cardiovasculares; sin embargo, estudios de mayor magnitud, con mayor alcance 

poblacional y a más largo plazo aún son necesarios para consolidar las potencialidades y la 

seguridad de estas alternativas farmacológicas 46.  

 

Figura 2. Pérdida de peso corporal conseguida mediante cambios en el estilo de vida, medicamentos contra la obesidad 

aprobados actualmente y cirugía bariátrica. Tomado de (Müller et al., 2021). 
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Uno de los principales desafíos en el control del peso es la incapacidad de predecir la respuesta 

del paciente a los medicamentos, con una amplia variabilidad en el cambio de peso de los 

individuos en respuesta a un medicamento determinado. La variabilidad genética, epigenética y 

ambiental, así como respuestas neuroendocrinas compensatorias, asociadas al desarrollo de la  

obesidad y a la defensa del peso corporal son cruciales en la respuesta individual ante diferentes 

fármacos (Müller et al., 2021). En ese sentido, la disponibilidad de nuevas alternativas 

farmacológicas, en forma de monoterapias o en sinergia con las nuevas generaciones de AOMs 

resulta de especial interés; sobre todo cuando la brecha con la cirugía bariátrica/metabólica en el 

control del peso sigue siendo significativa. 

 

3.2.5.  Nitroalquenos 

3.2.5.1. Nitroalquenos de ácidos grasos: formación, biodistribución y metabolismo. 

Durante el proceso inflamatorio se producen distintos mediadores lipídicos oxidados/electrofílicos 

que presentan propiedades vasoactivas pro y antiinflamatorias que participan en la generación y 

resolución del foco inflamatorio vascular 47,48. En los procesos inflamatorios se produce una 

oxidación lipídica acelerada, y los intermediarios formados podrían actuar como sustratos para la 

nitración lipídica reaccionando con el ·NO o sus derivados (nitrito, nitrato, trióxido de dinitrógeno 

y peroxinitrito) 49–56. En medios levemente ácidos el nitrito (NO2
-), o incluso a pH fisiológicos y a 

través de la formación de N2O3, media la nitración de ácidos grasos (FA) insaturados conjugados 

51 y sus productos de oxidación 52,57,58. Inicialmente, el ácido oleico (OA) y el ácido linoleico (LA) 

se consideraron objetivos de nitración lipídica in vivo 59,60. Posteriormente, Bonacci et al. 

informaron que los rendimientos obtenidos en la nitración del ácido linoleico conjugado (CLA) 

eran >105 veces superiores a los de los dienos no conjugados, y que el ácido linoleico 

nitroconjugado (NO2-CLA) era el nitroalqueno de ácido graso (NO2-FA) más abundante formado 

endógenamente 51. Los NO2-FA se forman en el compartimento gástrico 51, en sitios de 

inflamación 51,52,61 y durante la isquemia/reperfusión 62. La mayor parte de los NO2-FA se absorbe 

a nivel de los enterocitos y se empaquetan en quilomicrones que llegan a la circulación sistémica 

a través del conducto linfático torácico y la vena subclavia izquierda. La administración oral de 
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ácido nitro-oléico (NO2-OA) a perros mostró niveles de esterificación mucho más elevados que 

los de la forma libre del ácido, apuntando a la esterificación de los NO2-FA como un mecanismo 

que podría limitar su inactivación hepática y favorecer así su distribución tisular al bloquear su 

reactividad. Sin embargo, a pesar de las similitudes en el metabolismo, estos niveles de 

esterificación fueron obtenidos en perros y aún no se han determinado en humanos 63,64. Los NO2-

FA no esterificados pueden estar presentes como consecuencia de la absorción a través del sistema 

portal y del transporte dependiente de albúmina 63. La absorción a través del sistema linfático evita 

el metabolismo de primer paso en el hígado, disminuyendo el metabolismo mediado por las 

enzimas de fase I y II y, por lo tanto, incrementando la biodisponibilidad oral de estos compuestos 

63. En los capilares, la lipoproteína lipasa (LPL) elimina los NO2-FA de los quilomicrones con la 

participación de la proteína de unión a lipoproteínas de alta densidad anclada a 

glicosilfosfatidilinositol 1 (GPIHBP1) en el anclaje de la LPL a la luz endotelial 65. Los NO2-FA 

también sufren fácilmente reacciones de adición reversibles con nucleófilos como sulfidrilos libres 

de proteínas y el glutatión, lo cual disminuye temporalmente su reactividad electrofílica y genera 

un reservorio circulante de estos nitrolípidos 66,67. 

Los nitroalquenos de ácidos grasos se metabolizan predominantemente a través de la saturación 

del doble enlace y reacciones de β-oxidación que terminan en el sitio de nitración de la cadena de 

acilo 66. Los metabolitos incluyen metabolitos de cadena más corta (C2H4)n generados por β-

oxidación mitocondrial, que son reducidos por la prostaglandina reductasa 1 a nitroalcanos 

reactivos no electrofílicos o esterificados para formar lípidos complejos 68. Los metabolitos 

hidrófilos de los NO2-FA, incluidos los derivados del ácido dicarboxílico, los productos de β-

oxidación, los ácidos mercaptúricos y los aductos de cisteína, se filtran en los riñones y se eliminan 

en la orina 69,70.  

La formación, biodistribución y metabolismo de los NO2-OA es compleja e involucra a varios 

órganos siendo el corazón, los riñones, el músculo, el hígado, y el tejido adiposo algunos de los 

principales involucrados 64. En la Figura 3 se muestra un esquema que resume las características 

de estos procesos, basado fundamentalmente en la información obtenida a partir del NO2-CLA. 



Capítulo I: Aproximaciones proteómicas para dilucidación del mecanismo de acción del SANA  

18 

 

 

Figura 3. Formación y biodistribución de los NO2-FA. La formación de NO2-CLA se promueve bajo las condiciones 

ácidas que se encuentran en el estómago a través de la reacción de radicales derivados del nitrito dietético y CLA 

(generalmente encontrado esterificado en triglicéridos). Con fines terapéuticos, los NO2-FA también pueden 

administrarse por vía oral como medicamento, como es el caso de CXA-10 (Complexa Inc.). A través de la actividad 

de lipasas, los triglicéridos son hidrolizados y los NO2-FA se liberan y son absorbidos junto con otros FA por los 

enterocitos, empaquetados en quilomicrones como triglicéridos y transportados hacia la circulación a través del 

sistema linfático. (A) Una vez que los quilomicrones llegan a los capilares, los NO2-FA se separan de los triglicéridos 
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por la actividad de las lipoproteínas lipasas en un proceso que requiere la presencia de la proteína de acoplamiento 

GPIHBP1. Los NO2-FA liberados pueden unirse a transportadores de ácidos grasos (por ejemplo, CD36) o difundir 

en las células endoteliales y llegar a las células parenquimales, como los miocitos cardíacos. El corazón, los riñones, 

los músculos, el hígado y el tejido adiposo están entre los principales objetivos. Una vez que los NO2-FA llegan a las 

células objetivo, participan en vías de señalización a través de modificaciones post-traduccionales de proteínas, son 

metabolizados y luego inactivados enzimáticamente. (B) Los metabolitos hidrofílicos de los NO2-FA, incluyendo 

derivados de ácidos dicarboxílicos, productos de β-oxidación, ácidos mercaptúricos y aductos de cisteína, son filtrados 

en el riñón y eliminados en la orina. (C) Los NO2-FA que llegan al tejido adiposo se vuelven a esterificar en 

triglicéridos para su almacenamiento. Los productos de degradación formados durante el metabolismo t isular y los 

NO2-FA liberados de los adipocitos a través de la actividad de ATGL alcanzan la circulación donde se unen a la 

albúmina y son transportados y entregados al hígado para su excreción o filtrados en la orina por los riñones. (D) 

Alternativamente, los NO2-FA que llegan al hígado pueden ser reincorporados en triglicéridos, ensamblados en el 

retículo endoplásmico y los compartimentos de Golgi en partículas VLDL, y las partículas VLDL maduras que 

contienen Apo B, E, y CIII son liberadas a la circulación y distribuidas sistémicamente a los tejidos objetivo. Esto 

inicia un nuevo ciclo de entrega, señalización, inactivación, metabolismo y eliminación. Finalmente, el hígado elimina 

las partículas LDL restantes y los quilomicrones remanentes a través de la captación selectiva y descomposición. 

Abreviaciones: Apo, apolipoproteína; ATGL, lipasa de triglicéridos adiposos; GPIHBP1, proteína de unión a 

lipoproteínas de alta densidad anclada a glicosilfosfatidilinositol 1; IDL, lipoproteína de densidad intermedia; LDL, 

lipoproteína de baja densidad; LPL, lipoproteína lipasa; NO2-CLA, ácido linoleico nitroconjugado; NO2-FA, 

nitroalqueno de ácido graso; OAT, transportador de aniones orgánicos; TG, triglicérido; VLDL, lipoproteína de muy 

baja densidad. Tomado de 64. 

3.2.5.2.  Nitroalquenos de ácidos grasos: mecanismos de acción y efectos terapéuticos. 

Los nitroalquenos son nitroderivados de alquenilo (R1HC=C(NO2)R2) que por definición son 

compuestos electrofílicos. El grupo nitro es un centro atrayente de electrones que genera un déficit 

electrónico del carbono beta del doble enlace, confiriéndole la capacidad de formar aductos 

covalentes con nucleófilos mediante una reacción de adición de Michael (Figura 4). Estas especies 

nucleofílicas son grupos tioles o aminas presentes en residuos de cisteína o histidina 71. 
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Figura 4. Reacción de adición Michael de derivados nitroalquenos con tioles (A) y grupos amino (B). Tomado de 

(Batthyany et al., 2006). 

Debido a su reactividad electrofílica, los NO2-FA son capaces de ejercer respuestas de señalización 

celular a través de la modificación post-traduccional reversible de proteínas por la reacción de 

adición de Michael, fundamentalmente en residuos de cisteína 71, y en particular porque median la 

modificación de factores de transcripción 72.  

Los receptores activados por proliferador de peroxisomas (PPARs) son receptores nucleares de 

factores de transcripción inducibles por ligandos que controlan la expresión de redes de genes 

implicados en la adipogénesis, el metabolismo de los lípidos, la inflamación y el mantenimiento 

de la homeostasis metabólica 72,73. Aunque se les conoce como receptores de grasas dietéticas 

comunes, como los ácidos oleico, linoleico y linolénico, los PPAR también se unen y responden a 

diversos metabolitos lipídicos, incluida la prostaglandina J2, el ácido 8S-hidroxieicosatetraenoico 

y una colección de fosfolípidos oxidados. La unión del ligando induce un cambio conformacional 

en el receptor que permite el reclutamiento diferencial de cofactores y la posterior modulación de 

la actividad de PPAR. PPARγ, uno de los tres PPAR que existen en mamíferos (PPARα, PPARβ/δ 

y PPARγ), se expresa principalmente en el tejido adiposo blanco (WAT) y marrón (BAT), donde 

es un regulador metabólico clave 73. Los nitroalquenos son ligandos de PPARγ y han mostrado 

interactuar con varios de sus residuos (Arg288, Glu343 y alquilación de Cys285) 72. A través de la 

activación de este receptor los nitroalquenos estimulan la expresión de CD36 74, un receptor 
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polifacético involucrado en procesos como la angiogénesis, la respuesta inflamatoria y el 

metabolismo de ácidos grasos 75. El NO2-OA también regula al alza genes como los que codifican 

para Glut4, CBP-1 y PGC-1α, los cuales aumentan la sensibilidad a la insulina y reducen la 

acumulación de grasa y las citocinas proinflamatorias 72. 

El factor nuclear-κB (NF-κB) desempeña un rol crucial en el control de la supervivencia celular, 

la proliferación, los procesos inflamatorios y la respuesta inmunitaria. Mediante la dimerización 

de dos de sus subunidades (p50, p65, p52, RelB o c-Rel) NF-κB se une al ADN y activa la 

transcripción génica de sus genes blanco. Sin embargo, el NF-κB es secuestrado en el citoplasma 

por las proteínas inhibidoras de κB (IκB), que enmascaran la secuencia de localización nuclear de 

las subunidades. Ante señales estimulantes, las IκB quinasas (IKKs) fosforilan IκB, dirigiéndolo 

a la ubiquitinación y degradación proteasomal y permitiendo que NF-κB se transloque al núcleo 

para activar la transcripción. El bloqueo de esta vía disminuye las respuestas proinflamatorias 72. 

Los nitroalquenos reducen la activación de NF-κB mediante la alquilación de la subunidad p65 

(Figura 5), de esta forma impiden su unión al ADN y consecuentemente inhiben la transcripción 

de los genes proinflamatorios asociados como IL-6, TNFα y MCP-1 y molécula de adhesión 

celular vascular (VCAM)-1 76. El NO2-OA también inhibe el reclutamiento del receptor tipo Toll 

4 (TLR4) y del factor 6 asociado al receptor de TNF (TRAF6) a los compartimentos de las balsas 

lipídicas de membrana. Como consecuencia, la activación vascular de la quinasa IKKβ 

(responsable de la liberación de NF-κB de IκB) se ve afectada, produciendo la inactivación de la 

cascada proinflamatoria NF-κB en las células vasculares 77. 

El factor nuclear tipo (derivado de eritroides 2) 2 (Nrf2) es una proteína de respuesta al estrés 

oxidativo e inductor de enzimas de fase II a través del elemento de respuesta antioxidante (ARE). 

Los genes regulados por Nrf2 son fundamentales para proteger contra el estrés oxidativo, al 

expresar genes que limitan la lesión celular inducida por la inflamación y las especies reactivas de 

oxígeno 78. Este factor de transcripción regula la expresión de una centena de genes, entre ellos, 

los que codifican la hemo oxigenasa 1 (HO-1), NAD(P)H deshidrogenasa quinona 1 (NQO1), γ-

glutamilcisteína sintasa, GSH peroxidasa y superóxido dismutasa de cobre/zinc. En condiciones 

normales Nrf2 está unido en el citoplasma a la proteína asociada a ECH tipo Kelch 1 (Keap1, 

Kelch-like ECH-associated protein 1), el cual media su ubiquitinación y posterior degradación por 

el proteasoma. En cambio, el desensamblaje de Keap1 de Nrf2 permite la translocación nuclear, 
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promoviendo la activación transcripcional y la posterior expresión de genes de fase II 72. Los 

derivados de NO2-FA activan la transcripción génica dependiente de Nrf2 alquilando dos residuos 

de cisteína funcionalmente significativos (Cys-273 y Cys-288) de Keap1. Esto inhibe la 

degradación de Nrf2 dependiente de Keap1 y da como resultado la translocación nuclear de la 

proteína Nrf2 sintetizada de novo, la unión a ARE y la transactivación de la señalización genética 

78. 

 

Figura 5. Efectos antiinflamatorios y citoprotectores de los nitroalquenos de ácidos grasos (NO2-FA). El electrófilo 

NO2-FA se une a residuos nucleofílicos críticos en p65 y Keap-1, resultando en la inhibición de la señalización 

dependiente de NF-κB y la activación citoprotectora dependiente de Nrf2, respectivamente. La disociación del 

complejo Keap1/Nrf2 por electrófilos conlleva a la translocación de Nrf2 al núcleo formando complejos 

heterodiméricos con los factores de transcripción MAFs en el elemento de respuesta antioxidante (ARE). Los NO2-

FA se unen a PPARγ y transactiva parcialmente los genes dependientes de este receptor. En el citoplasma se forman 

aductos electrófilo-GSH que pueden ser transportados hacia el exterior de la célula a través de las proteínas de 

resistencia a múltiples drogas (MRP-1). Tomado de 47. 

Además de las vías de PPARγ, Nrf2 y NF-κB, los nitroalquenos son capaces de regular la respuesta 

al choque térmico (HSR, del inglés: “heat shock response”) 79, que es una respuesta ordenada a 

distintos tipos de estrés. Este mecanismo está regulado por los factores de choque térmico (HSF, 

del inglés: ̈ heat shock factors¨) dentro de los cuales HSF-1 desempeña un papel fundamental en 

la activación de genes asociados con la reorganización de proteínas desnaturalizadas; la protección 

de las que conservan su estructura nativa y la señalización para la degradación de las proteínas 
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desnaturalizadas irreversiblemente 80. Los ácidos grasos nitrados pueden contribuir a la activación 

de esta respuesta mediante la liberación de HSF-1 de proteínas inhibitorias como HSP 70. Como 

resultado de su activación los HSF experimentan un procesamiento en varias etapas que incluyen 

modificaciones postraduccionales, enriquecimiento nuclear, trimerización y unión a los elementos 

de choque térmico (HSE, del inglés: “heat shock elements”) en los genes de diana 79 (Figura 6). El 

NO2-OA mostró ser un potente inductor de la HSR, añadiendo una nueva dimensión a los 

mecanismos de señalización antiinflamatorios pleiotrópicos manifestados por los nitroalquenos de 

ácidos grasos. 

 

Figura 6. Etapas de procesamiento post-activación de HSF. Tomado de Kansanen et al., J Biol Chem, 2009. 

Otro mecanismo de acción de los NO2-FA involucra a los transductores de señales y activadores 

de la transcripción (STAT). Esta familia de proteínas participa en la regulación de la supervivencia, 

la diferenciación y la proliferación celular 72. Un grupo de citoquinas y factores de crecimiento 

funcionan como ligandos de receptores en el sistema Janus quinasas (JAK)/STAT. La unión de los 

ligandos conduce a la dimerización de los receptores y al reclutamiento y activación de las quinasas 

citoplasmáticas JAK. Esto provoca la fosforilación en tirosina de los receptores y el acoplamiento 

y fosforilación de las STAT, que se disocian del receptor para formar homodímeros o 

heterodímeros. Los dímeros de STAT entran en el núcleo, se unen al ADN y regulan la 

transcripción de genes 81 como por ejemplo los estimulados por IFNγ 82. En una línea celular de 

macrófagos murinos, el NO2-LA y el NO2-OA inhibieron la fosforilación de STAT1 inducida por 

lipopolisacárido (LPS), mediante el aumento de la MAPK fosfatasa 1 (MKP-1), resultando en la 

disminución de la expresión de genes diana de STAT1 como la óxido nítrico sintasa inducible 

(iNOS) y la proteína quimioatrayente de monocitos 1 (MCP-1) 83. 
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Los mecanismos de acción conocidos de los nitroalquenos abarcan un grupo de enzimas y canales 

iónicos que resaltan sus acciones pleiotrópicas 72. Son capaces de disminuir la generación de ·NO 

inflamatorio a través de la supresión de iNOS en macrófagos 84 y también de estimular la expresión 

y actividad de la óxido nítrico sintasa endotelial (eNOS) que tiene efectos beneficiosos en la 

inflamación vascular y la tensión arterial 85. Los NO2-FA además limitan la expresión y función 

de las metaloproteinasas de matriz (MMP), colaborando con la resolución de procesos 

inflamatorios, fundamentalmente a nivel de las lesiones ateroscleróticas 86. Contrario a la forma 

en que comúnmente los NO2-FA modifican a las proteínas, el NO2-OA mostró modificar 

irreversiblemente a la xantina oxidorreductasa (XOR) y lo hizo de forma específica con respecto 

a otros lípidos electrofílicos. La xantina oxidorreductasa (XOR) genera oxidantes proinflamatorios 

y especies nitrantes secundarias. Tanto en modelos animales como en estudios clínicos, la 

inhibición de XOR ha demostrado ser beneficiosa en una variedad de procesos inflamatorios 

vasculares 87. El NO2-OA también activa los canales de potencial receptor transitorio (TRP), que 

son canales iónicos neurológicos implicados en el dolor neurogénico, la inflamación y la 

hiperreactividad. Mediante una estimulación bifásica, inicialmente conduce a la afluencia de 

calcio, la despolarización y la activación, mientras que la respuesta secundaria a concentraciones 

más altas del nitrolípido puede promover la desensibilización de los canales TRP, aliviando así los 

acontecimientos proinflamatorios y fisiopatológicos 72. 

La regulación de otras dianas subcelulares de los NO2-FA como la epóxido hidrolasa soluble (sEH) 

88, el receptor de angiotensina II (Ang II) tipo 1 (receptor AT1) 89, Rad51 90 y el estimulador de los 

genes del interferón (STING) 64,91–93, ha adquirido relevancia en determinadas condiciones 

fisiopatológicas como el control de la tensión arterial, el cáncer y los trastornos metabólicos 

relacionados con la obesidad. 

Debido a sus efectos pleiotrópicos, fundamentalmente antiinflamatorios, los nitroalquenos han 

sido evaluados como fármacos en disímiles modelos animales de enfermedades inflamatorias, 

metabólicas y relacionadas con el estrés oxidativo. Han mostrado inhibir la hiperplasia neointimal 

inducida por lesión arterial 94; inhibir la hipertensión arterial inducida por Ang II 88,89; proteger del 

daño por isquemia/reperfusión cardíaca 62 y renal 95 y por sepsis inducida por endotoxinas 96 y 

reducir la aterosclerosis en ratones apo E-/- 97. En un modelo animal de nefropatía diabética, el 

tratamiento combinado de losartán (bloqueador del receptor AT1) y el NO2-OA produjo una 
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reducción notoria de la albuminuria, restituyó la estructura de la barrera de filtración glomerular, 

atenuó la glomeruloesclerosis y mostró una disminución considerable del estrés oxidativo renal y 

la inflamación 98. El efecto renoprotector de estos compuestos también se evidenció en un modelo 

murino de enfermedad renal crónica (CKD) de baja renina y alta sal con acetato de 

deoxicorticosterona (DOCA) 99. El NO2-OA suprimió notablemente la susceptibilidad a las 

arritmias ventriculares, a través de la estabilización de la homeostasis miocelular de Ca2+ en un 

modelo murino de isquemia miocárdica aguda (AMI) 100. El NO2-OA además atenuó la fibrosis 

miocárdica intersticial y mejoró sustancialmente la función sistólica del ventrículo izquierdo en un 

modelo de miocardiopatía dilatada (DCM), probablemente mediado por la interferencia con la 

señalización de TGFβ 101. Otros estudios también mostraron efectos beneficiosos en modelos de 

aneurisma de aorta 102,103. En modelos de enfermedad de hígado graso no alcohólico (NAFLD), el 

NO2-OA redujo significativamente los marcadores circulantes de lesión hepática, esteatosis 

hepática, inflamación lobular y fibrosis. Dichos efectos fueron atribuidos a la regulación de la 

adipogénesis y la prevención de la biosíntesis y acumulación de triglicéridos (TG) en el hígado 

mediante la inhibición de la maduración de la proteína de unión al elemento regulador de esteroles 

1 (SREBP-1) 104. La suplementación con aceite de oliva virgen extra (EVOO) en los ratones 

tratados con dieta rica en grasas (HFD) recuperó los niveles circulantes de NO2-FA, disminuidos 

con respecto a la dieta normal. Este aumento produjo mejora de la función mitocondrial en 

NAFLD, superada después de la suplementación con nitrito 105. También en un modelo resistencia 

a la insulina y NAFLD inducido por HFD el tratamiento con NO2-OA previno el daño hepático, 

mejoró la tolerancia a la glucosa y la función mitocondrial. Estos efectos fueron compartidos con 

la tiazolidinediona (TZD) rosiglitazona, mientras que sólo el NO2-OA disminuyó la acumulación 

de TG hepáticos; sin el aumento de peso y masa grasa inducido por la rosiglitazona 106. Estos 

resultados son especialmente interesantes en la búsqueda de activadores de PPAR-γ para el 

tratamiento de enfermedades asociadas a la obesidad, como NAFLD y DMT2, sin los efectos 

adversos de las TZD 107. La administración de NO2-OA mejoró la tolerancia a la glucosa y atenuó 

significativamente el estrés oxidativo inducido por HFD, así como los niveles de citocinas 

pulmonares proinflamatorias 108. El regioisómero del NO2-OA, ácido 10-nitro-9(E)-octadec-9-

enoico (CXA-10), incluso ha sido probado en ensayos clínicos para el tratamiento de la 

inflamación. El CXA-10 resultó ser seguro y bien tolerado en sujetos sanos y obesos y logró 

reducir los niveles de inflamación y disfunción metabólica, incluyendo leptina, TG, colesterol, 
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MCP-1 e IL-6 en sujetos obesos 109. Estos resultados han derivado en la evaluación de este fármaco 

en ensayos clínicos de fase II dirigidos a la hipertensión pulmonar 110 y a la esclerosis glomerular 

segmentaria focal primaria 111.  

Sin embargo, el estudio del metabolismo de los nitroalquenos de ácidos grasos ha demostrado que 

estos compuestos sufren una rápida y sustancial modificación metabólica (saturación, β-oxidación, 

conjugación y eliminación). Estas reacciones afectan su reactividad y farmacocinética, 

condicionando sus acciones biológicas 66 

 

3.2.5.3. Nueva generación de nitroalquenos de síntesis. 

Recientemente nuestro equipo de investigación desarrolló una nueva estrategia farmacológica para 

el tratamiento de enfermedades relacionadas con la inflamación, mejorando las propiedades 

farmacocinéticas y farmacodinámicas de los nitroalquenos de los ácidos grasos. Para ello fue 

diseñada una generación de nitroalquenos derivados del α-tocoferol (α-TOH) y de su análogo 

hidrosoluble, TroloxTM (ácido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-carboxílico) 112–115. El 

derivado nitroalqueno del α-tocoferol (NATOH) fue diseñado para ser distribuido por las 

lipoproteínas, alcanzando la vasculatura y consecuentemente la placa de ateroma, lesión 

característica de la aterosclerosis. Ensayos in vitro mostraron que el NATOH es un potente 

electrófilo que reacciona con nucléofilos como β-mercaptoetanol y glutatión 113,114 y que 

efectivamente se incorpora a las lipoproteínas. El NATOH además disminuyó significativamente 

la formación de placa de ateroma y la expresión de ICAM-1, VCAM-1, TNF-α e IL-1β, mientras 

que activó eficazmente la vía Nrf2-Keap1 113. 

Los nitroalquenos derivados de TroloxTM (NATxME y NATx0) se concibieron buscando variar 

las propiedades fisicoquímicas y de absorción, distribución, metabolización y excreción, 

basándose en sus diferencias de solubilidad y posición del grupo nitroalquenilo. El NATxMe 

presentó propiedades antiinflamatorias tales como la inhibición de la secreción de citoquinas 

proinflamatorias (TNF-α, IL-6, MCP-1) controladas por el factor NF-kB en macrófagos murinos; 

la inducción de la expresión de enzimas de fase 2 dependientes del sistema Nrf2/Keap-1: 

hemoxigenasa-1 (HO-1), subunidad modificadora de la glutamato-cisteína ligasa (GCLM) y la 
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NAD(P)H deshidrogenasa quinona 1 (NQO-1) e inhibición in vivo del reclutamiento de neutrófilos 

en un modelo de daño tisular en pez cebra 114. Por otra parte, el derivado de Trolox™ sin la cola 

isoprenoide, (NATx0) inhibió la inflamación tanto in vitro como in vivo, afectando 

específicamente a la producción de citocinas dependientes de NF-kB y NLRP3. Mecánicamente, 

se observó que inhibe la translocación nuclear de p65/ReLA y la secreción de IL-1β dependiente 

de NLRP3 al interferir con la oligomerización de la proteína ASC y consecuentemente con la 

formación del complejo inflamasoma. Interesantemente, el tratamiento de ratones obesos (DIO) 

con NATx0 disminuyó la activación del inflamasoma en el tejido, mejorando la intolerancia a la 

glucosa 112. 

Nuestro grupo ha mostrado que la relocalización del grupo nitroalquenilo permite conferir nuevas 

potencialidades a compuestos con propiedades beneficiosas conocidas, que van más allá de las 

explicables por el nitrolaqueno o el sillar estructural de forma independiente. En línea con esta 

experiencia, también fue diseñado un nitroalqueno derivado del ácido benzoico, (E)-4-(2-

nitrovinyl)benzoic acid (BANA), capaz de reducir la neuroinflamación y enlentecer la progresión 

de la enfermedad en un modelo de rata transgénica SOD1G93A de esclerosis lateral amiotrófica 

(ALS). El hecho de que el fármaco haya generado tales resultados al ser administrado tras el inicio 

de la parálisis, resalta su potencial como alternativa terapéutica para la ELA 116. 

3.2.6. Salicilato: seguridad y efectos metabólicos. 

El salicilato es una hormona de origen vegetal 117 que se utiliza con fines medicinales desde la 

antigüedad. Como medicamento se usa mayormente su forma acetilada (acetil salicilato o 

aspirina), que se descompone rápidamente en salicilato in vivo 118. El salsalato, un profármaco 

dimérico compuesto por dos fracciones esterificadas de salicilato, presenta ventajas frente al 

salicilato sódico. Su insolubilidad en el pH ácido del estómago permite que se suspenda sin 

disolverse y pase al intestino delgado, evitando así el contacto directo con la mucosa gástrica.  Por 

distintos mecanismos, tanto las formas no acetiladas (por ejemplo, salicilato de sodio, salsalato y 

trisalicilato) y acetiladas (aspirina) del salicilato se utilizan ampliamente para tratar distintos tipos 

de dolor, fiebre y síntomas de la inflamación. De hecho, la aspirina se encuentra entre los 

medicamentos considerados esenciales por la Organización Mundial de la Salud 17,119,120. 
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Incluso a dosis bajas, la aspirina inhibe eficazmente las enzimas ciclooxigenasas, Cox 1 y Cox 2, 

mediante la transacetilación covalente de los residuos de serina del sitio activo; esto inactiva 

irreversiblemente las enzimas e impide la catálisis del paso comprometido en la síntesis de 

prostaglandinas. Al carecer de un grupo acetilo, los salicilatos no acetilados no modifican las 

enzimas ciclooxigenasas. A concentraciones significativamente superiores a las necesarias para la 

inhibición de la Cox, tanto los salicilatos no acetilados como la aspirina inhiben el eje  

proinflamatorio IKKb/NF-kB 121,122. Dosis altas de salsalato son capaces de reducir los niveles de 

glucosa y lípidos y mejora la sensibilidad a la insulina en pacientes con diabetes 17. De hecho, el 

salsalato fue extensamente evaluado en ensayos clínicos en personas obesas con o sin diabetes de 

tipo 2, en los que se ha mostrado una reducción de la glucosa y los triglicéridos circulantes 17,123,124. 

Se ha demostrado que el salicilato reduce la glucemia a través de una serie de mecanismos 

potencialmente interrelacionados, como la represión de un inhibidor de la subunidad β de la 

quinasa del factor nuclear κ-B (IKK-β) 122,125–127, el desacoplamiento mitocondrial 128 y la 

activación de la proteína quinasa activada por AMP (AMPK) 118. La AMPK suprime la 

inflamación mediada por macrófagos 129, así como la síntesis de ácidos grasos y colesterol en el 

hígado a través de la fosforilación de la acetil-CoA carboxilasa (ACC) y la HMG-CoA reductasa 

(HMGCR), respectivamente 130. El salicilato se une directamente y activa a los heterotrímeros que 

contienen AMPKβ1 118. Varios estudios muestran que el salicilato mejora la disfunción metabólica 

en ratones obesos, incluidos efectos modestos en el aumento de peso 128,131–133. Ensayos clínicos 

para tratar la diabetes tipo II y enfermedades cardiovasculares revelaron una mejoría en los niveles 

de glucemia basal, hemoglobina glicosilada y la proteína C reactiva asociada al tratamiento con 

salicilato; sin embargo, los resultados beneficiosos del tratamiento resultaron ser menores tomando 

en consideración que las dosis del fármaco fueron muy altas, alcanzando los 4 g/día 123,134,135. No 

obstante, teniendo en cuenta sus efectos antiinflamatorios y de regulación del metabolismo, así 

como su historial como fármaco seguro, y siguiendo el diseño racional de nuevos nitroalquenos, 

nuestro grupo sintetizó el derivado nitroalqueno del salicilato, ácido 5-(2-nitroetenil)salicílico 

(SANA) buscando potenciar sus efectos metabólicos. 
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3.2.7. Proteómica basada en espectrometría de masa aplicada al descubrimiento de 

mecanismos de acción fármacos 

El desarrollo de fármacos conlleva un proceso engorroso e implica un alto riesgo, con menos del 

10% de éxito de aprobación en los compuestos sometidos a ensayos clínicos 136. La aprobación de 

un fármaco por parte de la Administración de Alimentos y Medicamentos de EE. UU. (FDA) 

requiere que este sea seguro y que se demuestre cierta eficacia; pero no la comprensión de su 

mecanismo de acción (MoA) 136,137. Esto puede resultar en la llegada de fármacos a los ensayos 

clínicos sin dicho conocimiento y en una posible causa de fracaso. Una forma de alivianar esas 

dificultades se basa en comprender los mecanismos moleculares que justifican los efectos del 

fármaco. Conocer cómo funciona permite una mejor dosificación del fármaco mediante el 

seguimiento de sus efectos en la vía diana en el paciente y una mejor evaluación de los posibles 

efectos adversos. Al mismo tiempo que puede ayudar a estratificar los ensayos clínicos para 

centrarlos en aquellos pacientes con mayor probabilidad de responder 136. No obstante, la 

necesidad de revelar la diana molecular específica y el mecanismo de acción de un nuevo fármaco 

o en qué momento del proceso de descubrimiento de fármacos debe obtenerse dicha información, 

es fuente actual de debate. Un argumento es que el MoA debe perseguirse desde el principio para 

ayudar a descubrir una nueva biología, incluso si los esfuerzos de descubrimiento de fármacos 

terminan fracasando y de esta forma permitir rentabilizar la inversión en conocimiento realizada 

por los organismos financiadores. Otra perspectiva es que la investigación se aleja del objetivo 

central de encontrar un medicamento eficaz, incluyendo el alto consumo de recursos que implica 

la identificación de blancos moleculares y el MoA de fármacos. Una visión intermedia se basa en 

que tal conocimiento debería obtenerse al principio del proceso de descubrimiento del fármaco 

cuando la condición médica a tratar cuenta con un tratamiento estándar. Mientras que, en el caso 

de las indicaciones con una necesidad no satisfecha, dichos esfuerzos deben producirse en un 

momento posterior a la demostración de la eficacia en un modelo animal, debido a la gran demanda 

de recursos que puede suponer 137. 

Aunque para algunos casos los términos blanco y MoA se usan como sinónimos, de manera más 

generalizada el blanco describe la diana molecular específica (proteína, molécula de ARN, etc.) 

con la que interactúa un fármaco para iniciar una respuesta biológica. El MoA describe la acción 

del fármaco a un nivel superior de complejidad biológica, como sistemas de señalización celular 
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u otros procesos sobre los que actúa a través de su interacción con uno o varios blancos 

moleculares, mayormente proteínas 137.  

Las aproximaciones experimentales para el descubrimiento de fármacos suelen seguir dos caminos 

fundamentales, uno basado en el blanco molecular y otro en los efectos del fármaco en modelos 

de enfermedades 138–140. En el primer caso se identifican pequeñas moléculas que se unen a 

proteínas diana recombinantes mediante el cribado de grandes bibliotecas de compuestos. Una vez 

identificadas las moléculas candidatas, ocurre una optimización en cuanto a afinidad, propiedades 

físicas y químicas, absorción y distribución, eficacia y seguridad en sistemas de modelos celulares 

o in vivo. El auge de este enfoque está asociado a los avances en el conocimiento de los 

mecanismos moleculares de las enfermedades y en las tecnologías de cribado a gran escala 141,142. 

Por otro lado, el enfoque de cribado fenotípico monitorea la respuesta biológica a compuestos 

bioactivos en sistemas modelo de enfermedad. Aunque inicialmente no se centra en un blanco 

específico, la identificación de este constituye un paso posterior importante en los estudios de 

seguridad y optimización del fármaco. Esta suele ser la estrategia por la cual se han descubierto 

fármacos primeros en su clase 141. 

Dado que las proteínas constituyen la mayoría de los componentes bioquímicamente activos de 

los sistemas biológicos y son el objetivo de casi todos los fármacos, 143,144 los métodos analíticos 

que permiten estudiarlas son cruciales en el descubrimiento y desarrollo de fármacos. La 

proteómica basada en la espectrometría de masa (MS) no sólo aporta información sobre la 

identidad y abundancia de proteínas en muestras biológicas, si no que se ha transformado en una 

herramienta para el estudio de sus propiedades y modulación funcional a distintos niveles. 

Continuos avances tecnológicos en el área, desde el procesamiento de las muestras y las 

características de los espectrómetros de masa hasta las capacidades de análisis de datos, impulsan 

una tendencia hacia la obtención de proteomas exhaustivos. Los enfoques proteómicos modernos 

abordan la participación y la reactividad de las moléculas bioactivas, resuelven la dinámica 

espaciotemporal en las redes de señalización de proteínas y proporcionan una anotación funcional 

exhaustiva de las modificaciones postraduccionales (PTM) a escala de todo el proteoma 145–150. 

Los métodos proteómicos resultan útiles tanto en las estrategias de descubrimiento de fármacos 

basadas en blancos como en las de tipo fenotípico (Figura 7).  
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Figura 7. Métodos proteómicos para la identificación y validación de blancos y el control de la seguridad y la eficacia. 

Mientras que los métodos centrados en el compuesto investigan cómo los fármacos afectan directamente a la afinidad, 

la actividad, la estabilidad y el plegamiento de las proteínas, los métodos centrados en el mecanismo investigan la 

forma en la que actúa el fármaco, o el mecanismo de la enfermedad, indirectamente a través de la evaluación de la 

abundancia, la localización, la interacción y la modificación de las proteínas. La relación masa/carga (m/z) ilustra el 

resultado analítico de los análisis de espectrometría de masa. Tomado de 141. 

3.2.8.  Proteómica basada en espectrometría de masa 

La espectrometría de masa constituye una plataforma clave para los análisis proteómicos, con dos 

enfoques opuestos denominados proteómica "top-down" y "bottom-up". En la proteómica top-

down, la identificación de proteínas se obtiene directamente de la fragmentación de la proteína 

intacta. Cuando está disponible, esta metodología proporciona datos de identificación precisa de 

las proteoformas (Todas las diferentes formas moleculares en las que se puede encontrar el 

producto proteico de un solo gen, incluidas las modificaciones debidas a variaciones genéticas, 

transcritos de ARN alternativamente empalmados y modificaciones postraduccionales 151) de una 
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muestra; sin embargo, es considerablemente más difícil de ejecutar que el enfoque bottom-up 

debido a la complejidad de los datos generados y a diversas limitaciones técnicas 151,152. El enfoque 

bottom-up es el más difundido en los estudios de proteómica a gran escala. En esta metodología 

las proteínas se digieren en péptidos mediante tripsina u otras proteasas y luego se separan e 

identifican por cromatografía líquida y espectrometría de masa en tándem. Cuando los péptidos 

proteolíticos provienen de una mezcla compleja de proteínas, a esta metodología se le llama 

proteómica de tipo shotgun 153. La enzima empleada más comúnmente es la tripsina, con 

especificidad de escisión en el lado C-terminal de los residuos de lisina y arginina. Esto es 

beneficioso para el análisis de MS posterior porque ambos aminoácidos llevan una carga C-

terminal positiva a pH ácido, pero también se utilizan otras peptidasas como GluC o AspN para 

aumentar la cobertura de secuencia de proteínas. Las mezclas de péptidos resultantes se separan 

en función de sus propiedades físicas (principalmente hidrofobicidad mediante cromatografía 

líquida (LC) de fase reversa (RP)) y se transfieren en línea al espectrómetro de masa después de 

la ionización por electroespray. Decenas de miles de péptidos (correspondientes a miles de 

proteínas) pueden cuantificarse en menos de 1 h a partir de unos pocos microgramos de material 

de partida biológico 141.  

En los métodos de proteómica no dirigida o de descubrimiento, la adquisición de los datos puede 

ser dependiente o independiente de estos (data-dependent acquisition (DDA) y data-independent 

acquisition (DIA) respectivamente) 154. En DDA, los n péptidos más abundantes (generalmente 

entre 12 y 20) de un primer ciclo de MS se fragmentan secuencialmente (MS/MS). En DIA, de 

forma cíclica, todos los péptidos en una ventana de m/z, a lo largo de todo el rango de m/z son 

fragmentados simultáneamente. En DDA es más probable la secuenciación estocástica de los 

precursores, por lo que puede tener más valores faltantes en comparación con DIA; este efecto 

disminuye con inyecciones repetidas de la misma muestra. Aunque DIA puede generar 

información muy exhaustiva, la identificación inequívoca de péptidos a partir de espectros de 

fragmentación complejos sigue siendo un desafío en la actualidad 141. Mediante distintos 

algoritmos de software los datos adquiridos son utilizados para la identificación y cuantificación 

de los péptidos y posteriormente esta información es extrapolada a nivel de proteínas 155. El 

enfoque más común para la identificación de péptidos mediante DDA sigue siendo el uso de 

motores de búsqueda en bases de datos, aunque el desarrollo de métodos libres de hipótesis es un 
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terreno en crecimiento 156. Los motores de búsqueda en bases de datos realizan la digestión in 

silico de una base de datos de secuencias de proteínas proporcionada por el usuario, creando 

candidatos de péptidos que coincidan con la masa precursora esperada y el estado de carga 

estimado de un escaneo MS/MS relevante. Para cada candidato de péptido, se genera un espectro 

teórico, el cual se compara y califica contra el espectro experimental. Se han desarrollado diversas 

funciones de puntuación que tienen como objetivo distinguir entre coincidencias correctas e 

incorrectas, de modo que el péptido correcto más probable se clasifique primero cuando varios 

candidatos de péptidos se comparan con un espectro. Para controlar la tasa de descubrimientos 

falsos (FDR), se añaden péptidos incorrectos conocidos (señuelos) al espacio de búsqueda, que 

imitan la distribución de coincidencias incorrectas en el espacio de búsqueda objetivo. La lista 

resultante de coincidencias péptido-espectro (PSMs) se puede ordenar y filtrar para un FDR 

deseado, de manera que la lista resultante de péptidos y proteínas identificados contenga, como 

máximo, un porcentaje determinado de coincidencias falsas 157. 

Las estrategias de cuantificación pueden implicar marcación metabólica o isotópica de las 

proteínas o los péptidos, o puede ser libre de marcación. Si bien la cuantificación utilizando 

marcación es superior desde el punto de vista cuantitativo, implica reactivos costosos y pasos 

adicionales previos a la medición de las muestras 158. Las dos formas principales de medir cambios 

en la abundancia de proteínas sin usar marcación consisten en medir la intensidad del ion precursor 

(XIC) o contar los espectros (SC) asignados a una proteína específica. En la cuantificación por 

XIC se utiliza el área bajo una curva de elución cromatográfica como una medida de la intensidad 

del ion precursor y este valor es proporcional a la cantidad del compuesto que se eluye. Este 

enfoque requiere una cromatografía muy precisa y reproducible, ya que los picos de péptidos de 

diferentes perfiles de elución cromatográfica deben alinearse con precisión durante el análisis. La 

otra variante libre de marcación se basa en el conteo de los espectros identificados para los péptidos 

en una proteína. Dado que la longitud de una proteína afecta el número de recuentos espectrales, 

la normalización por la abundancia espectral (NSAF) proporciona una medida mejorada para la 

abundancia relativa basada en SC. El valor NSAF para una proteína determinada se calcula 

dividiendo el valor de SC de una proteína por su longitud (L) y posteriormente por la suma de 

todos los SC/L para todas las proteínas identificadas en una mezcla compleja. Los valores de NSAF 

ofrecen una medida de la abundancia relativa y la capacidad de comparar la abundancia de 
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proteínas dentro de una muestra. La eficacia de este método depende en gran medida de la calidad 

de las identificaciones a partir de la asignación de espectros 159. 

En la Figura 8 se muestra un esquema resumido de las principales etapas en el análisis proteómico 

no dirigido de tipo shotgun. 

 

 

Figura 8. Principales estrategias de identificación y cuantificación de proteínas por espectrometría de masa. a | Los 

péptidos se separan en función de su hidrofobicidad mediante cromatografía líquida (LC) y se analizan en un 

espectrómetro de masa mediante un analizador de masa de tiempo de vuelo (TOF) u orbitrap. b | Los esquemas 

comunes de adquisición basados en el descubrimiento incluyen DDA (adquisición dependiente de los datos, en la que 

un número predefinido de los péptidos más abundantes en el MS1 se seleccionan para la fragmentación seguido de la 

adquisición secuencial de los espectros MS2) y DIA (adquisición independiente de los datos, en el que todos los 

péptidos en una ventana deslizante m/z en escaneos MS1 se seleccionan para fragmentación y análisis en escaneos 

MS2). c | Para la cuantificación sin marcación, las muestras se analizan secuencialmente y las intensidades relativas 

de los péptidos se comparan entre corridas LC/MS. Alternativamente, los péptidos de 6 a 10, y hasta 18, muestras se 

etiquetan isobáricamente, se mezclan, se analizan y se cuantifican juntos en una sola serie de MS mediante iones 

informadores de bajo peso molecular (LMW) o acoplados a péptidos a nivel de MS2. En la marcación metabólica, 

como la marcación isotópica estable con aminoácidos en cultivo celular (SILAC), se analizan y cuantifican juntas 

hasta tres muestras en función de sus intensidades peptídicas relativas. d | Las secuencias peptídicas y los aminoácidos 

modificados postraduccionalmente se identifican normalmente comparando los espectros de masas con bases de datos 

específicas de organismos digeridos in silico; sin embargo, los nuevos algoritmos también facilitan la identificación 

espectral directa. Tomado de 141. 
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3.2.9. Identificación de blancos y mecanismos de acción de drogas 

La proteómica basada en MS es una herramienta valiosa para el estudio de las vías por las cuales 

los compuestos activos ejercen sus funciones, ya sea mediante la identificación de interacciones 

directas de estos con sus blancos o a través de medidas indirectas de los efectos que causan en 

ensayos celulares o in vivo 160. Las estrategias más establecidas para la identificación directa usan 

el enriquecimiento de los blancos de fármacos a partir de extractos celulares o de células vivas a 

través de variantes del compuesto modificadas (usualmente añadiendo un grupo biotina) para 

facilitar su purificación 161. Enfoques más recientes utilizan los cambios de estructura y 

propiedades que generan los compuestos sobre las proteínas diana. Ejemplos de esto son la 

estabilidad térmica y la resistencia a la proteólisis 162,163. Para los métodos que usan sondas 

diseñadas a partir del compuesto bioactivo es importante que este conserve su 

reactividad/bioactividad luego de la modificación y puede ser útil fijar las interacciones de la 

molécula con las proteínas diana de forma covalente por ejemplo a través de grupos fotorreactivos 

como las azidas aromáticas 164. Aunque los pasos de purificación por afinidad enriquecen las 

interacciones deseadas, el uso de blancos adecuados y de repositorios de contaminantes comunes 

contribuyen con la disminución de falsos positivos 165. Otras estrategias que involucran sondas 

derivadas del compuesto o incluso sondas menos específicas también resultan informativas en 

cuanto a la interacción del compuesto con las proteínas blanco. Un ejemplo son los ensayos de 

competencia, en los que se incuba una sonda de afinidad con un extracto celular en presencia o 

ausencia de concentraciones excesivas del compuesto bioactivo no derivatizado. En el análisis de 

MS, las proteínas blanco muestran niveles significativamente menores en la resina cuando los 

sitios de unión están bloqueados por el compuesto original, en comparación con el control no 

bloqueado 141.  

Las observaciones fenotípicas o marcas moleculares también pueden ser una forma de estudiar de 

manera indirecta los cambios generados por un fármaco sobre determinados blancos o vías 

moleculares. La creciente disponibilidad de métodos bioquímicos y de biología celular y molecular 

sumado a las prestaciones de la proteómica están permitiendo abarcar gran parte de las propiedades 

funcionales de las proteínas y más específicamente en respuesta a drogas. La regulación de la 

expresión, el recambio, la localización, la modificación postraduccional y la interacción proteína-

proteína son algunas de las más relevantes 146,147.  
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Los análisis a gran escala del proteoma permiten detectar variaciones en la abundancia de proteínas 

en respuesta al tratamiento con fármacos, lo que puede ser indicativo de aumentos en los niveles 

de expresión de estas o la estimulación de procesos degradativos 166,167. En ambos casos los 

cambios pueden tener un rol terapéutico deseado o pueden estar relacionados con efectos adversos, 

secundarios o mecanismos compensatorios. Este tipo de análisis es un elemento clave en el 

enfoque basado en mecanismos de acción al generar datos representativos de la totalidad del 

proteoma. 

Otras etapas del descubrimiento de fármacos, como los estudios de la patología de las 

enfermedades en identificación de blancos atacables farmacológicamente, o los relacionados con 

la seguridad y eficiencia durante el tratamiento, también pueden ser asistidas por análisis 

proteómicos 141. La integración sistemática de los enfoques proteómicos a los distintos pasos del 

proceso, en conjunto con otro arsenal de herramientas biológicas, sin dudas contribuirá a disminuir 

los riesgos que implica la búsqueda de nuevos medicamentos. 
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3.3.  Objetivos específicos del capítulo I 

1. Identificar el mecanismo de acción del SANA mediante un abordaje proteómico 

cuantitativo, no dirigido, en el modelo murino de obesidad inducida por dieta (DIO). 

2. Identificar blancos moleculares del SANA involucrados en su mecanismo de acción. 
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3.4.  Resultados 

Debido a sus potentes efectos antiinflamatorios, los nitroalquenos han sido evaluados como 

fármacos en diferentes modelos animales de enfermedad vascular 62,89,94–97. Más recientemente 

nuestro grupo ha diseñado nitroalquenos derivados de pequeñas moléculas también con efectos 

beneficiosos en el control de enfermedades de base inflamatoria 112–114,116. Utilizando esta 

estrategia nuestro grupo diseñó un derivado nitroalqueno del salicilato, un fármaco ancestral con 

efectos antiinflamatorios 121,122 y metabólicos bien caracterizados 118,128,131–133. La idea de 

desarrollar el derivado nitroalqueno del salicilato fue potenciar dichos efectos de manera de poder 

disminuir la dosis (g/día) necesaria para obtener los efectos biológicos en pacientes. 

El objetivo principal de mi contribución en el marco de este estudio fue la elucidación del 

mecanismo de acción del ácido 5-(2-nitroetenil)salicílico a través de aproximaciones proteómicas 

cuantitativas no dirigidas. 

3.4.1. Síntesis y reactividad del SANA 

El SANA fue sintetizado por el equipo de trabajo de la Dra. Virginia López. Se obtuvo mediante 

una síntesis de un solo paso consistente en una reacción nitroaldólica entre el ácido 5-

formilsalicílico y nitrometano (Figura 9). Como producto final se obtuvo un sólido amarillo con 

un rendimiento de ~93%.  

 

Figura 9. Reacción de síntesis del SANA. EtOH: etanol, AcONH4: acetato de amonio. 

 

El compuesto fue controlado por espectrometría de masa de alta resolución (HRMS) en modo 

negativo utilizando un espectrómetro de masa híbrido de cuadrupolo-orbitrap (Q Exactive Plus, 
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Thermo Scientific). El valor de m/z [M-H]- teórico para la composición del SANA (C9H7NO5) es 

208.0251, la señal promedio obtenida de 10 espectros MS consecutivos fue de 208.0249. En la 

Figura 10 se muestran los espectros MS (A) y MS/MS (B) representativos obtenidos por 

espectrometría de masa de alta resolución en modo negativo. El espectro de fragmentación muestra 

que las señales más intensas que se generan por la ruptura de la molécula son 121.03 y 164.03, 

cuyas estructuras más probables se muestran en la Figura 10B. 

 

Figura 10. Espectros MS (A) y MS/MS (B) del SANA obtenidos con alta resolución en modo negativo en un 

espectrómetro de masa Q Exactive Plus (Thermo Scientific). HRMS: m/z [M-H]- teórica para C9H7NO5: 208.0251, 

medida: 208.0249. 

 

Para estudiar si el compuesto resultante de la incorporación del grupo nitroalquenilo al salicilato 

mantenía la propiedad química de reaccionar por adición de Michael con tioles de bajo peso 

molecular (propiedades electrofílicas) como otros nitroalquenos, fue analizada la reactividad del 
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SANA con los nucléofilos modelo -mercaptoetanol (BME) y glutatión reducido (GSH). Para ello, 

el compuesto (10 M) fue incubado con un exceso (100 M) de BME o GSH y la reacción se 

controló espectrofotométricamente. La Figura 11 muestra las medidas de absorbancia entre 200 - 

600 nm a cada minuto durante los primeros 10 minutos de reacción entre el compuesto y cada 

nucleófilo (Figura 11A y B). En ambos casos la curva de absorbancia tiene un máximo alrededor 

de los 360 nm que corresponde a la conjugación del grupo nitroalquenilo al anillo aromático del 

esqueleto salicilato. Como es esperado, cuando ocurre la reacción de adición de Michael con los 

nucleófilos, se reduce el doble enlace y se pierde la conjugación del grupo nitroalquenilo (Figura 

11C y D), alterando el cromóforo y generando una pérdida de la absorción UV-Visible. Dicha 

pérdida se observa como una caída a la longitud de onda de máxima absorción (360 nm), siendo 

abrupta en el primer minuto de reacción. Globalmente, los gráficos muestran que el SANA 

mantiene las propiedades electrofílicas características de los nitroalquenos.  
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Figura 11. Reactividad del SANA con los tioles de baja masa molecular β-mercaptoetanol (BME) y glutatión reducido 

(GSH). El SANA (10 µM), disuelto en solución tampón fosfato (20 mM), pH 7.4, se incubó con BME (A) o GSH (B) 

a 100 µM. Los espectros de cada reacción se obtuvieron en el rango de 200 - 600 nm cada 60s durante 10 minutos. C 

y D: Esquemas de las reacciones mostradas en A y B respectivamente, donde se muestran los productos de la reacción 

de adición de Michael del SANA con cada uno de los nucleófilos. 

 

Adicionalmente, las mezclas de reacción de SANA con cada nucleófilo fueron medidas por 

espectrometría de masa de alta resolución en modo negativo y se comprobó la formación de los 

productos de adición de Michael de m/z [M-H]-: 286.04 y 515.11, correspondientes a la reacción 

con BME y GSH respectivamente (Figura 12). 
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Figura 12. Espectros de masa de las mezclas de reacción del SANA con los nucleófilos BME (A) y GSH (B), obtenidos 

con alta resolución en modo negativo en un espectrómetro de masa Q Exactive Plus (Thermo Scientific). Entre 

corchetes se muestran las estructuras químicas del SANA, BME, GSH y los productos de cada reacción (BMESANA 

y GSANA), con la pérdida de un protón característica de la adquisición en modo negativo. BMESANA: ácido 2-

hidroxi-5-(1-((2-hidroxietil)tio)-2-nitroetil)benzoico. GSANA: ácido 5-(1-((2-(4-amino-4-carboxibutanamido)-3-

((carboximetil)amino)-3-oxopropil)tio)-2-nitroetil)-2-hidroxibenzoico. 

 

3.4.2. Efectos del SANA en un modelo de obesidad inducido por dieta rica en grasa 

(HFD) 

Partiendo de que el SANA fue diseñado tomando como base el salicilato, un fármaco con efectos 

metabólicos 17,123,124,128,131–135 y esperando que la adición del grupo nitroalquenilo aumentara su 

potencia y eficacia, se estudió su efecto en un modelo murino de obesidad inducida por dieta 
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(DIO). Los estudios en este modelo se hicieron en colaboración con la MSc. Karina Cal, del 

Laboratorio de Patologías del Metabolismo y el Envejecimiento (Institut Pasteur de Montevideo) 

quien es co-primera autora del manuscrito adjunto a este capítulo. La alimentación de ratones con 

dieta rica en grasa (HFD) es un modelo ampliamente utilizado en estudios relacionados con la 

obesidad. Por tanto, para estudiar los efectos metabólicos del SANA, se alimentaron ratones macho 

C57BL6/J con HFD en presencia o ausencia de SANA (peleteado con la comida). El registro 

semanal del peso de los ratones durante un período de tratamiento de 8 semanas mostró que el 

SANA los protegía del aumento de peso inducido por la dieta (Figura 13A-C). En promedio, los 

ratones control mantenidos en HFD tuvieron un incremento de peso de aproximadamente 40% al 

cabo de las 8 semanas con respecto al peso inicial (semana 0, Figura 13C), un valor de incremento 

consistente con experimentos similares utilizando este modelo de obesidad en roedores 168,169. En 

contraste, los ratones tratados con SANA no experimentaron un incremento de peso superior al 

10% durante el mismo período. Las diferencias de peso entre ambos grupos no estuvieron 

asociados a un cambio significativo en la ingesta total de alimento (Figura 13D). El análisis de la 

glucosa basal mostró una disminución significativa de este parámetro en los animales tratados con 

SANA (Figura 13E), manteniéndose en valores similares al grupo control alimentado con dieta 

normal, aproximadamente 100 mg/dL (ver figura 2E del manuscrito adjunto a este capítulo). Al 

terminar el tratamiento, los ratones fueron sacrificados y se colectaron muestras de sangre y tejidos 

para estudios bioquímicos, histológicos y moleculares. Como parte del perfil metabólico de los 

animales tratados con SANA se comprobó que tenían menores valores de insulina y ácidos grasos 

libres en sangre (Figura 13F y G respectivamente). Una caracterización más completa de los 

efectos metabólicos producidos por el SANA en el modelo de HFD se muestra en las figuras 1 - 3 

de los resultados del manuscrito “A nitroalkene derivative of salicylate alleviates diet-induced 

obesity by activating creatine metabolism and non-shivering thermogenesis” que forma parte de 

esta tesis. En síntesis, dichas figuras muestran que el SANA disminuye la masa grasa de los 

distintos depósitos de tejido adiposo y aumenta la masa magra. Además, previene el daño hepático 

inducido por la HFD. Mejora la tolerancia a la glucosa y disminuye los niveles circulantes de 

leptina. Interesantemente el SANA también mostró efectos protectores frente a ratones con 

obesidad ya establecida (5 semanas de una dieta alta en grasas). Los ratones obesos tratados con 

SANA perdieron peso, mostraron una glucemia basal disminuida y mejor tolerancia a la glucosa. 
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No presentaron signos de esteatosis hepática, de toxicidad renal ni hepática o mortalidad asociada 

a la administración en un período de hasta 25 semanas.  

El conjunto de estos resultados indica que el SANA tiene un efecto protector contra el aumento de 

peso inducido por una dieta rica en grasa y produce una disminución significativa del peso en 

ratones obesos, siendo también capaz de mitigar las complicaciones metabólicas asociadas a la 

obesidad.  

 

Figura 13. Modelo de obesidad inducida por dieta rica en grasa (HFD) en ratones C57BL6/J tratados o no con SANA 

(400 mg/kg/día, por vía oral mezclado con la dieta). A: imagen representativa de los ratones al finalizar el tratamiento. 

B-C: ganancia de peso: en B expresada en gramos (g) y en C en porcentaje con respecto al peso inicial. n = 30 por 

condición. D: ingesta acumulativa de alimentos. El consumo de comida se midió durante un período de 24 horas y se 

expresó como calorías totales por ratón, independientemente del peso corporal. n = 4 por condición. E-G: glucosa 
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basal (n = 6-7 por condición), insulina (n = 14-17 por condición), y ácidos grasos no esterificados (NEFA, n = 14-17 

por condición) cuantificados en plasma. Los datos presentados corresponden a la media ± SEM. Análisis estadísticos: 

B-D: ANOVA de dos vías con prueba de comparaciones múltiples de Šídák; E-G: Prueba de t no pareada de dos colas. 

* p < 0.05; ** p < 0.01; *** p < 0.001; **** p < 0.0001. 

 

3.4.3. Evaluación de la forma saturada del SANA en el modelo de DIO 

Luego de constatar los efectos producidos por el SANA en el peso y los niveles de glucosa 

sanguínea en animales con DIO, surgió la interrogante de si tales efectos provenían de la molécula 

íntegra o de algún metabolito generado a partir de esta. Para abordar esta pregunta primeramente 

se hicieron extracciones orgánicas de plasma de animales tratados con SANA (10 mg/kg, sonda 

gástrica) y se analizaron por HPLC. En la Figura 14A se muestran cromatogramas representativos 

del plasma control (panel izquierdo, Figura 14Ai) y de animales tratados con SANA (panel derecho 

Figura 14Ad), usando ácido salicílico como estándar interno. En el cromatograma del plasma de 

animales tratados con SANA (Figura 14Ad), además de las señales correspondientes al SANA 

(11-12 min, 360 nm) y del estándar interno (SA, 8-9 min, 300 nm), se detectó un pico con 

absorbancia a 300 nm y un tiempo de retención de 10 minutos marcado como M1. Este pico fue 

colectado y se confirmó que la masa exacta correspondía con la del derivado alcano del SANA: 

ácido 5-(2-nitroetil) salicílico, C9H9NO5 (M-H-: 210.0389). A continuación, M1 fue sintetizado 

por nuestro grupo y administrado (20 mg/kg/día, vía subcutánea) a ratones alimentados con HFD 

a los cuales se les determinó la ganancia de peso (Figura 14B). Adicionalmente se midieron los 

niveles de glucosa basal en comparación con ratones en dieta normal (Figura 14C). Tanto para la 

ganancia de peso como para el análisis de la glucosa basal, el tratamiento con M1 fue comparado 

contra las condiciones: sólo dieta y dieta+SANA. Como se puede observar en la Figura 14B y C, 

el metabolito M1 no tuvo efecto sobre la ganancia de peso ni el control de la glucosa en los 

animales con DIO, lo cual confirma que el grupo nitroalquenilo es imprescindible para que el 

SANA ejerza sus efectos metabólicos. 
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Figura 14. El metabolito saturado del SANA (M1) no genera un efecto en el peso ni en el control de la glucosa en 

ratones con DIO. A: Cromatogramas representativos de extracción orgánica de plasma de ratones control (panel 

izquierdo) y ratones tratados con SANA (10 mg/kg, sonda gástrica) (panel derecho). Se utilizó ácido salicílico ( SA) 

como patrón interno. M1 indica el pico asignado al metabolito principal de SANA, ácido 5 -(2-nitroetil)salicílico. B: 

Ganancia de peso (panel izquierdo) y porcentaje del peso inicial (en el día 0) (panel derecho) de ratones alimentados 

con HFD y tratados con SANA (20 mg/kg/día, SC) o M1 (20 mg/kg/día SC) durante 8 semanas (n=4- 5 por condición). 

C: Niveles de glucosa basal de ratones alimentados con dieta normal (ND) o después de 8 semanas de HFD y tratados 

con SANA (20 mg/kg/día, SC) o M1 (20 mg/kg/día SC) (n=5 por condición). Los datos presentados corresponden a 

la media ± SEM. Análisis estadísticos: C) ANOVA ordinario de una vía con la prueba de comparación múltiple de 

Bonferroni; D: ANOVA de dos vías seguido de la prueba de comparaciones múltiples de Tukey. *p<0,05, **p<0,01. 

 

3.4.4. Análisis proteómico del tejido adiposo blanco inguinal (iWAT) 

Teniendo en cuenta que el fenotipo protector contra la DIO desencadenado por SANA no estaba 

relacionado a cambios en la ingesta, y conociendo por resultados de nuestro equipo que el SANA 

tampoco induce cambios en la actividad física de los animales (ver manuscrito adjunto al capítulo), 
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una hipótesis capaz de justificar tal efecto sería el aumento en el gasto energético a nivel del tejido 

adiposo. El tejido adiposo blanco es la forma más abundante de tejido adiposo, que se encuentra 

en casi todas las áreas del cuerpo, representando el tejido subcutáneo el 80% o más del total de la 

grasa en humanos y alrededor de la mitad en roedores 170. En los depósitos de WAT se pueden 

desarrollar adipocitos beige, capaces de impactar en el gasto energético a través de su participación 

en la respuesta termogénica. El reporte reciente de nuevas vías termogénicas y el rol importante 

del WAT en la homeostasis metabólica, motivó la utilización de un análisis proteómico no 

dirigido en iWAT como abordaje de descubrimiento para dilucidar las vías metabólicas 

involucradas en el mecanismo de acción del SANA.  

Para llevar a cabo dicho objetivo, se colectaron muestras de tejido adiposo blanco inguinal de 

ratones mantenidos en HFD con o sin SANA. Las muestras fueron homogeneizadas en solución 

tampón de lisis (RIPA) y el contenido proteico fue cuantificado por el método colorimétrico de 

Bradford. Para el análisis proteómico los extractos de proteicos fueron cargados en una SDS-

PAGE preparativa, previo a la digestión en gel de las proteínas. Los péptidos trípticos generados 

fueron medidos por nano HPLC/MS.  

En la Figura 15 se muestra una perspectiva global de los cromatogramas obtenidos para este set 

de muestras, incluyendo el número de fragmentaciones generadas a lo largo del gradiente y la 

distribución de cargas de los iones precursores medidos. Como se puede observar, para todas las 

muestras, entre 40 y 120 min ocurre la elución de la mayoría de los picos (Figura 15A) y esto 

coincide con una tendencia al máximo en el número de fragmentaciones por ciclo (Figura 15B). 

La distribución de estados de carga de los precursores (Figura 15C), con una mayor frecuencia de 

2+ y 3+, es característica de un proceso de digestión tríptica adecuada 171. 
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Figura 15. Análisis global de las corridas de nano HPLC/MS en el proteoma total de iWAT de ratones mantenidos en 

HFD, tratados o no con SANA. A: superposición de cromatogramas obtenido con la herramienta RawVegetable 

(http://patternlabforproteomics.org/rawvegetable/) de la plataforma Patternlab for Protemics. B: número de escaneos 

por ciclo de adquisición a lo largo del gradiente de separación. El gráfico se obtuvo con la herramienta RawVegetable. 

C: distribución de estados de carga (2+, 3+ y 4+) de los precursores fragmentados a lo largo de cada corrida. El grafico 

se obtuvo con la herramienta RawMeat v2.1 para el análisis de archivos .raw de Thermo Scientific. Los códigos de 

colores indican los archivos crudos (.raw) de cada réplica de ambas condiciones biológicas. 

http://patternlabforproteomics.org/rawvegetable/
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Los espectros MS y MS/MS obtenidos se utilizaron para la identificación de los péptidos y los 

análisis cuantitativos a nivel de proteínas mediante el software PatternLab for Proteomics 

(PatternLab). Cerca de 3000 proteínas fueron identificadas a lo largo del total de 6 réplicas 

biológicas entre las dos condiciones. El análisis proteómico cuantitativo libre de marcaje en iWAT 

de ratones reveló un cambio consistente en el patrón de expresión de proteínas entre ratones obesos 

y ratones obesos tratados con SANA (Figura 16), representado en un mapa de calor de clústeres 

de proteínas según su distribución de intensidad a lo largo de las réplicas de cada condición 

generado con el módulo Clustergram del programa PatternLab. En cuanto a la calidad de los datos 

generados, se constató que la distribución general de estos era similar entre las réplicas biológicas 

del mismo grupo experimental. 

 

 

Figura 16. Gráfico de calor del proteoma total de iWAT de ratones alimentados con HFD tratados o no con SANA. 

El gráfico fue generado con la herramienta Clustergram del software Patternlab aplicando agrupamiento jerárquico a 

los perfiles proteómicos de ambas condiciones biológicas. Cada fila corresponde a una proteína individual y las 

columnas a las réplicas biológicas de cada condición. El color degradado indica la abundancia relativa de 0 (rojo) a 1 

(verde). 

Además, se realizaron análisis cuantitativos para comparar ambas condiciones biológicas mediante 

dos módulos del Patternlab que permiten determinar de forma estadísticamente significativa las 

proteínas exclusivamente detectadas (diagrama de Venn) y las proteínas aumentadas (TFold) en 

cada condición. En la Figura 17 se muestran los resultados obtenidos con ambos módulos. Como 

se observa en la Figura 17A, 2815 proteínas resultaron comunes a las dos condiciones, mientras 
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que 37 y 51 proteínas se detectaron de forma exclusiva en las condiciones HFD y HFD+SANA 

respectivamente. Las proteínas presentes en ambas condiciones fueron analizadas 

cuantitativamente para detectar diferencias significativas en la abundancia relativa teniendo en 

cuenta el número de espectros (SC) asignados. De esta manera, 58 proteínas resultaron 

relativamente más abundantes en las muestras de los animales tratados con SANA y 36 proteínas 

se encontraron disminuidas en dicha condición. Los resultados se muestran como un gráfico de 

volcán donde el eje x representa el Log2(tasa de cambio) y el eje y el Log2(valor pajustado) (Figura 

17B). Las proteínas detectadas únicamente en HFD o HFD+SANA, así como aquellas 

diferencialmente abundantes entre condiciones se listan en los Anexos 2 y 3. 

 

 

Figura 17. Análisis cuantitativos del proteoma total de iWAT de ratones alimentados con HFD tratados o no con 

SANA. A: Diagrama de Venn que indica las proteínas detectadas exclusivamente en cada condición (valor p˂0,05). 

CKM: creatina quinasa tipo M. B: Gráfico de volcán que muestra las proteínas encontradas en ambas condiciones con 

abundancia estadísticamente diferencial (valor q BH˂0,05). Cada punto representa una proteína detectada en al menos 

4 réplicas biológicas del total de 6 en ambas condiciones. Los puntos oscuros corresponden a proteínas 

estadísticamente diferenciales. En rojo se resaltan las proteínas diferencialmente aumentadas en la condición 

HFD+SANA, asociadas a los procesos biológicos: metabolismo del propanoato (propionato), del piruvato y la 

fosforilación oxidativa. Análisis estadístico para determinar las proteínas con abundancia relativa diferencial: pruebas 
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de t (una prueba por proteína) con ajuste para múltiples comparaciones por el método Benjamini–Hochberg (BH) con 

un umbral de q BH de 0.05. 

 

En suma, 109 proteínas resultaron sobrerrepresentadas en la condición HFD+SANA. Esta lista fue 

utilizada para el análisis de enriquecimiento en procesos biológicos usando la base de datos KEGG 

(Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes) 172,173 a través de la herramienta web de análisis de 

enriquecimiento funcional WebGestalt 174,175. Los procesos biológicos enriquecidos en las 

muestras de los animales tratados con SANA se muestran en la Figura 18, destacándose vías 

relacionadas con el catabolismo (metabolismo del propanoato y metabolismo del piruvato) y la 

fosforilación oxidativa. A pesar de no ser uno de los procesos con tasa de enriquecimiento más 

elevada, otra de las vías estimuladas por SANA resultó ser la termogénesis con un valor de 

p=5,20E-07 (Figura 18, Tabla 1). Resultados de nuestro grupo, obtenidos mediante estudios de 

respirometría, mostraron un aumento de la respiración mitocondrial en adipocitos aislados de los 

ratones tratados con SANA (ver manuscrito adjunto al capítulo), lo cual es coherente con el 

aumento observado en proteínas involucradas en la fosforilación oxidativa a nivel del proteoma de 

iWAT.  
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Figura 18. Análisis de sobrerrepresentación de procesos biológicos a partir de las proteínas aumentadas en el proteoma 

total de iWAT de ratones alimentados con HFD tratados con SANA. El análisis fue realizado mediante la herramienta 

WebGestalt 174,175, usando la base de datos KEGG PATHWAYS y teniendo como referencia el genoma total de Mus 

musculus. Los valores de p para los procesos biológicos enriquecidos fueron ajustados por el método Benjamini–

Hochberg (BH) para pruebas múltiples con un umbral de FDR de 0.05. 

 

Tabla 1. Análisis de procesos biológicos a partir de las proteínas sobrerrepresentadas en el proteoma total de iWAT 

de ratones alimentados con HFD tratados con SANA. WebGestalt/KEGG PATHWAYS. Coincid.: coincidencias; 

enriq.: enriquecimiento. 

Identificador 

del proceso 

biológico 

Descripción Tamaño Coincid. 
Valor 

esperado 

Tasa de 

enriq. 

Valor 

p 
FDR 

mmu00640 

Metabolismo del 

propanoato 31 5 2.21E-01 2.26E+01 

2.29E-

06 9.17E-05 

mmu00620 

Metabolismo del 

piruvato 38 4 2.71E-01 1.48E+01 

1.44E-

04 4.61E-03 

mmu00190 

Fosforilación 

oxidativa 134 12 9.55E-01 1.26E+01 

1.16E-

10 1.86E-08 

mmu04723 

Señalización 

endocannabinoide 

retrógrada 150 11 1.07E+00 1.03E+01 

6.37E-

09 6.82E-07 
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mmu05012 

Enfermedad de 

Parkinson 144 10 1.03E+00 9.74E+00 

5.65E-

08 4.53E-06 

mmu04932 

Enfermedad del 

hígado graso no 

alcohólico 151 9 1.08E+00 8.36E+00 

1.02E-

06 4.68E-05 

mmu05016 

Enfermedad de 

Huntington 194 10 1.38E+00 7.23E+00 

9.21E-

07 4.68E-05 

mmu05010 

Enfermedad de 

Alzheimer 175 9 1.25E+00 7.21E+00 

3.49E-

06 1.24E-04 

mmu04714 Termogénesis 230 11 1.64E+00 6.71E+00 

5.20E-

07 3.34E-05 

mmu01100 Vías metabólicas 1351 32 9.63E+00 3.32E+00 

2.44E-

11 7.83E-09 

 

3.4.5. Análisis proteómico de mitocondrias enriquecidas a partir de tejido adiposo 

blanco inguinal (iWAT) 

Dado que el análisis proteómico a nivel de tejido adiposo blanco total mostró un aumento en vías 

metabólicas que involucran mayormente a la mitocondria, a continuación, se amplió el análisis a 

mitocondrias aisladas de iWAT. Para eso las muestras de tejido adiposo blanco colectadas de los 

ratones mantenidos en HFD con o sin SANA, fueron disgregadas en solución tampón de 

homogeneización y sometidas a fraccionamiento subcelular mediante centrifugación diferencial. 

Las fracciones enriquecidas en mitocondrias fueron lisadas en solución tampón RIPA y el 

contenido proteico fue cuantificado por el método colorimétrico de Bradford. Para el análisis 

proteómico los extractos de proteínas mitocondriales fueron cargadas en una SDS-PAGE 

preparativa, previo a la digestión en gel de las proteínas. Los péptidos trípticos generados se 

midieron por nano HPLC/MS. En la Figura 19 se muestra una perspectiva global de los 

cromatogramas obtenidos para este set de muestras, incluyendo el número de fragmentaciones 

generadas a lo largo del gradiente y la distribución de cargas de los iones precursores medidos. 

Como se puede observar, entre 40 y 140 min ocurre la elución de la mayoría de los picos (Figura 

19A) y esto coincide con una tendencia al máximo en el número de fragmentaciones por ciclo 
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(Figura 19B). La distribución de estados de carga de los precursores (Figura 19C), con una mayor 

frecuencia de 2+ y 3+, es característica de un proceso de digestión tríptica adecuada 171. 
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Figura 19. Análisis global de las corridas de nano HPLC/MS en el proteoma mitocondrial de iWAT de ratones 

mantenidos en HFD, tratados o no con SANA. A: superposición de cromatogramas obtenido con la herramienta 

RawVegetable (http://patternlabforproteomics.org/rawvegetable/) de la plataforma Patternlab for Protemics. B: 

número de escaneos por ciclo de adquisición a lo largo del gradiente de separación. El gráfico se obtuvo con la 

herramienta RawVegetable. C: distribución de estados de carga (2+, 3+ y 4+) de los precursores fragmentados a lo 

largo de cada corrida. El grafico se obtuvo con la herramienta RawMeat v2.1 para el análisis de archivos .raw de 

Thermo Scientific. Los códigos de colores indican los archivos crudos (.raw) de cada réplica de ambas condiciones 

biológicas. 

http://patternlabforproteomics.org/rawvegetable/
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Los espectros MS y MS/MS obtenidos fueron utilizados para la identificación de los péptidos y 

los análisis cuantitativos a nivel de proteínas mediante el software PatternLab. Se identificaron 

aproximadamente 2500 proteínas entre las dos condiciones biológicas. 

Inicialmente se evaluaron los proteomas de ambas condiciones en cuanto al contenido de proteínas 

mitocondriales. Para esto se utilizó la información cuantitativa contenida en el proteoma respecto 

al factor de abundancia espectral normalizado (NSAF) de los marcadores de localización celular 

TOMM40 (membrana mitocondrial externa, MME), COX4I1 (membrana mitocondrial interna, 

MMI), MDH2 (matriz mitocondrial, MM) y GAPDH (citosol) entre ambas condiciones y con 

respecto a los extractos totales de iWAT. Los valores de NSAF ofrecen una medida de la 

abundancia relativa de las proteínas intra e intermuestra. La abundancia de estos marcadores ha 

sido usada anteriormente para evaluar el contenido mitocondrial en proteomas de origen humano 

176. No se observaron diferencias en los valores de NSAF de dichos marcadores entre las 

condiciones HFD y HFD+SANA en ninguno de los dos proteomas, total y mitocondrial. Mientras 

que para los tres marcadores mitocondriales se obtuvo un incremento significativo en el proteoma 

mitocondrial con respecto al total (Figura 20).   
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Figura 20. Análisis por LC/MS de la abundancia de marcadores de localización celular en los proteomas total y 

mitocondrial de iWAT. n = 3 por condición biológica. Los datos presentados corresponden a la media ± SEM. Análisis 

estadístico: prueba de t no pareada de dos colas, significancia estadística p<0.05. NSAF: factor de abundancia espectral 

normalizado. MME: membrana mitocondrial externa, MMI: membrana mitocondrial interna, MM: matriz 

mitocondrial. 

El análisis global de agrupamiento o “clustering” de los proteomas mitocondriales de iWAT de 

ratones HFD y HFD+SANA se puede observar en el mapa de calor de la Figura 21. La 

comparación mostró un cambio marcado en el perfil de expresión de proteínas entre los 

tratamientos y una distribución de intensidad de las proteínas muy similar entre las réplicas 

biológicas de cada grupo experimental. 
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Figura 21. Gráfico de calor del proteoma mitocondrial de iWAT de ratones alimentados con HFD tratados o no con 

SANA. El gráfico fue generado con la herramienta Clustergram del software Patternlab aplicando agrupamiento 

jerárquico a los perfiles proteómicos de ambas condiciones biológicas. Cada fila corresponde a una proteína individual 

y las columnas a las réplicas biológicas de cada condición. El color degradado indica la abundancia relativa de 0 (rojo) 

a 1 (verde). 

 

En la Figura 22 se muestran los resultados de los análisis diferenciales obtenidos con los módulos 

estadísticos diagrama de Venn y TFold de PatternLab. Como se observa en la Figura 22A, 2246 

proteínas resultaron comunes a las dos condiciones, mientras que 128 y 118 proteínas se detectaron 

de forma exclusiva en las condiciones HFD y HFD+SANA respectivamente. El análisis 

cuantitativo de las proteínas comunes a ambas condiciones usando SC resultó en 262 proteínas 

con mayor abundancia relativa en las muestras de los animales tratados con SANA y 109 proteínas 

disminuidas en dicha condición. Los resultados se muestran como un gráfico de volcán donde el 

eje x representa el Log2(tasa de cambio) y el eje y el -Log2(valor pajustado) (Figura 22B). Las 

proteínas detectadas únicamente en HFD o HFD+SANA, así como aquellas diferencialmente 

abundantes entre condiciones, se listan en los Anexos 4 y 5. 
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Figura 22. Análisis cuantitativos del proteoma mitocondrial de iWAT de ratones alimentados con HFD tratados o no 

con SANA. A: Diagrama de Venn que indica las proteínas detectadas exclusivamente en cada condición (valor p ˂  

0,05). GATM: glicina amidinotransferasa, mitocondrial, BHMT: betaína--homocisteína S-metiltransferasa 1. B: 

Gráfico de volcán que muestra las proteínas encontradas en ambas condiciones con abundancia estadísticamente 

diferencial (valor q BH˂0,05). Cada punto representa una proteína detectada en al menos 4 réplicas biológicas del 

total de 6 en ambas condiciones. Los puntos oscuros corresponden a proteínas estadísticamente diferenciales. En rojo 

se resaltan proteínas diferencialmente aumentadas en la condición HFD+SANA, asociadas a los procesos biológicos: 

metabolismo de arginina/creatina y prolina, y el de glicina, serina y treonina. OAT: ornitina aminotransferasa, 

mitocondrial, PRODH: prolina deshidrogenasa 1, mitocondrial, CHDH: colina deshidrogenasa, ALDH7A1: 

semialdehído alfa-aminoadípico deshidrogenasa. 

 

En este caso, el perfil de proteínas diferenciales mostró un mayor cambio en el proteoma del tejido 

en respuesta al SANA, en cierto modo, sugiriendo una actividad preferencial del fármaco en 

procesos relacionados con la mitocondria. En total 380 proteínas resultaron estadísticamente 

sobrerrepresentadas en HFD+SANA (ver Anexos 4 y 5). El análisis de enriquecimiento en 

procesos biológicos basado en estas proteínas mostró que entre los procesos aumentados 

significativamente por SANA estaban el ciclo de los ácidos tricarboxílicos (TCA), el metabolismo 

de arginina/creatina y prolina, la fosforilación oxidativa y la termogénesis (Figura 23; Tabla 2,  

Tabla 3 y 
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Tabla 4). Este patrón de vías metabólicas en un contexto de aumento del gasto energético, 

presumiblemente asociado a la termogénesis, resultó muy semejante al mostrado previamente por 

Kazak y colaboradores 177 en un modelo murino de termogénesis inducida por frío. En dicho 

trabajo se describe una vía termogénica dependiente de creatina alternativa a la clásica basada en 

la actividad de UCP1. La vía fue descrita inicialmente como una marca del tejido adiposo beige 

177, lo cual es consecuente con los cambios histológicos que detectamos en iWAT de los ratones 

tratados con el fármaco (ver figura 5b del manuscrito adjunto a este capítulo). Curiosamente, entre 

las proteínas detectadas de forma exclusiva en las mitocondrias de ratones tratados con SANA 

estaba la glicina amidinotransferasa (GATM) (Figura 22A), proteína responsable del paso 

limitante en la velocidad de la síntesis de creatina. Alineado con esto ya habíamos encontrado, a 

nivel del proteoma total, a la creatina quinasa M (CKM) como una de las proteínas exclusivas del 

tratamiento con SANA (Figura 17A). Si bien no hay evidencias de que CKM participe en la 

termogénesis dependiente de creatina, el aumento significativo en su expresión puede ser 

indicativo de un efecto del SANA en el metabolismo de la creatina y de hecho este hallazgo resultó 

una pista clave para comenzar a generar una hipótesis conectando al SANA con dicha vía. 

 

Figura 23. Análisis de procesos biológicos a partir de las proteínas sobrerrepresentadas en el proteoma mitocondrial 

de iWAT de ratones alimentados con HFD tratados con SANA. El análisis fue realizado mediante la herramienta 

WebGestalt 174,175, usando la base de datos KEGG PATHWAYS y teniendo como referencia la lista total de proteínas 

identificadas en los extractos mitocondriales de iWAT. Los valores de p para los procesos biológicos enriquecidos 

fueron ajustados por el método Benjamini–Hochberg (BH) para pruebas múltiples con un umbral de FDR de 0.05. 
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Tabla 2. Análisis de procesos biológicos a partir de las proteínas sobrerrepresentadas en el proteoma mitocondrial de 

iWAT de ratones alimentados con HFD+SANA. WebGestalt/KEGG PATHWAYS. Coincid.: coincidencias; enriq.: 

enriquecimiento. 

Identificador 

del proceso 

biológico 

Descripción Tamaño Coincid. 
Valor 

esperado 

Tasa de 

enriq. 
Valor p FDR 

mmu01210 

Metabolismo del 

ácido 2-

oxocarboxílico 10 6 1.66E+00 3.62E+00 2.25E-03 3.84E-02 

mmu00020 

Ciclo del citrato 

(CAT) 22 13 3.64E+00 3.57E+00 6.09E-06 3.12E-04 

mmu00260 

Metabolismo de 

glicina, serina y 

treonina 17 10 2.82E+00 3.55E+00 8.39E-05 2.40E-03 

mmu00380 

Metabolismo de 

triptófano 14 8 2.32E+00 3.45E+00 6.03E-04 1.29E-02 

mmu00330 

Metabolismo de 

arginina/creatina y 

prolina 21 10 3.48E+00 2.87E+00 8.20E-04 1.62E-02 

mmu00630 

Metabolismo de 

glioxilato y 

dicarboxilato 17 8 2.82E+00 2.84E+00 3.10E-03 4.96E-02 

mmu00280 

Degradación de 

valina, leucina e 

isoleucina 36 16 5.96E+00 2.68E+00 5.99E-05 2.40E-03 

mmu04932 

Enfermedad del 

hígado graso no 

alcohólico 65 27 1.08E+01 2.51E+00 7.14E-07 9.14E-05 

mmu04146 Peroxisoma 37 14 6.13E+00 2.28E+00 1.30E-03 2.38E-02 

mmu05016 

Enfermedad de 

Huntington 91 33 1.51E+01 2.19E+00 1.58E-06 1.35E-04 

mmu05012 

Enfermedad de 

Parkinson 90 32 1.49E+01 2.15E+00 3.89E-06 2.49E-04 

mmu01200 

Metabolismo del 

carbono 68 24 1.13E+01 2.13E+00 8.51E-05 2.40E-03 

mmu00190 

Fosforilación 

oxidativa 81 27 1.34E+01 2.01E+00 9.38E-05 2.40E-03 



Capítulo I: Aproximaciones proteómicas para dilucidación del mecanismo de acción del SANA  

62 

 

mmu05010 

Enfermedad de 

Alzheimer 81 27 1.34E+01 2.01E+00 9.38E-05 2.40E-03 

mmu04714 Termogénesis 102 31 1.69E+01 1.83E+00 1.99E-04 4.62E-03 

mmu01100 Vías metabólicas 355 102 5.88E+01 1.73E+00 8.77E-13 2.25E-10 

 

Tabla 3. Proteínas de la ruta metabólica de arginina/creatina y prolina sobrerrepresentadas en HFD+SANA mediante 

análisis proteómico. Identif.: Identificador; norm.: normalizada. * Detectada exclusivamente en la condición 

HFD+SANA utilizando el módulo Diagrama de Venn de PatternLab con p < 0,05. 

Metabolismo de arginina/creatina y prolina  

Identif. 

UniProt 
Descripción Gen 

Señal 

promedio 

norm. 

HFD+SANA  

Señal 

promedio 

norm. 

HFD 

Tasa de 

cambio 

HFD+SANA

/HFD 

Valor p 

Q9WU79 Proline dehydrogenase 1, 

mitochondrial 

Prodh 7.53E-04 1.90E-04 3.96 1.63E-

02 

Q9DBF1 Alpha-aminoadipic 

semialdehyde dehydrogenase 

Aldh7a1 6.01E-04 2.78E-04 2.16 3.01E-

02 

Q64133 Amine oxidase [flavin-

containing] A 

Maoa 9.06E-04 5.21E-04 1.74 3.46E-

02 

P29758 Ornithine aminotransferase, 

mitochondrial 

Oat 1.48E-03 9.09E-04 1.63 2.72E-

03 

Q8CHT0 Delta-1-pyrroline-5-

carboxylate dehydrogenase, 

mitochondrial 

Aldh4a1 1.00E-03 6.22E-04 1.61 1.85E-

02 

Q8BW75 Amine oxidase [flavin-

containing] B 

Maob 1.37E-03 8.57E-04 1.60 1.40E-

02 

Q9CPY7 Cytosol aminopeptidase Lap3 1.01E-03 6.36E-04 1.59 7.83E-

03 

P47738 Aldehyde dehydrogenase, 

mitochondrial 

Aldh2 3.89E-03 2.68E-03 1.45 2.89E-

02 

P26443 Glutamate dehydrogenase 1, 

mitochondrial 

Glud1 2.77E-03 2.15E-03 1.28 5.07E-

03 

Q9DCU9 4-hydroxy-2-oxoglutarate 

aldolase, mitochondrial 

Hoga1 6.86E-05 ND NA * 
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Q9D964 Glycine amidinotransferase, 

mitochondrial 

Gatm 3.81E-05 ND NA * 

 

Tabla 4. Proteínas de la ruta metabólica de glicina, serina y treonina sobrerrepresentadas en HFD+SANA mediante 

análisis proteómico. Identif.: Identificador; norm.: normalizada. * Detectada exclusivamente en la condición 

HFD+SANA utilizando el módulo Diagrama de Venn de PatternLab con p < 0,05. 

Metabolismo de glicina, serina y treonina 

Identif. 

UniProt 
Descripción Gen 

Señal 

promedio 

norm. 

HFD+SANA  

Señal 

promedio 

norm. 

HFD 

Tasa de 

cambio 

HFD+SANA

/HFD 

Valor p 

Q9DBF1 

Alpha-aminoadipic 

semialdehyde dehydrogenase Aldh7a1 6.01E-04 2.78E-04 2.16 3.01E-02 

Q99LB7 

Sarcosine dehydrogenase, 

mitochondrial Sardh 1.00E-03 4.73E-04 2.12 2.54E-02 

Q8BJ64 

Choline dehydrogenase, 

mitochondrial Chdh 1.33E-03 6.26E-04 2.12 2.52E-02 

Q91Z53 

Glyoxylate 

reductase/hydroxypyruvate 

reductase Grhpr 4.26E-04 2.26E-04 1.88 3.17E-02 

Q64133 

Amine oxidase [flavin-

containing] A Maoa 9.06E-04 5.21E-04 1.74 3.46E-02 

Q8BW75 

Amine oxidase [flavin-

containing] B Maob 1.37E-03 8.57E-04 1.60 1.40E-02 

O70423 

Membrane primary amine 

oxidase Aoc3 3.86E-03 3.06E-03 1.26 5.93E-03 

O35490 

Betaine--homocysteine S-

methyltransferase 1 Bhmt 1.07E-04 ND NA * 

O88986 

2-amino-3-ketobutyrate 

coenzyme A ligase, 

mitochondrial Gcat 3.81E-05 ND NA * 

Q9D964 

Glycine amidinotransferase, 

mitochondrial Gatm 3.81E-05 ND NA * 
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3.4.6. Validación del mecanismo propuesto como responsable de los efectos 

metabólicos del SANA 

Con el objetivo de confirmar nuestras observaciones en relación a la firma metabólica de 

termogénesis dependiente de creatina mencionada anteriormente 177, se realizaron análisis 

cuantitativos de metabolitos por LC-MS/MS a partir de extractos de iWAT de animales en HFD 

tratados o no con SANA. Estos análisis se realizaron en colaboración con el Dr. Eric Kelley en la 

Universidad de West Virginia. Para los análisis, los metabolitos se obtuvieron de la fase acuosa de 

una mezcla fría de agua, metanol y cloroformo en proporciones iguales. En la Figura 24 se 

muestran los valores de cuantificación de los principales metabolitos relacionados con el 

metabolismo de creatina normalizados por la cantidad de tejido expresado como peso húmedo. En 

el caso de la creatina, fosfocreatina, metionina, betaína y arginina se constató un aumento 

significativo producto del tratamiento con SANA. Mientras que la ornitina, prolina y glicina 

tuvieron una tendencia al alza, pero no resultó significativa. En el caso de los niveles de glucosa 

la tendencia fue hacia la disminución en el iWAT de los ratones HFD+SANA. 
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Figura 24. Análisis por LC/MS de metabolitos en iWAT de animales alimentados con dieta rica en grasa tratados o 

no con SANA.  n = 4-6 por condición. Los datos presentados corresponden a la media ± SEM. Análisis estadísticos: 

prueba de t no pareada de dos colas. * p < 0.05; ** p < 0.01. 

 

En concordancia con la sobrerrepresentación de CKM y GATM (Figuras 15A y 19A) detectada 

en los proteomas de tejido adiposo subcutáneo total y mitocondrial de animales en HFD tratados 

con SANA, y el aumento de metabolitos relacionados al metabolismo de la creatina, se encontró 

un aumento significativo en los niveles de expresión génica de marcadores termogénicos (Figura 
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25). Los genes termogénicos Prdm16 y Pgc1α fueron regulados al alza por SANA. Al igual que 

Ckm y Ckmt1, otros genes involucrados en el metabolismo, transporte y síntesis de creatina, 

incluyendo Ant1, Gatm, Oat, Prodh y Crt aumentaron sus niveles de expresión a causa del 

tratamiento con SANA. Un efecto contrario se observó en el caso de Ucp1, lo cual es consistente 

con la regulación compensatoria entre UCP1 y la bioenergética dependiente de creatina observada 

por Kazak y colaboradores 177 en ratones y humanos. CKB y ALPL o TNAP, recientemente 

postuladas como reguladores de la termogénesis dependiente de creatina 32,33, no resultaron 

cambiados en respuesta al SANA. 

 

Figura 25. Expresión de marcadores de termogénesis por qPCR en iWAT de ratones alimentados con HFD o 

HFD+SANA (400 mg/kg/día, PO). n = 4-20 por condición.  Ckm: creatina quinasa tipo m; Ckb: creatina quinasa tipo 

b; Ckmt1: creatina quinasa tipo U, mitocondrial; Ckmt2: creatina quinasa tipo S, mitocondrial; Alpl: fosfatasa alcalina, 

isoenzima no específica de tejido; Ant1: ADP/ATP translocasa 1; Ant2: ADP/ATP translocasa 2; Gatm; glicina 

amidinotransferasa, mitocondrial; Gamt: guanidinoacetato N-metiltransferasa; Oat: ornitina aminotransferasa, 

mitocondrial; Prodh: prolina deshidrogenasa 1, mitocondrial; Crt: transportador de creatina; Ucp1: proteína 

desacoplante 1; Cidea: lípido transferasa CIDEA; Prdm16: histona-lisina N-metiltransferasa PRDM16; Pgc1a: PGC-

1-alpha. Los datos presentados corresponden a la media ± SEM. Análisis estadístico: prueba de t no pareada de dos 

colas. * p < 0.05. 

 

Mediante análisis por western blot de mitocondrias aisladas de iWAT (Figura 26) se corroboró 

que la enzima CKMT1, originalmente propuesta como la creatina quinasa clave de la termogénesis 

dependiente de creatina en el tejido adiposo beige 177, estaba aumentada en respuesta a SANA. La 
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isoenzima CKMT2 y UCP1 no mostraron cambios a nivel de proteína. A diferencia de lo 

observado en cuanto a Ckmt2 a nivel de ARNm y proteína en el tejido adiposo blanco/beige de los 

animales HDF+SANA, en el tejido marrón (BAT) la expresión de esta isoforma aumentó 

considerablemente (ver figura 5F del manuscrito adjunto al capítulo). 

 

Figura 26. Análisis por WB de la expresión de las proteínas CKMT1, CKMT2 y UCP1 en mitocondrias aisladas de 

iWAT de ratones alimentados con HFD o HFD+SANA (400 mg/kg/día, PO). Los datos presentados corresponden a 

la media ± SEM. Análisis estadístico: Prueba de t no pareada de dos colas. 

Con la finalidad de confirmar in vivo los efectos termogénicos producidos por el SANA, se midió 

la temperatura corporal de los animales. Las imágenes obtenidas por termografía infrarroja de 

animales mantenidos en HFD mostraron un aumento de la temperatura corporal superficial en la 

región del lomo y también en el espacio interescapular (correspondiente al tejido adiposo marrón) 

en los ratones tratados con SANA (Figura 27A). 

Posteriormente, mediante un modelo de respuesta al frío se buscó comprobar la dependencia del 

efecto termogénico del SANA con la creatina. Con ese fin, ratones en dieta normal previamente 

aclimatados a 22 °C fueron tratados con ácido β-guanidinopropiónico (β-GPA) (0,4 g/kg en PBS 

pH 7,5, IP) 178 en combinación o no con SANA (20 mg/kg/día, SC) por 5 días antes de ser 

sometidos a frío (4 °C). El β-GPA es un análogo de la creatina capaz de inhibir su transporte y 

como resultado reducir los niveles celulares de esta 177. El tratamiento con β-GPA se realizó de 
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forma aguda debido a que la exposición crónica puede inducir pérdida de peso 177,178. Los valores 

de temperatura corporal central fueron obtenidos con una sonda rectal cada 1 h por períodos de 6 

h antes y después de la exposición al frío. El tratamiento con β-GPA revirtió el efecto del SANA 

sobre la respuesta termogénica, confirmando que la creatina es necesaria para que ejerza dicho 

efecto (Figura 27B). Este experimento fue realizado por Karina Cal en el marco de su tesis de 

doctorado. 

 

Figura 27. Confirmación in vivo del efecto del SANA sobre la temperatura corporal en ratones sometidos a dieta rica 

en grasa (A) y en un modelo de repuesta al frío (B). A: Imagen térmica representativa obtenida por termografía 

infrarroja de ratones alimentados con HFD o HFD+SANA (400 mg/kg/día, PO). B: Medidas de temperatura corporal 

central obtenidas usando una sonda rectal. Los ratones fueron alimentados con dieta normal y mantenidos a 22 °C 

previo al tratamiento con ácido β-guanidinopropiónico (β-GPA) (0,4 g/kg en PBS pH 7,5, IP) en combinación o no 

con SANA (20 mg/kg/día, SC) por 5 días antes de ser sometidos a frío (4 °C). Los valores de temperatura fueron 

obtenidos cada 1 h por períodos de 6 h antes y después de la exposición al frío. n = 9 -14 por condición. Los datos 

presentados corresponden a la media ± SEM. Análisis estadístico: ANOVA de dos vías seguido de la prueba de 

comparaciones múltiples de Tukey. * p < 0.05. 

 

3.4.7. Análisis de los niveles de expresión de marcas moleculares del metabolismo de 

un carbono vinculadas a la síntesis de creatina 

Junto con marcadores del metabolismo de creatina y del ciclo fútil de 

fosforilación/desfosforilación de este metabolito, el grupo de Bruce M. Spiegelman 177 mostró que 

la fosfoetanolamina/fosfocolina fosfatasa (PHOSPHO1, UniProt: Q8R2H9) es un regulador del 
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metabolismo oxidativo en adipocitos y sigue un patrón de expresión recíproco con UCP1, 

apuntando a su rol en la termogénesis independiente de UCP1.  

Teniendo en cuenta el conocimiento previo sobre el rol de PHOSPHO1 en el metabolismo 

energético 177,179–181, y dado que el tratamiento con SANA provocó la activación de la vía 

termogénica dependiente de creatina y la disminución de UCP1 a nivel de expresión de ARNm, 

comprobamos los niveles de expresión de esta fosfatasa en el tejido adiposo de los animales 

sometidos a dieta rica en grasa con o sin SANA. Mientras que PHOSPHO1 no pudo ser 

identificada por espectrometría de masa, sí la encontramos aumentada significativamente en la 

condición HFD+SANA a nivel de ARNm (Figura 28). Este aumento en la expresión de Phospho1, 

sumado a su conocida baja actividad fosfatasa ante PCr 177, sugiere que vías que involucran a 

mejores sustratos de Phospho1 como fosfoetanolamina y fosfocolina 182 podrían estar aumentadas 

concomitantemente con la termogénesis dependiente de creatina. En esta línea, el análisis del 

proteoma mitocondrial de iWAT mostró que la colina deshidrogenasa (CHDH, UniProt: Q8BJ64), 

la semialdehído alfa-aminoadípico deshidrogenasa (ALDH7A1, UniProt: Q9DBF1) y la betaína--

homocisteína S-metiltransferasa 1 (BHMT, UniProt: O35490) estaban sobrerrepresentadas 

producto del tratamiento con SANA (Anexos 4 y 5). Estas tres enzimas forman parte de las 

reacciones del metabolismo de un carbono (1C) por las cuales se obtiene metionina a partir de 

colina 183. El aumento en los niveles de expresión de Chdh, Aldh7a1 y Bhmt (pero no su isoforma 

Bhmt2) también fue comprobado a nivel de ARNm (Figura 28). 
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Figura 28. Expresión de marcadores del metabolismo de colina y betaína por qPCR en iWAT de ratones alimentados 

con HFD o HFD+SANA (400 mg/kg/día, PO). n = 9-19 por condición. Phospho1: fosfoetanolamina/fosfocolina 

fosfatasa; Chdh: colina deshidrogenasa, mitocondrial; semialdehído alfa-aminoadípico deshidrogenasa (Aldh, 18); 

Bhmt1: betaína--homocisteína S-metiltransferasa 1; Bhmt2: betaína--homocisteína S-metiltransferasa 2. Los datos 

presentados corresponden a la media ± SEM. Análisis estadístico: prueba de t no pareada de dos colas. * p < 0.05.  

En suma, la sobreexpresión de genes/proteínas de vías relacionadas con el metabolismo de 

arginina/creatina y prolina ( 

Tabla 3) y el de glicina, serina y treonina ( 

Tabla 4) permitió proponer un modelo de mecanismo por el cual el SANA estaría potenciando el 

metabolismo de creatina como sustento de un ciclo de fosforilación/fosforilación de este 

metabolito (Figura 29).  
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Figura 29. Representación esquemática de la vía termogénica dependiente de creatina impulsada por el SANA en el 

tejido adiposo. Sombreado en azul y verde se muestran las rutas simplificadas del metabolismo de un carbono (1C) y 

de la síntesis de cretina, respectivamente. Las enzimas y metabolitos resaltados en rojo muestran los elementos de la 

vía regulados positivamente por el SANA de acuerdo con resultados obtenidos mediante proteómica, qPCR y análisis 

de metabolitos por LC-MS/MS. PHOSPHO1: fosfoetanolamina/fosfocolina fosfatasa; CHDH: colina deshidrogenasa, 

mitocondrial; ALDH7A1: semialdehído alfa-aminoadípico deshidrogenasa; BHMT: betaína--homocisteína S-

metiltransferasa 1; MAT: S-adenosilmetionina sintasa; SAHH: adenosilhomocisteinasa; GATM: glicina 

amidinotransferasa mitocondrial; GAMT: guanidinoacetato N-metiltransferasa; OAT: ornitina aminotransferasa 

mitocondrial; PRODH: prolina deshidrogenasa; TNAP: fosfatasa alcalina, isoenzima tisular inespecífica; CKMT1: 

creatina quinasa mitocondrial 1; CKB: creatina quinasa B; ANT: ADP/ATP translocasa; MME: membrana 

mitocondrial externa; MMI: membrana mitocondrial interna; MM: matriz mitocondrial. La figura fue creada usando 

BioRender. 

Buscando profundizar en el rol del metabolismo de 1C en la termogénesis dependiente de creatina 

fue utilizado un modelo de respuesta al frío, una estrategia común en el estudio de la fisiología de 

este proceso. Para eso, dos grupos de ratones fueron mantenidos a 22 ⁰C o 4 ⁰C durante 48 hs y al 

terminar este período se tomaron muestras de iWAT y BAT y se realizaron análisis de expresión 
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de génica por qPCR. De manera similar a lo obtenido con el modelo de DIO producto del 

tratamiento con SANA, hubo un aumento significativo en los niveles de expresión de genes de la 

vía de producción de betaína a partir de fosfocolina (Figura 30, paneles superiores), 

concomitantemente con la regulación positiva de la termogénesis dependiente de creatina (Figura 

30 paneles inferiores) tanto en iWAT como en BAT. De manera similar a lo que se observó a causa 

del tratamiento con SANA (Figura 25, iWAT y Figura 5F del manuscrito adjunto a este capítulo, 

BAT), la exposición al frío provocó el aumento de más de una creatina quinasa simultáneamente, 

lo cual sugiere que puede haber cierta redundancia entre las quinasas que participan en esta vía. 

 

Figura 30. La vía de reciclaje de metionina está regulada positivamente junto con los genes conocidos para la 

termogénesis dependiente de creatina durante la exposición al frío en iWAT (paneles izquierdos) y BAT (paneles 

derechos). Los ratones fueron alimentados con dieta normal y mantenidos a temperatura ambiente (22 ⁰C) o 4 ⁰C 

durante 48h. n = 4–8 por condición. Phospho1: fosfoetanolamina/fosfocolina fosfatasa; Chdh: colina deshidrogenasa, 

mitocondrial; Aldh: semialdehído alfa-aminoadípico deshidrogenasa; Bhmt1: betaína--homocisteína S-

metiltransferasa 1; Bhmt2: betaína--homocisteína S-metiltransferasa 2; Ckm: creatina quinasa tipo m; Ckmt1: creatina 
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quinasa tipo U mitocondrial; Ckmt2: creatina quinasa tipo S, mitocondrial; Ckb: creatina quinasa tipo b; Alpl: fosfatasa 

alcalina, isoenzima no específica de tejido. Los datos presentados corresponden a la media ± SEM. Análisis 

estadístico: Prueba de t no pareada de dos colas. * p < 0.05. 

 

Hasta el momento, nuestros resultados han establecido una conexión entre el metabolismo de 1C 

y la termogénesis dependiente de creatina. Es notablemente interesante que la implementación de 

una estrategia farmacológica para tratar la obesidad haya revelado indicios de una conexión entre 

vías metabólicas aún no caracterizadas en el tejido adiposo y que hasta ahora no se consideran 

relacionadas con la termogénesis. A raíz de estos resultados, en nuestro grupo surgió la motivación 

de estudiar si efectivamente el metabolismo de un carbono, descrito fundamentalmente en el 

hígado, estaba aumentado como parte de la respuesta termogénica. Con ese objetivo se realizó el 

análisis proteómico de extractos enriquecidos en mitocondrias, obtenidos a partir de hígados de 

ratones mantenidos a 4 ⁰C y 22 ⁰C durante 48 horas. Dicho análisis se realizó en colaboración con 

Jorge Rodríguez y Camila Espasandín como parte del trabajo de doctorado de esta última. Para el 

estudio se obtuvieron preparados de mitocondrias por centrifugación diferencial a partir de 

muestras de hígado y se analizaron mediante una estrategia proteómica de tipo shotgun. El análisis 

de los datos de espectrometría de masa usando el programa PatternLab V (PLV) mostró perfiles 

proteómicos globales diferentes entre las dos condiciones biológicas. Lo anterior se puede observar 

en un mapa de calor generado con la herramienta Clustergram del PLV (Figura 31A). Se pudo 

identificar un total de 1543 proteínas entre las 8 réplicas biológicas de las dos condiciones, de las 

cuales 1394 proteínas fueron comunes a las dos condiciones. 27 proteínas fueron detectadas 

exclusivamente en la condición 4 ⁰C y 35 proteínas a 22 ⁰C (Figura 31B y Anexo 6), mientras que 

24 proteínas resultaron significativamente sobrerrepresentadas a 4 ⁰C y 3 proteínas resultaron 

subrepresentadas en comparación con 22 ⁰C (Tabla 5). Interesantemente entre las proteínas más 

abundantes en ambas condiciones se encontraba BHMT, con promedios de 549 y 1128 espectros 

por réplica biológica en las condiciones 22 ⁰C y 4 ⁰C respectivamente. Si bien es sabido que esta 

proteína es muy abundante en el hígado, encontrarla con un alto nivel de espectros en un preparado 

mitocondrial nos dio otro indicio de que podría estar al menos parcialmente localizada en la 

mitocondria. BHMT también fue una de las proteínas más sobrerrepresentadas en la condición 4 

⁰C. La S-adenosilmetionina sintasa isoforma tipo 1 (MAT1A, UniProt: Q91X83) y la cistationina 

gamma-liasa (CTH, UniProt: Q8VCN5) también resultaron aumentadas en respuesta al frío. Junto 
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con BHMT, estas dos proteínas forman parte del metabolismo de un carbono y están anotadas 

como proteínas citosólicas. Sin embargo un trabajo reciente, mostró que MAT1A está localizada 

en la matriz mitocondrial 184. La base de datos de interacciones proteína-proteína String 

(https://string-db.org/, accedido 21/12/2023) muestra que BHMT tiene un alto puntaje de 

interacción tanto con MAT1A (0.974) como con CTH (0.961), además de con la proteína 

ALDH7A1, responsable de metabolizar la betaína aldehído proveniente de colina a betaína en la 

mitocondria 183. El análisis de procesos biológicos usando la herramienta Webgestalt 175 a partir 

de las proteínas sobrerrepresentadas en respuesta al frío mostró un mayor impacto en el 

metabolismo de la metionina junto con el metabolismo del colesterol, de alfa-aminoácidos y ácidos 

carboxílicos (Figura 32). 

 

https://string-db.org/
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Figura 31. Análisis cuantitativos de los proteomas mitocondriales de hígado de ratones sometidos a un modelo de 

respuesta al frío. Los animales fueron aclimatados a 18 °C durante 24 h y posteriormente mantenidos a 4 °C o 22 °C 

durante las siguientes 48 h. Los extractos mitocondriales de hígado fueron analizados mediante una estrategia 

proteómica de tipo shotgun. n = 4 por condición. A: Gráfico de calor generado con la herramienta Clustergram del 

software Patternlab aplicando agrupamiento jerárquico a los perfiles proteómicos de ambas condiciones biológicas. 

Cada fila corresponde a una proteína individual y las columnas a las réplicas b iológicas de cada condición. El color 

degradado indica la abundancia relativa de 0 (rojo) a 1 (verde). B: Diagrama de Venn utilizando PLV que muestra la 

distribución de proteínas comunes y exclusivas a cada condición biológica, p < 0.05.  

 

Tabla 5. Proteínas significativamente diferenciales entre los proteomas mitocondriales de hígado de ratones 

mantenidos a 22 ⁰C y 4 ⁰C. Las proteínas comunes a ambas condiciones fueron analizadas cuantitativamente mediante 

la herramienta “Pairwise comparison” del PLV, que realiza un análisis estadístico a nivel de péptidos entre las 

condiciones y posteriormente extrapola valores de tasa de cambio (TC) y probabilidad a las proteínas 

correspondientes. Para el análisis estadístico se fijaron cortes de tasa de cambio y  valor de p de 2 (Log2(TC) ≥ 1) y 

0.05 respectivamente. Los identificadores (Identif.) corresponden a una base de datos de proteínas de Mus musculus 
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descargada de UniProt. No. pépt.: número de péptidos identificados/cuantificados); Cobert.: cobertura de la proteína; 

Cond. biol. (mito. hígado): condición biológica (mitocondrias hígado). 

Identif. 
No. 

pépt. 

Cobert. 

(%) 

Log2

(TC

) 

Valor p Descripción 

Cond. biol. 

(mito. 

hígado) 

Q91X83 9 32.3 2.0 9.3E-05 
S-adenosylmethionine synthase isoform type-1 

GN=Mat1a PE=1 SV=1 
4 °C 

Q8VCN5 15 61.1 1.8 1.0E-06 Cystathionine gamma-lyase GN=Cth PE=1 SV=1 4 °C 

Q9QYG

0 
12 42.6 1.6 4.7E-04 Protein NDRG2 GN=Ndrg2 PE=1 SV=1 4 °C 

O35728 30 62.3 1.5 1.1E-04 
Cytochrome P450 4A14 GN=Cyp4a14 PE=1 

SV=1 
4 °C 

P12791 20 33.2 1.5 3.0E-03 
Cytochrome P450 2B10 GN=Cyp2b10 PE=1 

SV=1 
4 °C 

Q05915 7 28.2 1.5 8.6E-03 GTP cyclohydrolase 1 GN=Gch1 PE=1 SV=1 4 °C 

Q9JKJ9 12 28.7 1.4 2.9E-02 
24-hydroxycholesterol 7-alpha-hydroxylase 

GN=Cyp39a1 PE=1 SV=1 
4 °C 

Q64505 11 35.0 1.4 3.4E-02 Cytochrome P450 7A1 GN=Cyp7a1 PE=2 SV=2 4 °C 

O35490 40 75.4 1.4 8.9E-11 
Betaine--homocysteine S-methyltransferase 1 

GN=Bhmt PE=1 SV=1 
4 °C 

Q8R1S9 5 9.7 1.4 3.4E-02 
Sodium-coupled neutral amino acid transporter 4 

GN=Slc38a4 PE=1 SV=1 
4 °C 

P35576 7 26.1 1.3 5.8E-03 
Glucose-6-phosphatase catalytic subunit 1 

GN=G6pc1 PE=1 SV=2 
4 °C 

Q9QY30 39 35.8 1.3 1.9E-13 Bile salt export pump GN=Abcb11 PE=1 SV=2 4 °C 

Q8VI47 26 21.5 1.3 2.4E-06 
ATP-binding cassette sub-family C member 2 

GN=Abcc2 PE=1 SV=2 
4 °C 

O09158 22 40.8 1.3 1.0E-05 
Cytochrome P450 3A25 GN=Cyp3a25 PE=1 

SV=1 
4 °C 

O88833 20 46.6 1.2 1.3E-02 
Cytochrome P450 4A10 GN=Cyp4a10 PE=1 

SV=2 
4 °C 

P29758 39 82.7 1.2 5.7E-06 
Ornithine aminotransferase, mitochondrial 

GN=Oat PE=1 SV=1 
4 °C 
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P52840 11 45.7 1.2 1.9E-05 Sulfotransferase 1A1 GN=Sult1a1 PE=1 SV=1 4 °C 

P30999 21 31.3 1.1 1.2E-03 Catenin delta-1 GN=Ctnnd1 PE=1 SV=2 4 °C 

O88736 7 29.0 1.1 8.2E-06 
3-keto-steroid reductase/17-beta-hydroxysteroid 

dehydrogenase 7 GN=Hsd17b7 PE=1 SV=1 
4 °C 

P58735 11 17.9 1.1 1.0E-03 
Sulfate anion transporter 1 GN=Slc26a1 PE=1 

SV=1 
4 °C 

Q8BGG9 12 38.3 1.0 1.1E-04 
Acyl-coenzyme A amino acid N-acyltransferase 2 

GN=Acnat2 PE=1 SV=1 
4 °C 

Q8K0C4 21 52.7 1.0 4.8E-03 
Lanosterol 14-alpha demethylase GN=Cyp51a1 

PE=1 SV=1 
4 °C 

P16331 14 40.6 1.0 3.2E-02 
Phenylalanine-4-hydroxylase GN=Pah PE=1 

SV=4 
4 °C 

Q61301 7 8.5 1.0 9.2E-04 Catenin alpha-2 GN=Ctnna2 PE=1 SV=3 4 °C 

Q9CQS8 3 21.9 1.0 8.4E-03 
Protein transport protein Sec61 subunit beta 

GN=Sec61b PE=1 SV=3 
22 °C 

E9Q5K4 20 41.9 1.1 6.4E-06 
Cytochrome P450 2C44 GN=Cyp2c23 PE=1 

SV=1 
22 °C 

Q61285 17 26.9 1.2 1.0E-02 
ATP-binding cassette sub-family D member 2 

GN=Abcd2 PE=1 SV=2 
22 °C 
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Figura 32. Análisis de sobrerrepresentación de procesos biológicos (Webgestalt) basado en las proteínas aumentadas 

en el proteoma mitocondrial de hígado de ratones mantenidos a 4 ⁰C en comparación con sus controles a 22 ⁰C. Para 

el análisis se utilizó la base de datos “geneontology” de la herramienta Webgestalt referenciado a una base de datos 

del genoma de Mus musculus de UniProt. Los procesos con un FDR < 0.05 fueron considerados significativamente 

enriquecidos.  

En conjunto, los resultados obtenidos a partir de los proteomas comparativos de mitocondrias de 

tejido adiposo e hígado apuntan a que la obtención de betaína a partir de colina y el reciclaje de 

metionina, que son parte del metabolismo de 1C 185, desempeñan un rol significativo en la repuesta 

termogénica dependiente de creatina. El análisis de expresión génica confirmó que Phospho1, 

Chdh, Aldh7a1 y Bhmt se sobreexpresan en el tejido adiposo a causa del tratamiento con SANA 

(Figura 28), concomitantemente con un aumento en los niveles de creatina, fosfocreatina, betaína 

y metionina (Figura 24). Esto sugiere que la metabolización de fosfocolina podría ser utilizada 

para generar metabolitos necesarios en el reciclaje de metionina (ver esquema Figura 29). 

Utilizando un modelo de repuesta al frío se comprobó que, independientemente del efecto del 

SANA, esta vía está activa en tejido adiposo. Lo anterior coincide con la sobreexpresión de la 

termogénesis dependiente de creatina tanto en iWAT como en BAT (Figura 30) y que el 

metabolismo de la metionina está significativamente incrementado en el hígado como parte de la 

respuesta termogénica (Figura 32). 
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3.4.8. Identificación de proteínas de unión a SANA 

3.4.8.1. Diseño y evaluación de SANA biotinilado (bSANA) para la identificación de blancos 

del SANA 

Como parte de la dilucidación del mecanismo por el cual el SANA ejerce su efecto sobre el tejido 

adiposo se abordó la identificación de proteínas blanco del fármaco. Para eso fue diseñado y 

sintetizado un análogo biotinilado del SANA (bSANA) por el grupo de química orgánica a cargo 

de la Dra. Virginia López. En el bSANA la biotina se une mediante una cadena espaciadora al 

grupo carboxilo del esqueleto salicilato del SANA formando un enlace amida (Figura 33). La masa 

exacta del bSANA fue confirmada por espectrometría de masa de alta resolución (Figura 33). 

Teniendo en cuenta que esto genera un cambio en la estructura de la molécula a nivel del salicilato, 

es esperable que los blancos potenciales encontrados usando esta estrategia se justifiquen 

mayormente por la reactividad de tipo nitroalqueno del SANA. Para comprobar si la molécula 

biotinilada mantenía sus propiedades electrofílicas, fue incubada con β-mercaptoetanol en una 

relación molar 1:10 (bSANA:BME) y se obtuvieron espectros de absorbancia de la reacción en un 

rango de longitud de onda de 200 a 600 nm cada 1 minuto en un lapso de 10 minutos. Al igual que 

se observó anteriormente con el SANA (Figura 11), el bSANA reaccionó con BME, mostrando 

una caída rápida de la absorbancia en su valor máximo (440 nm) durante el primer minuto de 

reacción (Figura 34A). No obstante, el gráfico de absorbancia en el máximo en función del tiempo 

para bSANA y SANA muestra una caída menos abrupta en el caso de bSANA, lo que sugiere 

cualitativamente una menor reactividad electrofílica de bSANA con nucleófilos de baja masa 

molecular (Figura 34). Es importante tener en cuenta que para tener un valor cuantitativo sería 

necesario utilizar una técnica que permita seguir la cinética de la reacción de forma rápida, por 

ejemplo, la espectrometría de flujo detenido (stopped flow). 
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Figura 33. Espectro MS del bSANA obtenido con alta resolución en modo negativo en un espectrómetro de masa Q 

Exactive Plus (Thermo Scientific). HRMS: m/z [M-H]- teórica para C9H7NO5: 476.1604, medida: 476.1544. 
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Figura 34. Propiedades electrofílicas del SANA biotinilado (bSANA) (A) en comparación con el SANA (B). Ambos 

compuestos (10 μM) fueron incubados con β-mercaptoetanol (BME, 100 μM) y se obtuvieron espectros de 

absorbancia (Abs.) de las reacciones en el intervalo 200 - 600 nm cada 60s durante 10 minutos. En los paneles derechos 

de A y B se muestra la absorbancia a 440 nm y 360 nm respectivamente durante los primeros 5 minutos de cada 

reacción. 

La modificación postraduccional de proteínas por nitroalquenos o nitroalquilación está descrita 

como una reacción de adición de Michael mayormente en cisteína y en menor medida en histidina, 

lisina y arginina 186,187. Basados en un trabajo previo 71 en el que se caracterizó la reactividad de 

nitroalquenos de ácidos grasos con GAPDH, evaluamos la reactividad in vitro del SANA y su 

análogo biotinilado con la proteína modelo catalasa de Bos taurus. Esta proteína contiene 4 

cisteínas (Figura 35) y no se ha reportado que se encuentren formando puentes disulfuro, de manera 

que serían potencialmente modificables por el grupo nitroalquenilo del SANA y bSANA.  
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Para evaluar la reactividad se expuso una solución de la proteína (estándar comercial de alta 

pureza) a cada uno de los nitroalquenos, o DMSO como control, en una relación molar de 1:10 

proteína:nitroalqueno. Posteriormente se llevó a cabo una digestión tríptica corta de la proteína y 

se analizaron los péptidos obtenidos por nano HPLC/MS. El análisis de los datos se realizó usando 

el software PatternLab. Para la identificación, las modificaciones con SANA y bSANA se 

definieron como variables en cisteínas e histidinas. Las masas exactas adicionadas por las 

modificaciones con ambas moléculas fueron de 209.0320 (SANA) y 477.1679 (bSANA). Para ser 

considerados modificados, los péptidos debieron cumplir con los siguientes requerimientos: 1- ser 

identificado en las 3 réplicas de cada condición con más de 6 espectros en el total de las réplicas 

de dicha condición; 2- resultar exclusivos o con una abundancia significativamente mayor en las 

condiciones tratadas con los compuestos con respecto al control y entre cada compuesto. El análisis 

estadístico para determinar dicha significancia fue realizado a nivel de péptidos con los módulos 

Venn diagram y TFold de Patternlab, teniendo en cuenta el número de espectros asignados a cada 

péptido. Las secuencias de péptidos modificados por SANA y bSANA se muestran en la  

 

Tabla 6. La tasa de modificación de His fue muy escasa en el caso del bSANA, resultado en 10 

espectros totales asignados, y nula en el caso del SANA. Por el contrario, las 4 cisteínas (Cys232, 

Cys377, Cys393 y Cys460) de la proteína fueron modificadas por ambos nitroalquenos. En la Figura 

36 se muestran espectros representativos del péptido modificado más abundantes para cada 

compuesto: LGPNYLQIPVNC[209.0320]PYR (modificado con SANA en Cys377) y 

LVNANGEAVYC[477.1679]K (modificado con bSANA en Cys232). En ambos espectros se 

lograron identificaciones inequívocas basadas en un alto nivel de justificación de las señales de 

m/z. 

En la Figura 37 se muestra la cantidad de espectros asignados a cada residuo de catalasa 

modificado con SANA o bSANA, normalizado por la cantidad de espectros totales de la proteína 

en cada réplica. Como se puede observar, la tasa de modificación de las cisteínas 232 y 393 no 

presentó diferencias entre SANA y bSANA. En el caso de las Cys377 y Cys460 la tasa fue 

significativamente mayor con SANA, ascendiendo a aproximadamente el doble en la Cys 460. 

Teniendo en cuenta la estructura de la proteína, modelada con la herramienta 3D viewer de 
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AlphaFold (Figura 38), las diferencias en la reactividad entre ambos compuestos no se justificarían 

meramente por un efecto estérico a causa del grupo biotina, lo cual es esperable dado que la 

reactividad de los grupos tioles de proteínas es un fenómeno complejo y multifactorial 188. Es 

importante tener en cuenta que este análisis cuantitativo de sitios de modificación se basa en las 

identificaciones asignadas a los péptidos que contienen el residuo modificable. Por lo tanto, la 

cantidad de espectros obtenidos de estos péptidos también está condicionada por el efecto de cada 

secuencia específica sobre el proceso de digestión tríptica y el desempeño en el espectrómetro de 

masa.  

 

Figura 35. Secuencia de aminoácidos de la proteína modelo catalasa bovina (Bos taurus), identificador de UniProt 

P00432. En rojo se resaltan los residuos de cisteína y en azul las histidinas.  

 

 

Tabla 6. Péptidos trípticos de catalasa bovina modificados con SANA o bSANA identificados por LC-MS/MS. 

Péptidos identificados con la modificación SANA (209.0320) en C y/o H. 

Secuencia Réplicas 
Espectros 

totales 
Residuo 

1 MADNRDPASDQMKHWKEQRAAQKPDVLTTGGGNPVGDKLNSLTVGPRGPLLVQDVVFTDE 60

61 MAHFDRERIPERVVHAKGAGAFGYFEVTHDITRYSKAKVFEHIGKRTPIAVRFSTVAGES 120

121 GSADTVRDPRGFAVKFYTEDGNWDLVGNNTPIFFIRDALLFPSFIHSQKRNPQTHLKDPD 180

181 MVWDFWSLRPESLHQVSFLFSDRGIPDGHRHMNGYGSHTFKLVNANGEAVYCKFHYKTDQ 240

241 GIKNLSVEDAARLAHEDPDYGLRDLFNAIATGNYPSWTLYIQVMTFSEAEIFPFNPFDLT 300

301 KVWPHGDYPLIPVGKLVLNRNPVNYFAEVEQLAFDPSNMPPGIEPSPDKMLQGRLFAYPD 360

361 THRHRLGPNYLQIPVNCPYRARVANYQRDGPMCMMDNQGGAPNYYPNSFSAPEHQPSALE 420

421 HRTHFSGDVQRFNSANDDNVTQVRTFYLKVLNEEQRKRLCENIAGHLKDAQLFIQKKAVK 480

481 NFSDVHPEYGSRIQALLDKYNEEKPKNAVHTYVQHGSHLSAREKANL 527
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LGPNYLQIPVNC[209.0320]PYR 3 155 C377 

LC[209.0320]ENIAGHLK 3 136 C460 

LVNANGEAVYC[209.0320]K 3 92 C232 

DGPMC[209.0320]MMDNQGGAPNYYPNSFSAPEHQPSALEHR 3 82 C393 

LC[209.0320]ENIAGHLKDAQLFIQK 3 81 C460 

DGPMC[209.0320]M[15.9949]MDNQGGAPNYYPNSFSAPEHQPSALEH

R 
3 42 C393 

DGPM[15.9949]C[209.0320]MMDNQGGAPNYYPNSFSAPEHQPSALEH

R 
3 40 C393 

RLC[209.0320]ENIAGHLK 3 40 C460 

HRLGPNYLQIPVNC[209.0320]PYR 3 37 C377 

LC[209.0320]ENIAGHLKDAQLFIQKK 3 36 C460 

RLC[209.0320]ENIAGHLKDAQLFIQK 3 25 C460 

LGPNYLQIPVNC[209.0320]PYRAR 3 24 C377 

HMNGYGSHTFKLVNANGEAVYC[209.0320]K 3 20 C232 

LVNANGEAVYC[209.0320]KFHYKTDQGIK 3 19 C232 

HRLGPNYLQIPVNC[209.0320]PYRAR 3 19 C377 

LVNANGEAVYC[209.0320]KFHYK 3 14 C232 

HM[15.9949]NGYGSHTFKLVNANGEAVYC[209.0320]K 3 7 C232 

  

Péptidos identificados con la modificación bSANA (477.1679) en C y/o H. 

Secuencia Réplicas 
Espectros 

totales 
Residuo 

LVNANGEAVYC[477.1679]K 3 120 C232 

LGPNYLQIPVNC[477.1679]PYR 3 110 C377 

DGPMC[477.1679]MMDNQGGAPNYYPNSFSAPEHQPSALEHR 3 63 C393 

LC[477.1679]ENIAGHLK 3 52 C460 

DGPM[15.9949]C[477.1679]MMDNQGGAPNYYPNSFSAPEHQPSALEH

R 

3 51 C393 

LC[477.1679]ENIAGHLKDAQLFIQK 3 43 C460 

RLC[477.1679]ENIAGHLK 3 23 C460 

HRLGPNYLQIPVNC[477.1679]PYR 3 21 C377 

HMNGYGSHTFKLVNANGEAVYC[477.1679]K 3 19 C232 

LC[477.1679]ENIAGHLKDAQLFIQKK 3 18 C460 

DGPMC[477.1679]MM[15.9949]DNQGGAPNYYPNSFSAPEHQPSALEH

R 

3 16 C393 
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DGPMC[477.1679]M[15.9949]MDNQGGAPNYYPNSFSAPEHQPSALEH

R 

3 15 C393 

LGPNYLQIPVNC[477.1679]PYRAR 3 13 C377 

RLC[477.1679]ENIAGHLKDAQLFIQK 3 12 C460 

HRLGPNYLQIPVNC[477.1679]PYRAR 3 12 C377 

LVNANGEAVYC[477.1679]KFHYK 3 12 C232 

LC[477.1679]ENIAGH[477.1679]LKDAQLFIQK 3 10 C460/H46

6 

LVNANGEAVYC[477.1679]KFHYKTDQGIK 3 8 C232 
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Figura 36. Identificación de péptidos de catalasa bovina modificados con SANA y SANA biotinilado (bSANA). La 

proteína se hizo reaccionar in vitro con cada compuesto en una relación molar de 1:10 (proteína:compuesto), se digirió 

con tripsina por 90 min a temperatura ambiente y los péptidos fueron analizados por nano HPLC/MS utilizando un 

espectrómetro de masa de tipo orbitrap (Q Exactive Plus). A: espectro MS/MS del péptido 

LGPNYLQIPVNC[209.0320]PYR (m/z=978.4690, z=2), modificado con SANA en la Cys 377. B: espectro MS/MS 

del péptido LVNANGEAVYC[477.1679]K (m/z=586.6049, z=3), modificado con bSANA en la Cys 232. En ambos 

paneles se indica la secuencia de cada péptido marcando las series b y las series y generadas en la fragmentación. Las 
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series que contienen (M-bSANA) corresponden a la masa del precursor luego de la pérdida de la modificación durante 

la fragmentación. 

 

 

Figura 37. Tasa de modificación en Cys e His de catalasa bovina por SANA y SANA biotina (SANA-biot) in vitro. 

Las barras representan el número de espectros asignados a péptidos con residuos modificados (SC resid. modif.) 

normalizado por el número de espectros totales asignados a la catalasa en cada réplica de las condiciones:  SANA 

catalasa y SANA-biot catalasa. Los datos presentados corresponden a la media ± SEM. Análisis estadístico: ANOVA 

de dos vías con test de Tukey para múltiples comparaciones, p ajust.<0.05 (*) se consideró estadísticamente 

significativo. 
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Figura 38. Representación de las cisteínas modificadas con SANA y bSANA en la estructura de la catalasa bovina  

(UniProt: P00432). El modelado de la estructura fue obtenido con la herramienta 3D viewer de AlphaFold.  

 

3.4.8.2. Búsqueda no dirigida de proteínas de unión a SANA 

Esperando obtener una lista representativa de potenciales proteínas de unión al SANA, se hizo 

reaccionar in vitro su análogo biotinilado (bSANA) con un extracto proteico total de tejido adiposo 

marrón (BAT) murino. Para eso se utilizó una resina comercial de tipo streptavidina (StrepTactin 

sepharose), con gran afinidad por la biotina, y de esa forma capturar las proteínas unidas al 

bSANA, tomando como control el lisado de BAT incubado con SANA. Posteriormente se 

prosiguió a una estrategia proteómica shotgun para identificar las proteínas recuperadas 

diferencialmente con el bSANA (Figura 39). El uso del control incubado con SANA sin biotinilar 
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permite restar las identificaciones correspondientes al pegado inespecífico de proteínas del lisado 

a la resina y a las proteínas biotiniladas endógenamente.  

 

 

Figura 39. Identificación de proteínas de unión al SANA en tejido adiposo marrón (BAT). Los extractos proteicos de 

BAT fueron incubados con SANA biotinilado o con SANA, usado como control, previo a la purificación por afinidad 

(“pull-down”) anti-biotina y análisis por nano LC-MS/MS. 

 

Un escalado multidimensional generado con el módulo Buzios del PLV mostró una marcada 

diferencia entre los patrones proteómicos a lo largo de las dos condiciones biológicas: 

BAT+SANA biotinilado (bSANA, bS) y el control BAT+SANA (SANA, S). La representación 

gráfica de dicho análisis es un gráfico bidimensional que contiene una vista global de cada réplica 

biológica ajustado a dos componentes principales 1 y 2 (CP1 y CP2) (Figura 40A). Utilizando el 

módulo diagrama de Venn del PatternLab se encontraron 235 proteínas, de las 481 identificadas 

entre las dos condiciones, exclusivas de la condición BAT+bSANA. Otras 60 proteínas resultaron 

significativamente (q BH<0.05) sobrerrepresentadas con una tasa de cambio mayor o igual a 1.5 

en la condición de interés al realizar un análisis cuantitativo mediante la herramienta TFold del 

mismo software. En suma, el análisis de LC/MS mostró que el bSANA se unía a 295 proteínas y 

curiosamente, CKMT estaba entre las proteínas exclusivas recuperadas con mayor número de 

espectros en la condición BAT+bSANA (Figura 40B y Anexo 7). Las proteínas CKMT1 y CKMT2 

de origen murino presentan un alto nivel de similitud (Figura 41). Si bien encontramos péptidos 

correspondientes a ambas proteínas entre los identificados en la condición BAT+bSANA, la 

cantidad de péptidos únicos asignada a CKMT2 y su abundancia en términos de número de 
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espectros fue muy superior. Lo anterior apunta a una mayor confiabilidad en la identificación de 

CKMT2 (Tabla 7). Ambas enzimas comparten la mayor parte de los residuos potencialmente 

modificables por el SANA y el bSANA: 6 cisteínas y 8 histidinas; sin embargo, la histidina 67 y 

la cisteína 77 son exclusivas de CKMT1, mientras que las histidinas 45 y 152 y las cisteínas 67 y 

238 se encuentran solamente en CKMT2. Obviando las posibles diferencias en la reactividad de 

dichos residuos, la superioridad meramente numérica de CKMT2 en cuanto a residuos 

potencialmente modificables por SANA y bSANA podría ser una causa de la mayor cantidad de 

péptidos y espectros identificados de dicha proteína al enriquecer contra bSANA. Por otro lado, 

en 2 sets de datos 189,190 que contienen análisis de expresión génica por RNA-seq de BAT de 

ratones C57BL/6J mantenidos a temperatura ambiente, mientras que ckmt2 tuvo valores 

cuantificables en ambos experimentos, ckmt1 no fue detectable. Lo cual apunta a que los niveles 

de expresión de ckmt1 en este tejido serían considerablemente menores que los de ckmt2. 

 

 

Figura 40. Análisis proteómico de la purificación por afinidad de proteínas de unión a SANA biotinilado en lisados 

de tejido adiposo marrón. A: Escalado multidimensional generado con el módulo Buzios del PLV (algoritmo Springs), 

que representa cada réplica biológica en un gráfico bidimensional, proporcionando una vista global de patrones 

proteómicos a lo largo de las dos condiciones biológicas: BAT+SANA biotinilado (bSANA, bS) y el control 

BAT+SANA (SANA, S). Cada punto representa un perfil proteómico único, codificado como un vector donde cada 

componente corresponde al valor cuantitativo de una proteína específica. Los dos ejes corresponden a los componentes 

principales primero y segundo (CP1 y CP2), que representan la máxima variabilidad en el conjunto de datos. Los 

distintos grupos dentro del gráfico (delimitados por óvalos) indican condiciones biológicas con perfiles proteómicos 

similares. B: Análisis diagrama de Venn utilizando PLV que muestra la distribución de proteínas (prot.) comunes y 

exclusivas a cada condición biológica. 
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Figura 41. Alineamiento de secuencias con la herramienta Blastp 191 de las proteínas CKMT1 y CKMT2 de Mus 

musculus. En rojo se resaltan los residuos de cisteína y en azul las histidinas. 

 

Tabla 7. Identificación de péptidos para CKMT1 y CKMT2 en BAT+SANA biotinilado  

Secuencia # total de espectros  
P30275 

(CKMT1) 

Q6P8J7 

(CKMT2) 

DWPDAR 15 ✓ ✓ 

VISM[15.9949]EK 9 ✓ ✓ 

VM[15.9949]KHPTDLDASK 8   ✓ 

YVLSSR 5 ✓ ✓ 

EVENVAITALEGLKGDLAGR 5   ✓ 

LSEMTEQDQQR 4   ✓ 
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LGYILTCPSNLGTGLR 4 ✓ ✓ 

ITHGQFDER 4   ✓ 

GWEFMWNER 4 ✓ ✓ 

LSEM[15.9949]TEQDQQR 4   ✓ 

SEVELVQIVIDGVNYLVDCEK 3   ✓ 

TVGMVAGDEESYEVFADLFDPVIK 2   ✓ 

GLSLPPACSR 1   ✓ 

LIDDHFLFDKPVSPLLTCAGM[15.9949]AR 1   ✓ 

VMKHPTDLDASK 1   ✓ 

HPTDLDASK 1   ✓ 

MTPSGYTLDQCIQTGVDNPGHPFIK 1   ✓ 

GTGGVDTAATGSVFDISNLDR 1 ✓   

Otra de las proteínas encontradas de forma exclusiva en el pull-down de BAT+bSANA fue la 

fosfoetanolamina/fosfocolina fosfatasa (PHOSPHO1, UniProt: Q8R2H9). De manera similar a las 

creatina quinasas, Phospho1 también aumentó su expresión a nivel de ARNm en respuesta a 

SANA. Esta proteína tanto en ratón como en humano contiene cisteínas libres e histidinas que 

podrían ser modificadas por el SANA.  

3.4.8.3. Análisis in vitro de la modificación covalente de CKMT2 recombinante por el SANA 

Con el objetivo de confirmar la unión covalente directa de SANA a CKMT2 de ratón, en 

colaboración con Leonardo Santos (PME), se expresó la proteína recombinante en la línea celular 

de riñón de embrión humano: HEK-293. El lisado, tratado o no con SANA, fue analizado mediante 

SDS-PAGE no reductora y WB utilizando anticuerpos anti-CKMT2 y anti-salicilato. Como se 

puede observar en la Figura 42A cuando el extracto fue incubado con SANA se co-detectaron 

bandas correspondientes al peso molecular de CKMT2 con ambos anticuerpos. La interacción 

SANA-CKMT2 también fue analizada usando CKMT2 murina expresada en Escherichia coli y 

purificada. La proteína se incubó con bSANA a concentraciones crecientes y se detectó usando 

estreptavidina conjugada a la peroxidasa de rábano picante (HRP). En la Figura 42B se observa 

que la intensidad de la banda correspondiente a CKMT2 recombinante aumenta proporcionalmente 
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con la concentración de bSANA. En este caso el peso molecular de la proteína es aproximadamente 

40 kDa porque no contiene el péptido señal que define su localización mitocondrial. 

 

 

Figura 42. Análisis por WB de la interacción SANA-CKMT2 in vitro. A: Co-detección de CKMT2 murina 

recombinante (rCKMT2) expresada en células HEK-293, utilizando anticuerpos primarios contra salicilato (anti-SAL) 

y CKMT2 (anti-CKMT2) en presencia (+) o ausencia (-) de SANA. B: 10 uM de rCKMT2 expresada en Escherichia 

coli y purificada se trató con SANA biotinilado (bSANA) a 2.5, 5, 10, 50 y 100 uM por 1 h a 25 °C. La detección se 

realizó con estreptavidina conjugada a HRP (Strep.-HRP). A y B: Revelado mediante quimioluminiscencia usando un 

equipo ImageQuant 800. 

 

Posteriormente se prosiguió a identificar los sitios de modificación por SANA en la proteína 

CKMT2 recombinante in vitro por nano HPLC/MS. Dado que el proceso de ruptura de las células 

produce la liberación de tioles de baja masa molecular abundantes como el glutatión que serían 

capaces de secuestrar al SANA, fue necesario buscar una alternativa para disminuir esta reacción 

no deseada. Para eso, el lisado de células HEK-293 fue pasado a través de un filtro de 10 kDa antes 

de la incubación con el fármaco. La reacción se realizó en una solución tampón AMBIC 50 mM, 

pH 8.0, a 25 °C por 30 min con concentraciones de SANA de 10 y 100 uM, resultando en una 

relación molar de 10:1 y 100:1 respectivamente con la proteína. Las mezclas de reacción fueron 

filtradas nuevamente usando el mismo punto de corte de 10 kDa con el objetivo de eliminar el 

exceso de SANA y así disminuir la reactividad asociada a la exposición de residuos durante la 

digestión con tripsina. Utilizando una estrategia de shotgun se identificó un promedio de 

aproximadamente 1000 proteínas únicas en los lisados de células HEK293 tratados incubados con 



Capítulo I: Aproximaciones proteómicas para dilucidación del mecanismo de acción del SANA  

94 

 

10 y 100 uM de SANA, estando la proteína CKMT2 recombinante entre las 50 de mayor 

abundancia teniendo en cuenta el NSAF.  

Como resultado de la incubación del lisado celular con SANA a 10 uM se identificaron 84 

secuencias modificadas con SANA en residuos de cisteína (13%), de las 626 secuencias totales 

identificadas que contenían este residuo, con al menos 2 espectros. Mientras que sólo 9 (0.2%) de 

las 4339 secuencias que contenían histidina se encontraron modificadas. Como era de esperar, la 

incubación con 100 uM de SANA generó una tasa más alta de residuos de Cys e His modificados. 

En este caso, el 82% de las secuencias que contenían cisteínas y el 1.5% de las que contenían 

histidinas se encontraron modificadas con SANA. 

La identificación peptídica de CKMT2 murina recombinante señaló a la Cys238, contenida en el 

péptido LIDDHFLFDKPVSPLLTC[SANA]AGMAR, como blanco preferencial del SANA con 6 

espectros asignados en cada una de las dos concentraciones de SANA utilizadas (¡Error! No se 

encuentra el origen de la referencia.). Las cisteínas 317 y 397 también se encontraron 

modificadas en menor medida y no se identificó ningún residuo de histidina unido a SANA. 

Tabla 8. Análisis por nano HPLC/MS de la reacción in vitro de SANA con la CKMT2 murina recombinante en células 

HEK-293. 

Secuencia CKMT2 Cys # 

10 uM SANA   

# espectros 

100 uM SANA  

# espectros 

LIDDHFLFDKPVSPLLTC[SANA]AGMAR 238 6 6 

LGYILTC[SANA]PSNLGTGLR 317 2 4 

SEVELVQIVIDGVNYLVDC[SANA]EK 397 0 4 

[SANA]: +209.0320 Da 

 

En suma, los resultados obtenidos demuestran la modificación covalente de CKMT2 recombinante 

por el SANA in vitro, confirmada mediante WB y nano HPLC/MS. La Cys238 resultó ser el 

principal residuo modificado por el SANA. Estos hallazgos proporcionan información valiosa para 

comprender las vías de acción del fármaco. Además, pueden servir como base para su 



Capítulo I: Aproximaciones proteómicas para dilucidación del mecanismo de acción del SANA  

95 

 

optimización, o la de otros candidatos farmacológicos relacionados, integrando estrategias de 

modelado molecular, ingeniería de proteínas y diseño químico racional. 
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3.5.  Manuscrito: ̈ A nitroalkene derivative of salicylate alleviates diet-induced obesity by 

activating creatine metabolism and non-shivering thermogenesis¨ 
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3.6.  Discusión 

Las enfermedades metabólicas crónicas, como la obesidad y la diabetes tipo II, constituyen uno de 

los mayores retos para los sistemas de salud actuales. Estas enfermedades suelen estar asociadas a 

un estado inflamatorio sistémico estéril y de bajo grado. Nuestro grupo ha venido trabajado en el 

desarrollo de nitroalquenos derivados de diferentes sillares estructurales con propiedades 

antiinflamatorias beneficiosas en diversos modelos preclínicos de enfermedades. En una nueva 

generación de compuestos, se buscó aprovechar las propiedades antiinflamatorias y metabólicas 

del fármaco ancestral salicilato mediante el diseño de su derivado nitroalqueno ácido 5-(2-

nitroetilénico)salicílico (SANA). La evaluación del SANA en un modelo murino de obesidad 

inducida por dieta (DIO) develó un desempeño insospechado del fármaco frente a los parámetros 

metabólicos medidos. Estos efectos se obtuvieron a dosis notablemente menores que las usadas 

anteriormente con salicilato en modelos animales y ensayos clínicos. Dichos resultados no se 

justifican únicamente por la adición del grupo nitroalquenilo, dado que fueron exclusivos del 

SANA frente a otros nitroalquenos sintetizados por nuestro equipo de trabajo. Tampoco responden 

a una activación diferencial de AMPK con respecto al salicilato. De forma relevante, se encontró 

que el SANA estimulaba un estado de gasto energético asociado a termogénesis, sin embargo, este 

hallazgo no estuvo acompañado de un aumento en la expresión o actividad de UCP1. En ese 

contexto, un abordaje no dirigido usando las capacidades analíticas de la proteómica cuantitativa 

resultó una estrategia eficaz para la elucidación de las vías moleculares involucradas. 

La decisión de diseñar la síntesis del SANA a partir del salicilato aprovecha dos elementos 

fundamentales de este compuesto: primero su uso masivo, sobre todo en su forma acetilada 

(aspirina), lo cual es un reflejo de su comprobada seguridad en el uso clínico; en segundo lugar, 

sus efectos metabólicos bien documentados 17,118,132–135,122–128,131. La síntesis del compuesto de 

interés se llevó a cabo mediante una reacción de un solo paso, durante un tiempo de 2 h y en 

condiciones de temperatura moderada (60 °C). La obtención del SANA con un rendimiento mayor 

al 90%, indica que la reacción no sólo es eficiente en términos de tiempo y condiciones operativas, 

sino que también es altamente productiva, lo que subraya su viabilidad para aplicaciones a gran 

escala. El análisis mediante espectrometría de masa de alta resolución mostró la relación 

masa/carga y fragmentación esperada, confirmando inequívocamente la identidad del producto 

deseado. 
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Partiendo del conocimiento de que los nitroalquenos ejercen sus efectos principalmente a través 

de sus propiedades electrofílicas 71,72,192, una evaluación clave en el proceso de desarrollo del 

SANA como potencial fármaco fue comprobar que tuviera la capacidad de reaccionar como 

electrófilo. Esto se comprobó mediante la reacción con dos nucleófilos de baja masa molecular, 

BME y GSH, con los cuales el SANA fue capaz de formar los productos de adición de Michael 

esperados. Con ambos nucleófilos se obtuvo un perfil de absorbancia similar durante la rección, 

con una disminución de la absorción por la pérdida de la conjugación del grupo nitroalquenilo al 

anillo aromático del esqueleto salicilato. Este comportamiento es característico de la reacción de 

nitroalquenos tanto de ácidos grasos 192 como para otros basados en compuestos aromáticos 

diseñados anteriormente por nuestro grupo de trabajo 113,114,116. En ambos casos la cinética de 

reacción fue coherente con la formación de aductos de forma reversible, algo que en el contexto 

biológico tiene gran relevancia. Teniendo en cuenta la amplia variedad de tioles presentes en la 

célula y los fluidos, es probable que los nitroalquenos se encuentren mayormente como parte de 

un conjunto dinámico que alterna entre formas libres y unidas, lo cual impacta en su transporte, 

almacenamiento y capacidades de reacción. Adicionalmente, es importante remarcar que la 

capacidad de un nitroalqueno de reaccionar en especial con tioles de proteínas se verá afectada por 

el entorno del residuo nucleofílico 192. 

Dado que el objetivo buscado con la síntesis del SANA fue generar un compuesto con efectos 

metabólicos, se recurrió a un modelo animal de DIO ampliamente utilizado en el estudio de 

patologías relacionadas a la obesidad y la diabetes 193, en el que se alimenta a los animales con 

HFD. De hecho, muchos de los estudios que respaldan los efectos metabólicos del salicilato 

127,128,131,132 y de varios nitroalquenos 106,108,112,113 se basan en el desempeño de las moléculas en 

este modelo. El abordaje integral de los efectos metabólicos del SANA, incluyendo los controles 

con dieta estándar y el sillar estructural salicilato, se muestra en los resultados del manuscrito 

adjunto a este capítulo. Sin embargo, para la búsqueda de mecanismos de acción del SANA llevada 

a cabo en esta tesis, los resultados del desempeño metabólico y los análisis proteómicos sucesivos 

se acotaron a la comparación de animales tratados con HFD tratados o no con SANA. 

Efectivamente, el SANA logró prevenir el aumento de peso inducido por la HFD en un 30% 

aproximadamente al cabo de 8 semanas, no sólo respecto al control sin fármaco, sino también al 

control tratado con salicilato. Un comportamiento similar se observó con las principales anomalías 
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metabólicas asociadas con la obesidad, como la resistencia a la insulina y el daño hepático. La 

incapacidad del metabolito saturado del SANA (M1) frente a la DIO y el control de la glucosa, 

reforzó la ganancia de función lograda al incorporar el grupo nitroalquenilo en el diseño del 

SANA. 

En el contexto de la salud humana, con mayor frecuencia se requieren intervenciones terapéuticas 

una vez que la obesidad y sus complicaciones metabólicas están establecidas. Por lo tanto, el 

SANA también se evaluó en un modelo de reversión, en el cual la administración del fármaco se 

llevó a cabo después de un período de alimentación con HFD, durante el cual los ratones 

desarrollaron obesidad. El SANA mostró un desempeño similar en ambos modelos 

experimentales. Además, no alteró la ingesta de alimentos ni provocó signos de toxicidad. Con lo 

cual se evidencia su eficacia y seguridad en las condiciones experimentales usadas.  

En conjunto, el fenotipo desencadenado por el SANA fue sugerente de un aumento en el gasto 

energético en el tejido adiposo como un posible mecanismo de acción. Para profundizar en esa 

hipótesis se realizó un análisis proteómico no dirigido en iWAT, teniendo en cuenta que además 

de ser un depósito de tejido adiposo abundante, también tiene la capacidad de contribuir con el 

gasto energético a través de su participación en la respuesta termogénica 170,194,195.  

Los análisis de LC-MS/MS a partir de extractos totales de iWAT permitieron obtener perfiles 

proteómicos comparables entre las condiciones HFD y HFD+SANA, pudiéndose identificar 

alrededor de 3000 grupos de proteínas entre todas las condiciones biológicas, con valores 

similares en cuanto a cantidad de espectros, péptidos y proteínas entre réplicas y condiciones 

biológicas. Este nivel de identificación de proteínas es comparable con el obtenido en un estudio 

reciente en el que se aborda el análisis integrado del proteoma y el fosfoproteoma de los tejidos 

adiposos marrón interescapular y blanco subcutáneo en ratones alimentados con HFD 196. Si bien 

Wang et al. identifican alrededor de un 50% más de grupos de proteínas (de las cuales 3863 fueron 

cuantificables en al menos el 60% de las muestras), es importante notar que los animales llegaron 

a un peso cercano a los 25 g en las 4 semanas de alimentación con HFD (60% de grasa). Lo cual 

es considerablemente menor que los aproximadamente 38 g ganados al cabo de 8 semanas en 

nuestro modelo (Figura 13). Sería esperable que en nuestro caso la relación proteína/grasa en los 

extractos de iWAT fuera menor, potencialmente impactando en la capacidad total de 
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identificación de proteínas. Otros dos análisis, realizados en células madre derivadas de tejido 

adiposo humano 197 y adipocitos subcutáneos abdominales y viscerales aislados de biopsias 

durante la cirugía bariátrica en mujeres con obesidad severa 198, obtuvieron 3420 y 3686 proteínas 

respectivamente. Como en nuestro trabajo, en las referencias mencionadas, el fraccionamiento de 

los péptidos trípticos se basó solamente en una dimensión cromatográfica (nano HPLC), 

utilizando condiciones de separación y espectrómetros de masa con desempeños comparables.   

En iWAT, el SANA produjo la sobrerrepresentación de 109 proteínas. La asignación de dichas 

proteínas a procesos biológicos apuntó al enriquecimiento principalmente del metabolismo del 

propanoato (propionato) y piruvato y de la fosforilación oxidativa. Además, en concordancia con 

las marcas fenotípicas que apuntaban al aumento del gasto energético, se identificó a la 

termogénesis como una de las vías enriquecidas significativamente.  

El propionato, la β-oxidación de los ácidos grasos de cadena impar, la degradación oxidativa de 

los aminoácidos de cadena ramificada (BCAA) valina e isoleucina y los esqueletos carbonados de 

metionina, treonina, timina y colesterol generan propionil-CoA 199,200. Aunque se utiliza para 

funciones específicas y diversas, gran parte del propionato producido por la mayoría de los 

organismos es catabolizado 199. Mediado por la propionil-CoA carboxilasa (PCC), el propionil-

CoA es carboxilado para formar metilmalonil-CoA, que posteriormente se convierte a succinil-

CoA, un intermediario del ciclo del ácido tricarboxílico (TCA). De esa forma el propionil-CoA 

participa en proceso de reposición anaplerótica en la mitocondria 200. Precisamente, la subunidad 

beta de la PCC fue una de las proteínas del metabolismo del propanoato aumentadas por el SANA. 

Formando parte del mismo proceso biológico, la 2-oxoisovalerato deshidrogenasa subunidad beta 

mitocondrial también resultó incrementada a causa del SANA. Esta proteína forma parte del 

complejo mitocondrial alfa-cetoácido deshidrogenasa de cadena ramificada (BCKD). El complejo 

BCKD cataliza la descarboxilación oxidativa en varios pasos de los alfa-cetoácidos derivados de 

los BCAA valina, leucina e isoleucina, produciendo CO2 y acil-CoA que posteriormente se utilizan 

para producir energía 201. Los BCAA son aminoácidos esenciales necesarios para los procesos 

anabólicos, pero también se importan a la mitocondria para las reacciones catabólicas  202. Las 

concentraciones plasmáticas de BCAA son frecuentemente elevadas en la obesidad y la diabetes 

de tipo 2. Se ha demostrado que los niveles de BCAA en la obesidad se correlacionan con la 

resistencia a la insulina y son un predictor sensible de la diabetes en el futuro 203. Interesantemente, 
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se ha visto que, tras la exposición al frío, el BAT utiliza activamente los BCAA en las mitocondrias 

para la termogénesis y promueve el aclaramiento sistémico de BCAA en ratones y humanos. A su 

vez, un defecto específico del BAT en el catabolismo de los BCAA atenúa el aclaramiento 

sistémico de los BCAA, la oxidación de combustibles en el BAT y la termogénesis, lo que conduce 

a la obesidad inducida por la dieta y a la intolerancia a la glucosa 204. Los resultados de otro trabajo 

sugieren que la oxidación mitocondrial de BCAA aumenta la termogénesis en la grasa parda y la 

grasa beige a través de mecanismos dependientes e independientes de UCP1, respectivamente 202.  

El tratamiento con SANA también produjo la sobrerrepresentación de otra proteína con un rol 

importante dentro del metabolismo del piruvato, la fosfoenolpiruvato carboxiquinasa (PCK) 

citosólica. Esta enzima cataliza la descarboxilación reversible y la fosforilación del oxaloacetato 

(OAA) y actúa como enzima limitante de la gluconeogénesis. Es capaz de regular los procesos que 

controlan los niveles de intermediarios metabólicos en el TCA (cataplerosis y anaplerosis). A 

niveles bajos de glucosa, cataliza la conversión cataplerótica de oxaloacetato en fosfoenolpiruvato 

(PEP), el paso que limita la velocidad en la ruta metabólica que produce glucosa a partir de lactato 

y otros precursores derivados del TCA. A niveles altos de glucosa, cataliza la conversión 

anaplerótica de fosfoenolpiruvato en OAA. Durante la exposición al frío, la captación de lípidos y 

la lipogénesis reponen las reservas de grasa que se han oxidado. El control de la lipogénesis durante 

la exposición al frío es complejo y está regulado en parte por el metabolismo del piruvato. El 

piruvato se puede destinar a la oxidación completa convirtiéndolo en acetil -CoA mediante la 

acción enzimática del complejo piruvato deshidrogenasa (PDC) 205.  

En adipocitos marrones/beige el aumento de la fosforilación oxidativa a través de vías catabólicas 

forma un gradiente de protones efectivo entre la matriz y el espacio intermembrana para la síntesis 

de ATP. Sin embargo, el gradiente de protones no está acoplado a la síntesis de ATP, y el proceso 

de fuga de protones es una parte significativa de la tasa metabólica en reposo, lo que sugiere que 

las proteínas de desacoplamiento mitocondrial son objetivos potenciales para la obesidad 206. En 

vista de ello, la interpretación del análisis de los procesos biológicos incrementados por el SANA 

apuntó a un estado fundamentalmente catabólico de iWAT ligado a la termogénesis.  

En este contexto, fue evidente la necesidad de estudiar el impacto del fármaco en el proteoma 

mitocondrial de iWAT. En este caso 2500 proteínas fueron identificadas en los extractos 
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mitocondriales de iWAT de ratones alimentados con HFD tratados o no con SANA. Si bien la 

estrategia de enriquecimiento de mitocondrias usada en este trabajo genera un extracto 

mitocondrial considerado “crudo”, alrededor del 30% de las casi 1600 proteínas anotadas como 

mitocondriales en el proteoma de ratón fueron identificadas en las muestras generadas. 

Independientemente de los niveles de expresión máximos a alcanzables por cada una de estas 

proteínas, lo cual en gran medida define su límite de detección, es esperable que sólo una fracción 

de estas se esté expresando en un contexto biológico dado. Sumado a esto se encuentra el hecho 

de que la localización celular de muchas proteínas, entre ellas las proteínas mitocondriales, 

continúa siendo un tema abierto a pesar de múltiples avances experimentales y predictivos 207 208. 

Una evaluación del enriquecimiento de proteínas mitocondriales con respecto al extracto total de 

iWAT mostró que tanto en los ratones HFD como HFD+SANA, los marcadores mitocondriales 

TOMM40, COX4I1 y MDH2 resultaron enriquecidos en al menos el doble (Figura 20). En un 

contexto termogénico, como el observado en el iWAT total, sería esperable un aumento del 

contenido mitocondrial, dado que la biogénesis de este organelo está estimulada durante la 

termogénesis 170. A partir de la evaluación por espectrometría de masa de los marcadores 

mitocondriales TOMM40, COX4I1 y MDH2, no se observó un aumento inducido por SANA. Sin 

embargo, teniendo en cuenta que se trata de una purificación mitocondrial y la normalización del 

contenido proteico se realiza por masa de proteína, es comprensible que ocurra un fenómeno de 

emparejamiento de la mayoría de las proteínas mitocondriales. Para poder concluir con respecto a 

esta comparación sería necesario utilizar un método que no involucre enriquecimiento, como por 

ejemplo la cuantificación de ADN mitocondrial. 

En el caso del proteoma mitocondrial de iWAT, la comparación de los perfiles proteómicos sugirió 

un impacto mayor del SANA sobre la mitocondria, basado en la sobrerrepresentación de 262 

proteínas. El análisis de procesos biológicos reforzó el enriquecimiento en el TCA, esta vez junto 

al metabolismo de varios aminoácidos, incluido el de los BCAA valina, leucina e isoleucina. Otra 

de las vías más enriquecidas resultó ser el metabolismo de la arginina y la prolina, una vía que 

además está conectada con el metabolismo de la creatina. De hecho, ha sido postulada como parte 

de una vía termogénica (NST) dependiente de creatina 177 alternativa a la de UCP1. En nuestro 

trabajo, el enriquecimiento del metabolismo de arginina/creatina y prolina coincidió con el 

aumento de GATM, la enzima limitante en la biosíntesis de la creatina, en el proteoma 
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mitocondrial de iWAT de los ratones HFD+SANA y con la identificación de una creatina quinasa 

(CKM) como una de las proteínas exclusivas de mayor abundancia en el proteoma total de iWAT 

de los ratones tratados con el fármaco (Figura 17A). En un estudio posterior a la descripción de la 

vía termogénica dependiente de creatina, se investigó la importancia fisiológica del metabolismo 

de la creatina en el tejido adiposo 209. Para eso, GATM fue eliminada selectivamente del tejido 

adiposo de ratones utilizando una recombinasa Cre dirigida por el promotor de la adiponectina. 

Los ratones Adipo-Gatm KO mostraron ser propensos a la obesidad inducida por dieta, presentaron 

disfunción metabólica, alteración de la tolerancia a la glucosa e hiperinsulinemia en ayunas. En 

conjunto los resultados en dicho trabajo proporcionan evidencia genética in vivo del papel de la 

GATM del tejido adiposo y el metabolismo de la creatina en el gasto energético y la defensa contra 

la obesidad inducida por la dieta. Es importante resaltar que los productos derivados de la actividad 

GATM (creatina, fosfocreatina y sarcosina) se redujeron significativamente en el BAT de los 

animales KO, lo cual pone de manifiesto el rol activo de la biosíntesis de creatina en los niveles 

locales de creatina en el tejido adiposo. La suplementación con creatina en la dieta pudo rescatar 

la termogénesis adrenérgica deteriorada de los ratones Adipo-Gatm KO 209. 

En nuestro modelo de DIO, se constató el aumento de los niveles de expresión de marcadores de 

termogénesis concomitantemente con varios genes reguladores que han sido identificados como 

necesarios para potenciar el metabolismo de la creatina en el tejido adiposo, incluidas diferentes 

creatina quinasas y enzimas esenciales para la síntesis de creatina. El aumento en iWAT de creatina 

y otros metabolitos relacionados a causa del SANA (Figura 24), junto con una serie de 

experimentos in vivo (Figura 27), permitió confirmar la participación de esta vía alternativa de 

NST en el efecto protermogénico del fármaco. Esencialmente, dicho efecto fue abolido 

completamente al reducir los niveles celulares de creatina mediante la inhibición de su transporte 

con β-GPA. Este resultado es consistente la atenuación en el metabolismo oxidativo de los tejidos 

adiposos termogénicos in vivo observados por Kazak y colaboradores 177 mediante la reducción de 

los niveles de creatina con β-GPA. Nuestros resultados y los de Kazak y colaboradores 

mencionados antes 177,209 demuestran que tanto la síntesis como el transporte de creatina son 

necesarios para sostener la termogénesis dependiente de este metabolito en el tejido adiposo, 

fundamentalmente en iWAT. 
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Uno de los mecanismos propuestos para los efectos metabólicos del salicilato se basa en su 

capacidad de estimular el gasto energético por desacoplamiento directo de la mitocondria 128. En 

dicho estudio, mediante la estimulación de la respiración con palmitoil-CoA y posterior inhibición 

de UCP1 con GDP en mitocondrias aisladas de BAT, se concluyó que el salsalato (salicilato) 

aumenta el consumo de oxígeno (VO2) mitocondrial en BAT independientemente de UCP1. El 

tratamiento con salsalato tampoco alteró la termogénesis mediada por UCP1 en respuesta a la 

estimulación adrenérgica β3 in vivo 128, aunque anteriormente se reportó que el salsalato activa 

directamente el BAT a través de un mecanismo que involucra a UCP1 por medio de la activación 

de la proteína quinasa dependiente de AMPc (PKA) 131. Sin embargo, el SANA no desacopló la 

membrana como se propuso para el salicilato 128 (ver Figura 5I-K del manuscrito adjunto a este 

capítulo). Tampoco incrementó los niveles de expresión de UCP1, por el contrario, produjo una 

disminución en los niveles de ARNm de Ucp1 en iWAT. Estos resultados refuerzan la idea de la 

estimulación por SANA de una vía termogénica independiente de UCP1 y están al ineados con la 

observación de un mecanismo compensatorio entre la vía clásica de termogénesis basada en UCP1 

y la dependiente de creatina 177.  

En el mismo sentido que los marcadores del metabolismo de creatina y del ciclo fútil de 

fosforilación/desfosforilación de este metabolito, el grupo de Bruce M. Spiegelman 177 encontraron 

a la fosfoetanolamina/fosfocolina fosfatasa (Phospho1) significativamente incrementada a nivel 

de ARNm en tejido adiposo de ratones deficientes de UCP1, por lo que examinaron su posible 

participación en el ciclo de sustrato impulsado por la creatina. El estudio del rol en la bioenergética 

de adipocitos blancos y marrones mostró un marcado efecto de PHOSPHO1 en la respiración 

basal, regulada en gran medida por la demanda de ATP, involucrando a esta fosfatasa con el 

consumo de oxígeno acoplado a ATP. Esto podría sugerir que PHOSPHO1 regula el ciclo del 

sustrato liberando el fosfato de alta energía de la fosfocreatina (PCr). Sin embargo, la actividad 

fosfatasa de PHOSPHO1 con PCr fue marginal en las condiciones probadas en el trabajo, 

evidenciando que el rol de la proteína podría ser posterior a la desfosforilación de PCr, por ejemplo, 

en una serie de pasos de transferencia del grupo fosfato.  

PHOSPHO1 tiene un rol importante en la generación de fosfato inorgánico para la mineralización 

ósea 210 y tiene una alta actividad hacia fosfoetanolamina y fosfocolina 182. Varios trabajos 

recientes sitúan a esta fosfatasa en un rol regulador en el metabolismo energético 179–181, aunque  
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algunos resultados son controversiales, sobre todo con respecto al efecto de la depleción de 

PHOSPHO1 sobre la activación de la vía termogénica dependiente de UCP1. 

El SANA aumentó a Phospho1 junto con enzimas del metabolismo de 1C (CHDH, ALDH7A1 y 

BHMT) por las cuales se obtiene metionina a partir de colina 183, sugiriendo una conexión entre la 

termogénesis dependiente de creatina y el metabolismo de 1C en  iWAT. Sin embargo, la 

biosíntesis de la creatina y el reciclaje de la metionina no son procesos típicamente asociados al 

tejido adiposo 211 y varias de las enzimas que participan en estos procesos han sido reportadas con 

localizaciones celulares diferentes a la mitocondria. Un ejemplo de esto es BHMT, una proteína 

abundante en el hígado pero poco abundante o nula en el tejido adiposo 212,213 y que además está 

reportada como citosólica 214. No obstante, BHMT es uno de los marcadores moleculares que 

encontramos aumentados tanto en la fracción mitocondrial de tejido adiposo de animales tratados 

con SANA como en el tejido adiposo marrón de ratones expuestos al frío. Otros trabajos además 

del nuestro han detectado a BHMT en extractos mitocondriales purificados por ultracentrifugación 

en gradientes de sacarosa o Percoll 177,215 y en el tejido adiposo 177,216. Por otro lado, varios reportes 

relacionan a BHMT con un efecto obesogénico y dibetogénico 212,213,216, lo cual es contradictorio 

con el fenotipo observado en los ratones tratados con SANA. Aunque dos de estos trabajos 

coinciden en el aumento del factor de crecimiento de fibroblastos 21 (FGF21) en plasma e hígado 

212,213, un hormona capaz de inducir amarronamiento del tejido adiposo 217, tienen diferencias en 

cuanto a la activación de termogénesis como parte del mecanismo propuesto para los efectos 

producidos por la deficiencia de BHMT. Por su parte Liu y colaboradores 216 encontraron que la 

expansión adiposa inducida por BHMT fue mediada por la estimulación de la vía p38 

MAPK/Smad, de forma directa sobre el tejido adiposo. Es evidente que el rol de BHMT en el 

metabolismo energético es complejo y amerita estudios adicionales. Si efectivamente BHMT está 

relacionado con la vía alternativa de termogénesis dependiente de creatina, los resultados 

paradójicos entre los efectos fenotípicos inducidos por el SANA y por la ablación de BHMT 

podrían en alguna medida deberse a la regulación del mecanismo compensatorio entre diferentes 

vías termogénicas, que aún no se comprende totalmente.  

Los resultados de nuestro análisis proteómico en extractos mitocondriales de hígado de ratones 

expuestos al frío mostraron un aumento significativo de BHMT, junto con otras dos proteínas 

importantes en el metabolismo de 1C (MAT1A y CTH). Al igual que en iWAT (HFD+SANA), 
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BHMT fue identificada en el extracto mitocondrial de hígado. MAT1A, la enzima que cataliza la 

formación de S-adenosilmetionina a partir de metionina y ATP, tampoco está anotada como una 

proteína localizada en la mitocondria 218, a pesar de haber sido detectada en la matriz mitocondrial 

de hígado mediante microscopía electrónica 184. Un aspecto importante a tener en cuenta respecto 

a la determinación de la localización celular es el tipo celular utilizado. Particularmente, BHMT y 

MAT1A no fueron identificadas en un estudio exhaustivo del proteoma mitocondrial humano 176; 

sin embargo, estas proteínas se expresan entre 20 y 30 veces más en hepatocitos humanos que la 

línea celular de hígado analizada (Huh7) 219.  

Los análisis de enriquecimiento en procesos biológicos (Figura 32) de las proteínas inducidas a 4 

°C en el proteoma de hígado mostraron un impacto en el metabolismo del colesterol, la metionina 

y de aminoácidos alfa en general. Es conocido que la síntesis de creatina es una vía 

cuantitativamente importante en el metabolismo de los aminoácidos e impone una carga apreciable 

sobre el metabolismo de la metionina y de la arginina 211. Aunque no parece suponer una carga 

importante para el metabolismo de la glicina en adultos, ya que este aminoácido se sintetiza 

fácilmente 211, se ha planteado que la capacidad de síntesis de glicina en humanos podría ser 

limitada. Lo cual respalda sugerencias previas en la literatura que indican que la glicina es un 

aminoácido semi-esencial y que debería ser consumida como un suplemento nutricional para 

garantizar un metabolismo saludable 220. Un trabajo reciente muestra que la biosíntesis del grupo 

hemo es el principal contribuyente a los niveles intracelulares de hemo en los adipocitos marrones 

y que su inhibición provoca disfunción mitocondrial y reducción de UCP1 221. La síntesis del hemo 

comienza con la condensación de glicina y succinil-CoA, catalizada por la enzima ácido 

aminolevulínico sintasa (ALAS). En el trabajo de Duerre y colaboradores, la deleción de Alas1 

condujo a una reducción significativa del hemo intracelular y a una regulación a la baja de UCP1 

y la fosforilación oxidativa. La evaluación proteómica global del impacto de la deleción de Alas1 

en los adipocitos marrones, mostró que aproximadamente el 30% de las proteínas 

significativamente reducidas en las células Alas1 KO se localizan en la mitocondria, incluyendo 

UCP1 y varios componentes de la cadena de transporte de electrones. Por el contrario, CKB, 

reportada como controladora del ciclo fútil de la creatina en la grasa termogénica 221, aumentó en 

células Alas1 KO y en el tejido adiposo marrón de ratones deficientes de Alas1 específicamente 

en ese tejido. En el trabajo se propone que la regulación negativa de UCP1 está relacionada con la 
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acumulación de los precursores de la síntesis de hemo (provenientes del catabolismo de BCAA) a 

causa del bloqueo de Alas1 221. Sin embargo, se podría pensar que en condiciones fisiológicas 

(Alas1 WT) un bloqueo similar podría provenir del agotamiento de glicina. Una pregunta muy 

interesante que surge al respecto es si la competencia (en un contexto altamente catabólico como 

la termogénesis) por la glicina u otros metabolitos entre la biosíntesis del grupo hemo y a la síntesis 

de creatina puede ser parte de la regulación compensatoria entre las vías termogénicas 

dependientes de UCP1 y de la creatina.  

Uno de los objetivos planteados en este trabajo fue la búsqueda de blancos moleculares del SANA. 

Dadas sus propiedades electrofílicas, la principal hipótesis sobre su interacción con posibles 

blancos se basó en la modificación covalente de proteínas mediante adición de Michael. De 

acuerdo con eso, se constató su capacidad de reaccionar con nucleófilos y la capacidad de 

modificar covalentemente a la proteína modelo catalasa de Bos taurus en residuos de cisteína. Un 

análogo biotinilado del SANA (bSANA), diseñado y sintetizado por nuestro grupo para capturar 

las proteínas de unión a SANA utilizando una resina con alta afinidad por la biotina, tuvo un 

desempeño similar al del SANA en cuanto a electrofilicidad y modificación covalente de la 

catalasa. La identificación de proteínas significativamente sobrerrepresentadas en el pull-down a 

partir de lisados de BAT incubado con bSANA, generó una lista de aproximadamente 300 

proteínas de unión a SANA. Un estudio a gran escala usando química clic, reportó una lista de 

aproximadamente 100 proteínas como el núcleo de proteínas de unión a ácido salicílico en una 

línea celular humana 222. Entre las proteínas de unión a SANA se destacan las creatina quinasas 

mitocondriales CKMT1/2 que forman parte del metabolismo de creatina. El análisis por LC-

MS/MS de CKMT2 murina recombinante señaló a la Cys238 como blanco preferencial del SANA 

in vitro. Las cisteínas 317 y 397 también se encontraron modificadas en menor medida y no se 

identificó ningún residuo de histidina unido a SANA. 

Originalmente, se propuso que CKMT1 impulsaba la fosforilación de la creatina en el tejido 

adiposo beige 177. Hallazgos recientes de los mismos investigadores propusieron que CKB controla 

la termogénesis dependiente de creatina en el BAT 32. Sin embargo, el papel de CKB y cómo 

funciona el ciclo termogénico dependiente de creatina ha sido cuestionado 223,224. Por otro lado, 

varios informes sugieren que CKMT2 es un jugador importante en la termogénesis del tejido 

adiposo, por ejemplo: la reducción de la expresión de Ckmt2 en células adiposas disminuye los 
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niveles de fosfocreatina 225; el silenciamiento de los receptores β3-adrenérgicos en células adiposas 

beige/marrones disminuye la expresión tanto de Ckmt1 como de Ckmt2 226. Además, los ácidos 

biliares aumentan la función mitocondrial en los adipocitos blancos, estimulando un programa 

termogénico que depende parcialmente de la expresión de CKMT2 227. En iWAT, el SANA 

estimuló tanto Ckmt1 como Ckm durante la DIO. Sin embargo, en BAT, Ckmt2 fue la principal 

quinasa regulada al alza por SANA. Aunque no hay evidencia que respalde que Ckm participe en 

la termogénesis dependiente de creatina, la respuesta diferencial entre tratamientos y tejidos 

sugiere que puede haber cierto nivel de redundancia entre las quinasas contribuyentes. 

En resumen, el estudio actual presenta evidencia convincente de que el SANA, un derivado 

nitroalqueno del salicilato, es un fármaco potente para el tratamiento de la obesidad inducida por 

la dieta, con un mecanismo de acción principal que es la activación del gasto energético y la 

termogénesis dependiente de creatina en el tejido adiposo. Este informe proporciona la primera 

evidencia de que potenciar el metabolismo de la creatina en el tejido adiposo es una vía eficaz para 

prevenir y tratar la DIO. Estas observaciones reavivan la posibilidad de que los derivados químicos 

de los salicilatos puedan ser medicamentos adecuados para el tratamiento de la obesidad y las 

anomalías metabólicas asociadas. 
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3.7.  Materiales y métodos 

3.7.1. Reactivos 

A menos que se especifique un proveedor diferente, todos los reactivos y productos químicos se 

adquirieron de Sigma. 

3.7.2. Animales 

Todos los ratones utilizados en este estudio se mantuvieron en el bioterio convencional de la 

Unidad de Animales transgénicos y de Experimentación (UATE) del Institut Pasteur de 

Montevideo. Los protocolos experimentales 003-19 y 006-19 fueron aprobados por el Comité de 

Ética en el Uso Animal (CEUA) del Institut Pasteur de Montevideo. Los estudios se realizaron de 

acuerdo con los métodos aprobados en los protocolos y siguiendo todas las directrices y normativas 

legales. Se utilizaron ratones macho C57BL6/J. A menos que se especifique otra condición, los 

animales tenían entre 10 y 12 semanas de edad y recibieron dieta estándar. Todos los animales 

recibieron agua ad libitum. 

3.7.3. Síntesis del ácido 5-(2-nitroetenil)salicílico (SANA) 

A una disolución de ácido 5-formilsalicílico (19,2 g, 116 mmol) en etanol (176 mL), se añadieron 

nitrometano (24 mL, 443 mmol) y acetato de amonio (22,3 g, 144 mmol). La mezcla de reacción 

se calentó a 60 oC durante 2 h, observándose un precipitado naranja. La mezcla de reacción se dejó 

enfriar a temperatura ambiente y se acidificó con HCl concentrado (≈30 mL), obteniéndose un 

sólido amarillo. El sólido se filtró al vacío, se lavó exhaustivamente con agua para eliminar el 

cloruro de amonio formado y se recristalizó en agua:etanol (1:1) para dar cristales amarillos. Punto 

de fusión 230 - 232 oC. Rendimiento: 93%. 

3.7.4. Análisis por espectrometría de masa de alta resolución (HRMS) del SANA  

El análisis HRMS (del inglés: high resolution mass spectrometry) del SANA se obtuvo en un 

espectrómetro de masa Q Exactive Plus (Thermo Scientific, EE. UU.) mediante inyección directa 

del compuesto a una concentración de 10 pmol en acetonitrilo (ACN) 30% (J.T. Baker, Avantor, 

EE. UU.) y un flujo de 10 μL/min. Se utilizó una fuente Ion Max API con una sonda HESI-II. El 
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espectrómetro de masa fue operado en modo negativo, el voltaje de espray iónico se fijó en 3,5 kV 

y la temperatura del capilar a 250 °C. 

3.7.5. Modelo de obesidad inducida por dieta (DIO) 

Los ratones fueron alimentados con HFD (42% de grasa y 0,25% de colesterol, AIN93G, LabDiet, 

EE. UU.) comenzando a las 12 semanas de edad y durante un períodos de 8 y 20 semanas 

(prevención y reversión de la obesidad, respectivamente). El SANA se administró por vía oral 

mezclándolo con la dieta en una dosis de 400 mg/kg/día. El peso, el porcentaje del peso inicial y 

la ingesta de cada animal fue registrado una vez por semana. Para el cálculo de la ingesta 

acumulativa, el consumo de comida se midió durante un período de 24 horas y se expresó como 

calorías totales por ratón, independientemente del peso corporal. Al finalizar el período de 

experimentación los animales fueron anestesiados y se extrajo sangre mediante punción cardíaca 

(que posteriormente se centrifugó a 1000 g durante 10 minutos a 4 ° C para obtener el plasma) y 

tejido adiposo subcutáneo. Las muestras se conservaron utilizando nitrógeno líquido (y 

posteriormente a -80 °C) o se aislaron mitocondrias a partir de tejido adiposo fresco. 

3.7.6. Medición de glucosa en plasma 

Los ratones se mantuvieron en ayuno durante 16 h antes de la medición de la glucosa basal. Las 

concentraciones de glucosa en plasma se midieron a partir de sangre obtenida de la cola usando un 

glucómetro portátil (Accu-Chek, Roche). 

3.7.7. Medición de insulina y ácidos grasos no esterificados (NEFA) 

La cuantificación de insulina (Mouse INSULIN ELISA Kit, Thermo Sc.) y de ácidos grasos no 

esterificados (NEFA-HR, Waco) en plasma se realizó según las instrucciones de los proveedores 

de ambas pruebas comerciales. 

3.7.8. Enriquecimiento de mitocondrias iWAT 

Para cada réplica biológica, los tejidos adiposos blancos inguinales subcutáneos de 2 o 3 animales 

(según el peso corporal) se diseccionaron, juntaron y lavaron en solución tampón de 

homogeneización (STH) (sacarosa 250 mM, HEPES 10 mM, EGTA 0,1 mM, pH 7.2) mantenido 
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en hielo. El procedimiento se llevó a cabo a 4 °C. Los tejidos se disgregaron con tijera y se 

homogeneizaron en STH (5 ml/g) frío usando un mortero de teflón Potter-Elvehjem motorizado. 

Los homogenados se filtraron a través de una gasa limpia para eliminar las partículas de grasa y 

se centrifugaron a 1000 g durante 5 min para sedimentar los núcleos y los restos celulares. El 

sobrenadante se transfirió a un tubo limpio y se centrifugó a 10000 g durante 15 min para 

sedimentar las mitocondrias crudas. El sedimento mitocondrial se lavó tres veces con 2 mL de 

STH (sin BSA) mediante centrifugación a 10000 g durante 10 min y se almacenó a -80 °C hasta 

su uso. 

3.7.9. Extracción de proteínas 

El tejido adiposo total y los sedimentos mitocondriales se homogeneizaron en una solución tampón 

RIPA (Tris 25 mM pH 8.0, NaCl 150 mM, NP40 1%, desoxicolato de sodio 1%, dodecilsulfato de 

sodio (SDS) 0.1%) que contenía fluoruro de sodio 5 mM, nicotinamida 5 mM, tricostatina A 1 uM, 

β-glicerofosfato 50 mM y un cóctel de inhibidores de proteasas (cOmplete™ EDTA-free, Roche) 

de acuerdo con las instrucciones del proveedor. La homogeneización de la muestra se realizó en 

frío utilizando un homogeneizador Bullet Blender® (Next Advance) o mediante ultrasonicación, 

respectivamente. Los homogeneizados se centrifugaron a 10000 g durante 10 min, 4 °C, y las 

concentraciones de proteína de los sobrenadantes se midieron mediante el ensayo de Bradford 

(PanReac AppliChem) usando un estándar de BSA. 

3.7.10.  Análisis proteómico de extractos totales y mitocondriales de tejido adiposo 

blanco subcutáneo 

3.7.9.1. Preparación de muestras para análisis LC-MS/MS 

Para los análisis proteómicos se utilizaron tres réplicas biológicas por condición. Los extractos 

proteicos obtenidos de tejido adiposo blanco subcutáneo, o de mitocondrias enriquecidas a partir 

del mismo, se desnaturalizaron con solución tampón reductor (Tris-HCl 62,5 mM, pH 6.8, SDS 

2%, glicerol 10% v/v, 2-mercaptoetanol 2,5%, azul de bromofenol 0,01%) a 95 °C por 5 min. Las 

proteínas se separaron mediante electroforesis en gel de poliacrilamida en presencia de SDS (SDS-

PAGE) a 30 mA en un gel al 12,5%. Posteriormente se fijaron al gel con etanol 50%/ácido acético 

12% en agua, se tiñeron con azul de Coomassie R-250 y se cuantificaron por densitometría 
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utilizando un kit de calibración de proteínas de bajo peso molecular (AmershamTM, GE Healthcare, 

EE. UU.). Para el análisis por espectrometría de masa, se corrieron cantidades iguales de cada 

muestra hasta 1 cm en el gel separador de SDS-PAGE, se fijaron y se tiñeron como se mencionó 

anteriormente.  

La digestión de proteínas en gel y la extracción de péptidos se realizaron como se describió 

anteriormente 228 con mínimas variaciones. Se cortaron las bandas de 1 cm teñidas con azul de 

Coomassie de los geles 1-D SDS-PAGE y se destiñeron a 30 oC utilizando ACN 50% (J.T. Baker, 

Avantor, EE. UU.) en bicarbonato de amonio (AMBIC) 100 mM, pH 8.0. La reducción de los 

puentes disulfuro de proteínas se realizó con ditiotreitol (DTT) 10 mM durante 1 h a 56 oC con 

agitación. Los residuos de cisteína se alquilaron con yodoacetamida (IAA) 55 mM durante 45 min 

a temperatura ambiente y en la oscuridad. Las bandas de gel se deshidrataron con ACN y se 

rehidrataron en una solución AMBIC 50 mM con tripsina de grado de secuenciación (Promega, 

Fitchburg, WI, EE.UU.) en una relación proteasa:proteína de 1:50 (m:m). La digestión en gel se 

llevó a cabo durante toda la noche a 37 oC. Los péptidos trípticos se extrajeron del gel mediante la 

adición de ACN 60%/ácido trifluoroacético (TFA) 0,1% en dos etapas de 1 h de incubación a 

30 oC. Las muestras se secaron al vacío en un concentrador CentriVap (Labcono, Kansas City, 

MO, EE.UU.) y los péptidos se desalaron utilizando ZipTips C18 (Merck Millipore, Tullagreen, 

Carrigtwohill, Co. Cork, IRL). Los péptidos eluidos se disolvieron con ácido fórmico (FA) 0,1% 

en agua de calidad LC/MS (LiChrosolv®, Merck KGaA, Darmstadt, Alemania). 

3.7.9.2. Análisis LC-MS/MS 

El análisis LC-MS/MS se realizó utilizando un sistema de nanoHPLC UltiMate 3000 (Thermo 

Fisher Scientific) acoplado a un espectrómetro de masa Q Exactive Plus con una fuente Easy-

Spray (Thermo Fisher Scientific, EE. UU.). Las muestras se cargaron en una precolumna (Acclaim 

PepMapTM 100, C18, 75 µm X 2 cm, tamaño de partícula de 3 µm, Thermo Fisher Scientific, EE. 

UU.) y se separaron con una columna analítica Easy-Spray (PepMapTM RSLC, C18, 75 µm X 

50 cm, tamaño de partícula de 2 µm, Thermo Fisher Scientific, EE. UU.) a 40 °C usando un 

sistema de dos disolventes: (A) FA 0.1% en agua y (B) FA 0.1% en ACN (LiChrosolv®, Merck 

KGaA, Darmstadt, Alemania). La columna se equilibró a 1% de B seguido de una elución en 

gradiente realizada de la siguiente manera: 1% a 50% de B durante 180 min, 50% a 99% de B 
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durante 15 min, 99% de B durante 10 min y 1% de A durante 9 min, a un flujo constante de 

200 nL/min. El espectrómetro de masa operó en modo positivo. El voltaje de espray iónico se fijó 

en 1,7 kV; la temperatura del capilar a 250 °C y el nivel de RF de la lente S a 50. Para la adquisición 

se usó un método dependiente de datos ̈ top-12¨. Los espectros MS se adquirieron en un rango de 

200-2000 m/z con una resolución de 70000 a 200 m/z, un valor objetivo de AGC (del inglés: 

automatic gain control) de 1E6 y un tiempo máximo de inyección iónica de 100 ms. La 

fragmentación de los precursores se produjo en una celda HCD (del inglés: higher-energy C-trap 

dissociation) con energía de colisión normalizada en un modo escalonado (NCE 25, 30 y 35). Los 

espectros MS/MS se adquirieron con una resolución de 17500 a 200 m/z, un valor objetivo de 

AGC de 1E4 y un tiempo máximo de inyección iónica de 50 ms. Se excluyeron los iones 

precursores con estados de carga sin asignar y con carga 1+ o mayor a 4+. Se estableció un tiempo 

de exclusión dinámica de 30 s. 

3.7.9.3. Análisis de datos de espectrometría de masa 

El software PatternLab for Proteomics 4.0 (PatternLab) 229 se utilizó para realizar el 

emparejamiento péptido-espectro (PSM, del inglés: peptide-spectrum match) y el análisis 

cuantitativo libre de marcaje. La base de datos para la búsqueda se generó con el PatternLab usando 

el proteoma de Mus musculus descargado de UniProt (15/06/2020, 55471 secuencias) y los 

contaminantes más comunes en experimentos de proteómica. Además, se incluyeron los inversos 

de todas las secuencias como señuelos para el cálculo del FDR. Para la identificación de los 

péptidos la tolerancia de m/z del precursor se estableció inicialmente en 40 ppm y la oxidación de 

metionina y la carbamidometilación de cisteína se definieron como modificaciones variable y fija, 

respectivamente. Se permitió un máximo de 2 cortes salteados y 2 modificaciones variables por 

péptido. Los resultados de la búsqueda fueron filtrados por el algoritmo Search Engine Processor 

(SEPro) de PatternLab con un valor de FDR ≤ 1% a nivel de proteína y una tolerancia de 10 ppm 

para los iones precursores. El módulo estadístico de diagrama de Venn de PatternLab se utilizó 

para determinar las proteínas detectadas de forma única en cada condición biológica utilizando un 

valor de p < 0.05 230. El módulo TFold de PatternLab se utilizó para cuantificar relativamente las 

proteínas presentes en ambas condiciones biológicas mediante un método de cuantificación libre 

de marcaje basado en el conteo de espectros. Las proteínas presentes en al menos 4 réplicas 

biológicas de las 6 totales se consideraron para el análisis TFold. Este módulo utiliza el estimador 
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teórico de Benjamini-Hochberg para manejar múltiples pruebas de t y maximiza el número de 

identificaciones que satisfacen un límite de tasa de cambio variable de acuerdo con los valores p 

ajustado (qBH < 0.05). Además, es capaz de restringir proteínas diferenciales falsas principalmente 

debido a su baja abundancia 231. Las listas de proteínas sobrerrepresentadas estadísticamente en la 

condición HFD+SANA, obtenidas con los módulos diagrama de Venn y TFold de Patternlab, 

fueron sometidas a análisis de enriquecimiento de procesos biológicos. El proteoma total de Mus 

musculus o el proteoma mitocondrial obtenido en nuestro experimento se utilizaron como 

proteomas de referencia para el análisis de sobrerrepresentación de los conjuntos de proteínas 

totales o mitocondriales, respectivamente; utilizando la herramienta web de análisis de 

enriquecimiento funcional WebGestalt 175. Los datos de proteómica por espectrometría de masa se 

depositaron en el repositorio ProteomeXchange Consortium, PRIDE 232 con el identificador 

PXD030485 (para acceso de revisor: nombre de usuario: reviewer_pxd030485@ebi.ac.uk, 

contraseña: tNnBLEHe). 

3.7.11.  Determinación de la abundancia de proteínas mitocondriales por 

espectrometría de masa 

El valor del factor de abundancia espectral normalizado (NSAF) fue obtenido de la información 

cuantitativa analizada con el software PatternLab. El cálculo se basa en la división de los recuentos 

espectrales (SC) asignados a cada proteína por su longitud (L) en número de residuos y 

posteriormente dividiéndolo por la suma de los SC/L del total de las proteínas identificadas en una 

mezcla compleja. El NSAF de los marcadores de localización celular TOMM40, COX4I1, MDH2 

y GAPDH se comparó entre las condiciones HFD y HFD+SANA del proteoma mitocondrial de 

iWAT y con respecto a los extractos totales del mismo tejido.  

3.7.12. Análisis por western blot (WB) en mitocondrias aisladas de iWAT 

La lisis de los tejidos (50–100 mg), el enriquecimiento de mitocondrias y la cuantificación de las 

proteínas se realizaron como se indica más arriba en los acápites 3.7.8 y 3.7.9. Las proteínas fueron 

separadas mediante SDS-PAGE y posteriormente transferidas a membranas de fluoruro de 

polivinilideno (PVDF). Las membranas se bloquearon con leche descremada al 5% en solución 

tampón TBS-T (Tris 5 mM pH 8.0, NaCl 15 mM, Tween 20 0.2%) e incubadas toda la noche a 
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4 °C con los siguientes anticuerpos primarios: anti-CKMT1 (Invitrogen, PA6-108347), anti-

CKMT2 (Invitrogen, PA6-118822), anti-UCP1 (Invitrogen, PA24894) y anti-ATP5A (Abcam, 

ab14748). Por último, las membranas fueron incubadas con anticuerpos secundarios conjugados a 

la peroxidasa de rábano picante (HRP, del inglés: horseradish peroxidase) (Merck, A0545, A9044 

y Abcam, ab6747) y las bandas fueron detectadas usando quimioluminiscencia. La densitometría 

de las bandas fue realizada usando el software Image J v1.51h. 

3.7.13. Aislamiento de ARN y Reacción en Cadena de la Polimerasa con 

Transcripción Reversa Cuantitativa en Tiempo Real (qPCR) 

El ARN total se aisló de células o tejidos utilizando TRIzol (Invitrogen) y el kit Direct-zol RNA 

MiniPrep (Zymo Research) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. La retrotranscripción 

de 1 μg de ARN se realizó utilizando la transcriptasa inversa SuperScript II (Invitrogen) y 20 ng 

del ADNc resultante se analizaron mediante reacción en cadena de la polimerasa de transcripción 

reversa cuantitativa en tiempo real (qPCR) usando el kit KAPA SYBR Fast Universal (Kapa 

Biosystems). Los niveles de expresión relativos de ARNm se calcularon utilizando el método de 

CT comparativo 233,234 y normalizado contra la expresión del ARNm de β-actina. Todos los 

cebadores fueron sintetizados por Integrated DNA Technology (IDT); la lista completa se puede 

encontrar en la Tabla 9. 

Tabla 9. Lista de cebadores murinos utilizados en los análisis de expresión génica mediante qPCR. 

Referencia 

del gen 

Nombre 

del gen 

Cebador directo (5′to 3′) Cebador inverso (5′to 3′) 

Actb Actb AGCCATGTACGTAGCCATCC GCTGTGGTGGTGAAGCTGTA 

Ckm Ckm TTCCTGTTTGACAAGCCCGT CTCGTTCACCCACACAAGGA 

Ckb Ckb TGATGAGCACAAGACCGACC CAGACAGGTCGCCATCTAGG 

Ckmt1 Ckmt1 TGAGGAGACCTATGAGGTATTTGC TCATCAAAGTAGCCAGAACGGA 

Ckmt2 Ckmt2 GCATGGTGGCTGGTGATGAG AAACTGCCCGTGAGTAATCTTG 

Alpl Alpl/Tnap GCACCTGCCTTACCAACTCT GTGGAGACGCCCATACCATC 

Ant1 Slc25a4 CTCTGTCCAGGGCATCATCA TTCCTCCAGCAGTCAAGTGTC 

Ant2 Slc25a5 TCAACATGACAGATGCCGCT CACGCAGTCTATGATGCCCT 

Gatm Gatm GACCTGGTCTTGTGCTCTCC GGGATGACTGGTGTTGGAGG 

Gamt Gamt GCAGCCACATAAGGTTGTTCC CTCTTCAGACAGCGGGTACG 
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Oat Oat CCATTGCGGCTCTTGAGGTTT AGGCACACCTTCCAAGCATC 

Prodh Prodh ATGCTATGTACCACAGGTGCC CAGCAGGATGCAGGCCTATC 

Crt Slc6a8 TGCATATCTCCAAGGTGGCAG CTACAAACTGGCTGTCCAGA 

Ucp1 Ucp1 CTGCCAGGACAGTACCCAAG TCAGCTGTTCAAAGCACACA 

Cidea Cidea ATCACAACTGGCCTGGTTACG TACTACCCGGTGTCCATTTCT 

Prdm16 Prdm16 CAGCACGGTGAAGCCATTC GCGTGCATCCGCTTGTG 

Pgc1a Ppargc1a GGAGCTCCAAGACTCTAGACA CCAAAGTCTCTCTCAGGTAGC 

Phospho1 Phospho1 AAGCACATCATCCACAGTCCCTC TTGGTCTCCAGCTGTCATCCAG 

Chdh Chdh GGACGCCAGTTAAAGAGCAG TCTAAGGACCTGCCACATGC 

Aldh  Aldh7a1 CTTGCCTTCTGAAAGACCCG GACGTAGTCGGTGCTCCTTT 

Bhmt1 Bhmt GAAGGCCAAGAAGGGGATCT GCTCTGAGGAACTCCCGATG 

Bhmt2 Bhmt2 CTCGAGCCAAGAAGGGCATC CAGCTCCCGCTCTCAAGAAT 

3.7.14. Análisis de metabolitos por LC-MS/MS 

Se homogeneizaron muestras de tejido adiposo subcutáneo (100 mg) y se extrajeron los 

metabolitos con una mezcla de agua, metanol y cloroformo en volúmenes iguales (volumen total 

1 mL) en hielo. Se separó la fase acuosa y se secó en un SpeedVac. Para el análisis por LC-MS/MS, 

los extractos secos de tejido se reconstituyeron en 200 μL de acetato de amonio 5 mM en agua 

95%/acetonitrilo 5%/ácido acético 0.5% y se pasaron a través de un filtro de fluoruro de 

polivinilideno de 0.45 μm. Los extractos fueron analizados en un UHPLC Shimadzu LC Nexera 

X2 acoplado a un espectrómetro de masa QTRAP 5500 (AB Sciex). La separación cromatográfica 

se realizó con una columna analítica ACQUITY UPLC BEH Amide (2.1×50 mm, 1.7 μm, Waters). 

Los picos MRM extraídos fueron integrados utilizando el software MultiQuant 3.0.2 (AB Sciex). 

3.7.15.  Imágenes térmicas 

Las imágenes térmicas de ratones despiertos y no anestesiados fueron adquiridas con una cámara 

termográfica FLIR E6. Las regiones de interés de las imágenes térmicas se seleccionaron 

utilizando el software FLIR Tools. 

3.7.16.  Efecto del antagonista de la creatina β-GPA en la respuesta al frío 

Ratones macho C57BL/6J previamente aclimatados a 22 °C fueron tratados o no (control) con 

SANA (20 mg/kg/día, SC), en combinación o no con ácido beta-guanidinopropiónico (β-GPA, 0.4 
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g/kg en PBS pH 7.5, IP) durante 5 días y alimentados con dieta normal. Posteriormente, los ratones 

se alojaron individualmente a 4 °C entre 1 y 6 h, con libre acceso a comida y agua. La temperatura 

corporal se midió con una sonda rectal para ratones (ThermoWorks). 

3.7.17.  Modelo murino de respuesta al frío al frío 

Loa animales se aclimataron a 18 °C durante 24 h y posteriormente se pasaron al frío (4 °C) durante 

las siguientes 48 h. Luego del sacrificio se tomaron muestras de iWAT y BAT y se procesaron 

para el análisis de los niveles de ARNm como se indica en 3.7.13. 

3.7.18.  Análisis del proteoma mitocondrial de hígado en un modelo murino de 

respuesta al frío 

Animales de entre 16 y 20 semanas se sometieron a un modelo de respuesta al frío como se indica 

en 3.7.17. Luego del sacrificio de los animales se conservaron muestras de hígado. Se utilizaron 4 

réplicas biológicas de cada condición. Cada réplica consistió en 200 mg de tejido (proveniente de 

2 animales). Los tejidos se homogeneizaron en una solución tampón (sacarosa 250 mM, HEPES 

5 mM, EGTA 2 mM) en una proporción de 4 mL/g de tejido, usando homogeneizador de vidrio y 

teflón. Los homegenados se filtraron con gaza para eliminar la grasa y se centrifugaron a 8500 g 

por 10 min a 4 °C. El sedimento se resuspendió en 5 mL de la misma solución tampón y se 

centrifugó a 800 g por 10 min a 4 °C. El sobrenadante lavó con 2 pasos sucesivos de centrifugación 

a 8500 g por 10 min a 4 °C y el sedimento final se conservó a – 80 °C.  

La extracción y cuantificación de proteínas se realizó como se indica en el acápite 3.7.9. La 

reducción, alquilación y digestión tríptica de proteínas se realizó utilizando el protocolo FASP 235 

con pasivación previa de los filtros en Tween 20 al 5% 236. Los péptidos trípticos se analizaron en 

un nano-HPLC UltiMate 3000 (Thermo Sc.) acoplado a un espectrómetro de masas Orbitrap 

Exploris 240 (Thermo Sc.) a través de una fuente Easy-Spray (Thermo Sc.). Las muestras se 

cargaron en una pre-columna Acclaim PepMapTM 100 C18 (75 µm x 2 cm, tamaño de partícula de 

3 µm, Thermo Sc.) y se separaron en una columna analítica PepMapTM RSLC C18 (75 µm x 50 

cm, tamaño de partícula de 2 µm, 100 Å, Thermo Sc.) a 40 °C utilizando un sistema de dos 

solventes: (A) 0,1% FA en agua, (B) 0,1% de FA en ACN. La separación se logró a través de un 

gradiente de elución de la siguiente manera: 1% a 35% B durante 150 min y 35% a 99% B durante 
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15 min, a 200 nL/min. El espectrómetro de masas se configuró en modo positivo con un método 

de adquisición dependiente de datos top-20. El voltaje espray de iones y la temperatura capilar se 

establecieron en 2.0 kV y 250 °C, respectivamente. Los espectros MS se adquirieron entre 200 y 

2000 m/z con una resolución de 90000 a 200 m/z. La fragmentación de precursores se produjo en 

una celda HCD y los espectros MS/MS se adquirieron con una resolución de 22500 a 200 m/z. El 

valor objetivo de AGC y el tiempo máximo de inyección de iones se establecieron en Estándar y 

Automático, respectivamente, para escaneos completos y de fragmentación. Los iones precursores 

con estados de carga no asignados, simples y superiores a cinco se excluyeron para la 

fragmentación. La energía de colisión normalizada se utilizó en pasos de NCE 25, 30 y 35. El 

tiempo de exclusión dinámica se estableció en 10 s. 

El análisis de los datos se realizó con el software PatternLab V 237 usando los mismos parámetros 

de búsqueda descritos para los proteomas mitocondriales y totales de tejido adiposo. La base de 

datos inversa se generó a partir de un proteoma de Mus musculus (descargado de UniProt, 

06/11/2023, SwissProt, 17173 secuencias) y los contaminantes más comunes en los experimentos 

de proteómica. Se utilizó el módulo estadístico diagrama de Venn de PatternLab para determinar 

las proteínas detectadas de forma única en cada condición biológica utilizando un valor de p<0.05. 

El módulo Pairwise comparison de PatternLab se utilizó para cuantificar relativamente las 

proteínas presentes en ambas condiciones biológicas mediante un método de cuantificación libre 

de marcaje basado en los valores de XIC a nivel de péptidos (p<0.05, tasa de cambio: 2) 237. 

3.7.19.  Síntesis de SANA unido a biotina (bSANA) 

(a) (E)-N-succinimidil-2-hidroxi-5-(2-nitrovinil)benzoato (1). SANA (0.2 g, 0.96 mmol), N-

hidroxisuccinimida (0.13 g, 1.15 mmol) y DMAP (0.012 g, 0.096 mmol), se disolvieron en 

tetrahidrofurano (THF) seco (3 mL) bajo atmósfera de nitrógeno. Se añadió gota a gota una 

disolución de N,N'-diciclohexilcarbodiimida (DCC) (0.21 g, 1.0 mmol) en THF seco (2 mL). La 

mezcla de reacción se agitó durante 1.5 horas a temperatura ambiente. Posteriormente, la forma 

sólida (subproducto diciclohexilurea) se filtró y se lavó con acetato de etilo (EtOAc). Los filtrados 

combinados se concentraron a presión reducida. El residuo se purificó mediante cromatografía 

flash en columna (SiO2, hexano:EtOAc, 1:1) dando el producto deseado (1) como sólido amarillo 

(99%). 
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(b) (E)-N-(2-Boc-aminoetil)-2-hidroxi-5-(2-nitrovinil)benzamida (2). Se disolvieron 0.29 g (0.96 

mmol) del compuesto 1 y N-Boc-etilendiamina (0.17 g, 1.06 mmol) en THF seco (8 mL) bajo 

atmósfera de nitrógeno. La mezcla de reacción se agitó durante 2 horas a temperatura ambiente. 

Después se evaporó el disolvente a presión reducida. El residuo se purificó mediante cromatografía 

flash en columna (SiO2, hexano:EtOAc, 6:4) dando el producto deseado (2) como un aceite 

amarillo (92%). 

(c) éster de biotinil-N-hidroxisuccinimida (3). La biotina (0.05 g, 0.20 mmol) y la N-

hidroxisuccinimida (0.024 g, 0.21 mmol) se disolvieron en N,N-dimetilformamida (DMF) seca 

(1.5 mL) bajo atmósfera de nitrógeno a 60°C. Tras añadir DCC (0.044 g, 0.21 mmol), la solución 

se agitó a temperatura ambiente durante toda la noche. Al día siguiente, el producto obtenido se 

utilizó en el siguiente paso de la reacción sin purificación adicional. 

(d) SANA unido a biotina (bSANA). El compuesto 2 (0.07 g, 0.20 mmol) se disolvió en 

diclorometano (DCM) (0.5 mL) y se añadió ácido trifluoroacético (0.1 mL, 20%). La mezcla se 

agitó durante 3 h a temperatura ambiente. Después se evaporó el disolvente a presión reducida 

haciendo lavados sucesivos con hexano. El residuo se disolvió en DMF (1 mL) y se añadió 

trietanolamina (0.061 mL, 0.044). La mezcla se agitó durante 5 minutos y se añadió el crudo 3. La 

nueva mezcla de reacción se agitó a temperatura ambiente durante toda la noche. Posteriormente, 

la forma sólida (subproducto diciclohexilurea) se filtró y se lavó con DCM. Los filtrados 

combinados se lavaron con agua. La capa orgánica se secó con Na2SO4, se filtró y el disolvente se 

evaporó a presión reducida. El residuo se purificó mediante cromatografía flash en columna (SiO2, 

DCM:metanol, 9:1), para dar el producto deseado (bSANA) como sólido amarillo (rendimiento 

global del 70%). 

3.7.20.  Análisis de las propiedades electrofílicas del SANA y SANA-biotinilado 

El SANA (10 µM) o el SANA biotinilado (10 µM) fueron disueltos en solución tampón fosfato 

20 mM, pH 7.4 y se incubaron con β-mercaptoetanol (BME) o glutatión (GSH) 100 µM. La 

reacción se monitoreó mediante espectrofotometría UV-Vis haciendo lecturas continuas de 

absorbancia (200-600 nm) cada 1 min durante los primeros 10 minutos de la reacción. Se utilizó 
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un espectrofotómetro Varian Cary 50 bio UV-VIS (Agilent Technologies, Palo Alto, CA, EE. 

UU.). 

3.7.21.  Estudio por espectrometría de masa de la reactividad de SANA y SANA 

biotiniliado con catalasa bovina 

Para el análisis se preparó una mezcla de la proteína catalasa de Bos taurus (17-0441B, Pharmacia) 

a una concentración de 1 μM con 10 μM de SANA o bSANA (a partir de una solución madre de 

cada compuesto de 5 mM en dimetilsulfóxido) en una solución tampón AMBIC 50 mM, pH 8.0. 

La mezcla se incubó en agitación y oscuridad a 25 °C durante 30 min. Posteriormente se 

adicionaron 0.4 ug de tripsina de grado de secuenciación (Promega, Fitchburg, WI, EE.UU.) y se 

incubó en agitación y oscuridad a 37 °C durante 90 min. Todo el proceso también se realizó para 

una muestra control a la que no se añadieron los compuestos. Los péptidos trípticos obtenidos de 

la digestión en solución se concentraron y desalaron utilizando ZipTips C18 (Merck Millipore, 

Tullagreen, Carrigtwohill, Co. Cork, IRL), luego fueron disueltos con FA 0,1% en agua de calidad 

LC/MS (LiChrosolv®, Merck KGaA, Darmstadt, Alemania). Las muestras (1 μg de péptidos 

trípticos) fueron analizadas por LC-MS/MS como se indica en el acápite “Análisis LC-MS/MS” 

pero utilizando el gradiente de separación siguiente: 1% a 50% de B en 90 min, 35% a 99% de B 

en 20 min, 99% de B durante 10 min y 1% de A durante 15 min. El tiempo de exclusión dinámica 

fue de 5 s. 

La identificación de secuencia y de los sitios de modificación de la catalasa se realizó con el 

software Patternlab V 237. La base de datos para la búsqueda se generó usando el proteoma de Bos 

taurus descargado de UniProt (16/06/2022, 37508 secuencias) y los contaminantes más comunes 

en experimentos de proteómica. Además, se incluyeron los inversos de todas las secuencias como 

señuelos para el cálculo del FDR. Para la identificación de los péptidos la tolerancia de m/z del 

precursor se estableció inicialmente en 35 ppm. La oxidación de metionina, la adición de 

209.032 Da (adición de SANA) y 477.1679 (adición de bSANA) en cisteínas e histidinas y la 

pérdida de 1.0078 Da en dos cisteínas por péptido (puente disulfuro) se definieron como 

modificaciones variables. Se permitió un máximo de 2 cortes salteados y 2 modificaciones 

variables por péptido. Los resultados de la búsqueda fueron filtrados por el algoritmo Search 

Engine Processor (SEPro) de PatternLab con un valor de FDR ≤ 1% a nivel de proteína y una 
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tolerancia de 10 ppm para los iones precursores. Loa módulos estadístico diagrama de Venn y 

TFold se utilizaron para determinar los péptidos significativamente aumentados en cada condición. 

3.7.22.  Identificación de proteínas de unión a SANA 

Se lisaron 100 mg de tejido adiposo marrón de ratón en 500 μL de tampón NETN (Tris 20 mM pH 

8,0, NaCl 100 mM, EDTA 1 mM, NP40 al 0,5%) utilizando un homogeneizador Bullet Blender® 

(Next Advance). Los homogeneizados se centrifugaron a 10000 g durante 10 min, 4 °C y las 

concentraciones de proteína del sobrenadante se midieron mediante el ensayo de Bradford 

(PanReac AppliChem) utilizando un estándar BSA (Capricorn Scientific). Se incubaron cuatro 

réplicas de 200 μL de lisado (100 μg de proteína total cada una)  con SANA 100 μM o SANA 

biotinilado 100 μM a 25 °C durante 30 min en agitación. A cada muestra se añadió una suspensión 

de resina Strep-Tactin® Sepharose® (IBA Lifesciences) en tampón NETN (50:50 v/v; 30 μL de 

volumen total). La mezcla se incubó en rotación durante 1 h a 4 °C y se centrifugó a 1000 g durante 

1 min. Se descartó el sobrenadante y la resina se lavó 4 veces con 500 μL de NETN. Posteriormente 

la resina se resuspendió en 60 μL de tampón de muestra SDS-PAGE reductor (Tris-Cl 62.5 mM, 

SDS 2%, glicerol 10% v/v, 2-mercaptoetanol 10%, azul de bromofenol 0,01%, pH 6,8) y se calentó 

a 95 °C durante 5 min. Se cargó una fracción de 20 μL de cada muestra en un SDS-PAGE 1D y se 

digirió con tripsina en gel como se describe en 3.7.9.1. 

El análisis por espectrometría de masa se realizó como se describe en 3.7.9.2 excepto por el 

gradiente de elución: 1% a 35% B durante 60 min y 35% a 99% B durante 15 min; el voltaje de 

espray iónico se fijó en 2.3 kV. 

El análisis de datos de espectrometría de masa se realizó con el software PatternLab V 237 usando 

los mismos parámetros de búsqueda descritos para los proteomas mitocondriales y totales de tejido 

adiposo. La base de datos inversa se generó a partir de un proteoma de Mus musculus (descargado 

de UniProt, 04/08/2022) y los contaminantes más comunes en los experimentos de proteómica. Se 

utilizó el módulo estadístico diagrama de Venn de PatternLab para determinar las proteínas 

detectadas de forma única en cada condición biológica utilizando un valor de p < 0.05; un mínimo 

de 2 réplicas por condición para ser considerada en el análisis y el modo de rigurosidad Lenient 

237. El módulo TFold de PatternLab se utilizó para cuantificar relativamente las proteínas presentes 
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en ambas condiciones biológicas mediante un método de cuantificación libre de marcaje basado 

en el conteo de espectros. Las proteínas presentes en al menos 6 réplicas biológicas del total de 8 

fueron consideradas para el análisis TFold 231. Las proteínas con un qBH<0.05 y una tasa de 

cambio superior a 1.5 se consideraron significativamente sobrerrepresentadas en una condición 

biológica. Los datos de proteómica por espectrometría de masa se depositaron en repositorio 

ProteomeXchange Consortium, PRIDE 232 con el identificador PXD040949 (para acceso de 

revisor: nombre de usuario: reviewer_pxd040949@ebi.ac.uk, contraseña: DKT6NzQ9). 

3.7.23.  Análisis de la interacción SANA-CKMT2 

Para el análisis en lisado de HEK293, las células de dicha línea fueron transfectadas con el 

plásmido de expresión MR206653 (Origene), que codifica para la CKMT2 murina. Los pellets 

celulares se obtuvieron de placas de cultivo de 60 mm transfectadas durante 24-48 horas. 

Posteriormente, las células fueron lisadas utilizando un buffer NETN (NaCl 150 mM, EDTA 1 

mM, Tris-HCl 50 mM, Nonidet P-40 0.5%) suplementado con un inhibidor de proteasas 

(aproximadamente 500 µl por pellet). La lisis se facilitó mediante vortex y se incubó en hielo 

durante 20 min, con agitación cada 5 min para mejorar la eficiencia de lisis.  

Posteriormente, los lisados celulares obtenidos fueron tratados durante 1 h a 25°C con 10 µM 

SANA. Como control, se utilizó un lisado sin tratamiento. Tanto los lisados tratados como los 

controles fueron sometidos a SDS-PAGE no reductora y transferidos a membranas de PVDF para 

su posterior detección mediante WB. 

Para la detección de CKMT2, se utilizó el anticuerpo primario anti-CKMT2 (Invitrogen, PA5-

28591), a una dilución de 1:1000 en solución de TBS-T con 2% de BSA, incubado durante la 

noche a 4 °C. El anticuerpo secundario empleado fue un anti-conejo conjugado HRP (Merck, 

A0545) a una dilución de 1:10000. 

Las proteínas unidas a SANA fueron detectadas utilizando un anticuerpo primario anti -salicilato 

(MyBiosource, MBS340874) a una dilución de 1:1000, también incubado durante la noche a 4 °C 

en buffer TBS-T con 2% BSA. El anticuerpo secundario utilizado fue un anti-oveja conjugado a 

HRP (Abcam, ab6747) a una dilución de 1:10000. La detección de las proteínas en las membranas 
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fue realizada utilizando el sistema de revelado por quimioluminiscencia en el equipo ImageQuant 

800. 

El análisis de CKMT2 recombinante purificada fue realizado con la proteína expresada en un 

sistema de expresión de Escherichia coli. Posteriormente se trató durante 1 h a 25 °C con 

concentraciones crecientes de SANA biotinilado. La enzima fue utilizada a una concentración de 

10 uM y se incubó con 2.5 uM, 5 uM, 10 uM, 50 uM y 100 uM de bSANA para evaluar la 

formación de aductos. Como control se usó la enzima sin tratar. Las muestras tratadas fueron 

sometidas a SDS-PAGE no reductor y se transfirieron a una membrana de PVDF. Para la detección 

de los aductos rCKMT2-bSANA, se utilizó estreptavidina-HRP. El revelado fue realizado 

mediante quimioluminiscencia en el equipo ImageQuant 800. 

3.7.24.  Análisis estadístico 

El análisis estadístico se realizó utilizando ANOVA ordinario unidireccional seguido de la prueba 

post hoc de Bonferroni, ANOVA de dos vías con prueba de comparaciones múltiples de Šídák o 

Tukey, o prueba t de Student no pareada de dos colas. Un valor de p<0.05 se consideró 

estadísticamente significativo. Todos los datos se presentan como media ± el error estándar de la 

media (SEM). Los cálculos se realizaron utilizando GraphPad Prism. Los criterios estadísticos 

utilizados para el análisis de datos proteómicos se detallan en cada experimento específico. 
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4. Capítulo II: Identificación de miembros del divisoma de Corynebacteriales mediante 

interactómica cuantitativa basada en espectrometría de masa 

 

4.1. Resumen 

El orden Corynebacteriales incluye importantes patógenos humanos y bacterias de importancia 

industrial como Mycobacterium tuberculosis o Corynebacterium glutamicum. Estas bacterias 

tienen paredes celulares multicapa compuestas por el complejo de micolato-arabinogalactano-

peptidoglicano y un modo de crecimiento polar, lo que requiere una estrecha coordinación entre 

el divisoma septal, organizado alrededor de la proteína similar a la tubulina FtsZ, y el elongasoma 

polar, ensamblado alrededor de la proteína de estructura helicoidal Wag31.  

En esta sección de mi tesis doctoral, utilizando C. glutamicum como modelo, descubrimos dos 

nuevos miembros del divisoma de Corynebacteriales: una molibdotransferasa reutilizada 

similar a la gefirina (Glp) y su receptor de membrana (GlpR). Nuestros resultados muestran cómo 

la progresión del ciclo celular requiere la interacción entre Glp/GlpR, FtsZ y Wag31, demostrando 

un diálogo crucial entre las maquinarias del divisoma y el elongasoma que podría ser aprovechado 

para el descubrimiento de fármacos antimicobacterianos. Además, nuestro trabajo revela que los 

Corynebacteriales han desarrollado una estructura proteica para controlar la división celular y la 

morfogénesis, similar al sistema gefirina/GlyR que media la señalización sináptica en eucariotas 

superiores a través de la organización de redes de receptores de membrana y el citoesqueleto de 

microtúbulos. 

Los resultados de esta sección de mi tesis fueron recientemente publicados (ver artículo adjunto 

al capítulo). A continuación, y a modo de resumen, presentamos: el problema a resolver, la 

estrategia proteómica cuantitativa utilizada y una descripción de los principales resultados 

obtenidos en esta sección. 

 

 



Capítulo II: Identificación de miembros del divisoma de Corynebacteriales mediante interactómica cuantitativa 

basada en espectrometría de masa  

182 

 

4.2.  Introducción 

Corynebacteriales es un orden ampliamente distribuido en la naturaleza que incluye 

corynebacterias, micobacterias, nocardias, rhodococos y otros microorganismos relacionados 238. 

Algunas de estas bacterias son patógenos humanos, conocidos por causar enfermedades 

infecciosas graves (Mycobacterium tuberculosis o Mycobacterium leprae) o patologías 

oportunistas (Mycobacterium abscessus, Corynebacterium jeikeium o algunas especies de 

Nocardia). Sin embargo, para este grupo de bacterias, el proceso de división celular a nivel 

molecular es poco comprendido. 

Las bacterias crecen y se dividen incorporando nuevo material de pared celular en el sitio de 

crecimiento y septación, en estrecha coordinación con el estado de replicación del ADN de la 

célula 239. La inserción de nuevo material en la pared celular de los bacilos  durante la elongación 

y la división celular está mediado por los complejos multiproteicos elongasoma y divisoma, 

respectivamente 240. En la últimas décadas se ha avanzado mucho en la comprensión de cómo se 

ensamblan estas hiperestructuras, sobre todo en organismos modelo como Escherichia coli y 

Bacillus subtilis 240–242.  El ensamblaje del divisoma es iniciado y organizado por una proteína 

bacteriana altamente conservada, el homólogo de la tubulina bacteriana FtsZ, que se polimeriza 

para formar una estructura dinámica en forma de anillo (anillo Z) y que marca el sitio de la división 

celular. Este anillo sirve de plataforma para el  reclutamiento de proteínas estructurales y 

accesorias de manera ordenada para formar la maquinaria funcional de división celular y construir 

una nueva pared celular 242. Sin embargo, muchos de los componentes del divisoma bien 

estudiados en E. coli o B. subtilis están ausentes en los genomas de los Corynebacteriales 243, 

incluyendo muchas de las proteínas que anclan el anillo a la membrana (a excepción de SepF) y 

aquellas que regulan positiva o negativamente el ensamblaje del anillo Z 243. En el caso de SepF, 

se ha identificado inequívocamente como interactor directo de FtsZ en el dominio C-terminal 

(FtsZCTD) en Corynebacterium glutamicum (Cglu) 244. 

Por otro lado, en los bacilos modelo mencionados anteriormente la elongación ocurre lateralmente 

a lo largo del cuerpo celular y el elongasoma se ensambla alrededor de la proteína de andamiaje 

similar a la actina MreB. Sin embargo, los Corynebacteriales se elongan desde los polos y carecen 

de homólogos reconocibles para esta proteína. En su lugar, Wag31 es la proteína central para el 
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ensamblaje del elongasoma polar y para preservar la morfología en forma de bastón 245–247. Más 

aún, la mayoría de los integrantes bien caracterizados del elongosama de los bacilos no se 

encuentran codificados en los genomas de los Corynebacteriales.  

Por tanto, aún se desconocen cuáles son las proteínas que cumplen roles esenciales en el 

ensamblaje y funcionamiento de la maquinaria de elongación y división celular en 

Corynebacteriales.   
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4.3.  Objetivo específico del capítulo II 

El objetivo central del trabajo presentado en este capítulo fue identificar piezas faltantes en el 

divisoma de Corynebacteriales. Para ellos nos enfocamos en estudios interactómicos utilizando 

proteínas conocidas de estos complejos como dianas y Cglu como organismo representante de este 

grupo de bacterias.  
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4.4.  Descripción de los principales resultados 

Para descubrir piezas faltantes en el divisoma de Corynebateriales, utilizamos una estrategia 

interactómica basada en purificación por afinidad y análisis por espectrometría de masa (AP-MS) 

en Corynebacterium glutamicum.  

Nuestra búsqueda comenzó usando a la proteína del divisoma SepF como cebo. Para estabilizar 

las interacciones entre proteínas, los cultivos bacterianos se entrecruzaron con formaldehído. 

Posteriormente, se llevaron a cabo experimentos de co-inmunoprecipitación (co-IP) (Figura 43). 

Como muestra el esquema de la figura, utilizamos la proteína fluorescente mScarlet en cepas Cglu 

que expresaban SepF-mScarlet o sólo mScarlet. Además, utilizamos anticuerpos anti-SepF tanto 

en la cepa Cglu no transformada como en la cepa SepF-mScarlet.  
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Figura 43. Esquema de la estrategia de purificación por afinidad y análisis por espectrometría de masa (AP-MS) 

usando anticuerpos anti-mScarlet y anti-SepF en cepas de Corynebacterium glutamicum WT (Cglu) o que expresan 

la proteína mScarlet sola (Cglu_mScarlet) o fusionada a SepF (Cglu_mScarlet-SepF). Para estabilizar las interacciones 

entre las proteínas, previo a la AP-MS, los cultivos son sometidos a entrecruzamiento in vivo con formaldehído. 

Para identificar interactores de SepF, se compararon las listas de proteínas recuperadas bajo 

diferentes condiciones: cepa Cglu WT utilizando anticuerpos α-SepF (Cglu/α-SepF), cepa SepF-

mScarlet utilizando anticuerpos α-SepF (SepF-Scarlet/α-SepF) y cepa SepF-mScarlet utilizando 

anticuerpos α-mScarlet (SepF-Scarlet/α-Scarlet). Como control de la unión inespecífica, se utilizó 

la cepa mScarlet con anticuerpos α-mScarlet. Siguiendo esta estrategia reportamos 12 proteínas 

que representan el interactoma “núcleo” de SepF. Utilizando el factor de enriquecimiento de cada 

proteína en el interactoma respecto al proteoma pudimos identificar los mejores candidatos para 

la validación. El mayor factor de enriquecimiento correspondió a la proteína molibdopterina 

molibdotransferasa MoeA (Cgl0883), uno de los dos nuevos componentes del divisoma 

identificados en este trabajo. En Cglu esta proteína está anotada como una de las tres enzimas 
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MoeA (EC 2.10.1.1) que incorporan el metal molibdeno en el precursor de molibdopterina para 

formar el cofactor Moco, utilizado por las molibdoenzimas para catalizar reacciones redox 248. Este 

hallazgo resultó sorprendente dado que MoeA es conocida como una proteína con un rol asociado 

al metabolismo y no se ha relacionado antes a la división celular. 

La participación de esta proteína en la división celular fue posteriormente confirmada mediante 

análisis por microscopía de las cepas KO y sobreexpresante fusionada a mNeon. La ausencia de 

MoeA genera células con una morfología típica de alteraciones en la división celular. La expresión 

de la proteína fusionada al marcador fluorescente mNeon muestra su localización específica en el 

centro de la célula antes de la formación del septo, colocándola entre los primeros integrantes en 

llegar al sitio de la división celular. Por otro lado, el interactoma de una mutante de SepF incapaz 

de unir FtsZ aportó claras evidencias de que MoeA era un interactor directo de Ftsz, lo que fue 

posteriormente validado mediante experimentos in vitro e in vivo. 

Buscando profundizar en el rol de esta nueva proteína de división celular llevamos a cabo el 

análisis de su interactoma. Para eso se siguió la misma estrategia de entrecruzamiento y AP-MS 

utilizado para sepF, pero con un anticuerpo específico contra MoeA en una cepa Cglu WT y usando 

como control una cepa Cglu carente de la proteína. Entre los interactores recuperados se 

identificaron SepF y FtsZ, como era esperable, pero también una proteína de membrana de función 

desconocida (Cgl0885) y Wag 31, la proteína central del elongasoma. 

En base a los resultados interactómicos basados en AP-MS, y utilizando estrategias in vitro e in 

vivo para su posterior validación, comprobamos que Cgl0885 es también un nuevo integrante 

del divisoma que se localiza específicamente en el septo, y es capaz de interaccionar con gran 

afinidad con MoeA y con Wag31.  

Este trabajo reveló por primera vez un vínculo directo entre el elongasoma y el divisoma en el 

medio de la célula. Esta conexión esta mediada por dos nuevos integrantes del divisoma 

identificados en este trabajo y renombrados como Glp (MoeA) y su receptor de membrana GlpR 

(Cgl0083). Nuestros resultados indican que estas proteínas actuarían como un puente que facilita 

la transición del divisoma tardío en las células en división al elongasoma polar en las nuevas 

células hijas. Esta investigación también revela una característica llamativa de este grupo de 
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bacterias: la enzima Glp, originalmente involucrada en el metabolismo del molibdeno, ha 

adquirido nuevas funciones en la división celular por interacción con el homólogo bacteriano de 

la tubulina, FtsZ. Sorprendentemente, este fenómeno hace eco de lo que se encuentra en el sistema 

nervioso de los eucariotas superiores. En este caso, una enzima MoeA, denominada gefirina, 

interacciona con la tubulina eucariota y adquiere nuevas funciones en la organización de receptores 

de glicina, que juegan un papel fundamental en la señalización sináptica. Este paralelismo dio 

lugar al nombre de dos nuevos integrantes del divisoma de los Corynebacteriales: Glp (por 

gephyring-like protein) y GlpR (por gephryin-like protein receptor). 
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4.5.  Artículo: ¨Eukaryotic-like gephyrin and cognate membrane receptor coordinate 

corynebacterial cell division and polar elongation¨ 
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5. Conclusiones generales 

El objetivo general de este trabajo estuvo orientado a optimizar y aplicar aproximaciones 

proteómicas cuantitativas no dirigidas para comprender procesos biológicos de interés biomédico.  

En el capítulo I de esta tesis, la aplicación de abordajes proteómicos no dirigidos a nivel del tejido 

adiposo subcutáneo total y mitocondrial permitió identificar a la termogénesis dependiente de 

creatina como el mecanismo de acción por el cual el SANA ejerce sus efectos metabólicos. El 

análisis del proteoma comparativo de mitocondrias de iWAT nos permitió identificar marcadores 

del metabolismo de un carbono como parte de la repuesta termogénica dependiente de creatina 

mediada por el SANA, lo cual fue posteriormente confirmado mediante el análisis de los niveles 

de expresión de ARNm. Asimismo, utilizando un modelo murino de repuesta al frío (estímulo 

termogénico), se pudo evidenciar que en condiciones fisiológicas, sin tratamiento farmacológico, 

esta vía está activa tanto en el tejido adiposo como en el hígado de los animales. 

Para identificar blancos moleculares involucrados en el mecanismo de acción del SANA, 

utilizamos una estrategia interactómica de AP-MS usando como cebo su análogo biotinilado. De 

esta manera, identificamos las creatina quinasas CKMT1/2 como las principales proteínas de unión 

al SANA en el tejido adiposo marrón y demostramos que el SANA es capaz de modificar 

preferentemente la Cys238 de CKMT2 murina recombinante in vitro de manera covalente.  

En el capítulo II de esta tesis, la aplicación de estrategias proteómicas similares , pero enfocadas 

en la identificación de interactores, nos permitió reportar a las proteínas Glp y GlpR como dos 

nuevos componentes de la maquinaria de división celular de los Corynebacteriales. 

A lo largo de este trabajo de tesis utilizamos herramientas basadas en espectrometría de masa para 

poder resolver preguntas que surgen del estudio de dos problemas biomédicos diferentes que no 

pudieron ser abordados mediante estrategias guiadas por hipótesis.  

Esta tesis pone de manifiesto la potencia de la proteómica cuantitativa, controlada y no sesgada 

para la identificación de vías, blancos e interactores moleculares involucrados en los procesos 

biológicos estudiados.
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7. Anexos 

7.1. Anexo 1. Otros artículos publicados en el período 2016-2024 
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co-autor de otras publicaciones además de las ya presentadas. Mi aporte a estos trabajos ha sido 

principalmente desde el área de la proteómica basada en espectrometría de masa y se llevó a cabo 

a través de colaboraciones con distintos grupos de investigación. A continuación se detallan los 
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7.2. Anexo 2. Proteínas exclusivamente detectadas en proteomas totales, iWAT 

Proteínas detectadas exclusivamente en HFD + SANA, iWAT, p<0.05. (Mus musculus)  

ID UniProt 
Número de 

réplicas 

Señal 

normalizada 
Descripción 

E9Q4Z2 2 2,06E-04 Acetyl-CoA carboxylase 2  

P07310 3 1,56E-04 Creatine kinase M-type  

P12246 2 1,18E-04 Serum amyloid P-component  

O35744 2 9,35E-05 Chitinase-like protein 3  

Q9R269 2 8,73E-05 Periplakin  

P31725 2 7,48E-05 Protein S100-A9  

A0A0A6YW77 2 6,86E-05 Neutrophil gelatinase-associated lipocalin (Fragment)  

G3X914 3 6,24E-05 Cullin-5  

Q60963 3 6,24E-05 Platelet-activating factor acetylhydrolase  

Q9QZ85 2 6,24E-05 Interferon-inducible GTPase 1  

Q9CR61 2 6,24E-05 NADH dehydrogenase [ubiquinone] 1 beta subcomplex subunit 7  

A0A5F8MPE1 3 5,61E-05 Band 4.1-like protein 3  

P14142 3 5,61E-05 Solute carrier family 2, facilitated glucose transporter member 4  

Q80SZ7 3 5,61E-05 Guanine nucleotide-binding protein G(I)/G(S)/G(O) subunit gamma-5  

Q9Z277 2 5,61E-05 Tyrosine-protein kinase BAZ1B  

A0A494BB75 3 4,99E-05 WD repeat-containing protein 26  

Q80UG2 3 4,99E-05 Plexin-A4  

Q9DCU6 2 4,99E-05 39S ribosomal protein L4, mitochondrial  

Q9JLI8 3 4,36E-05 Squamous cell carcinoma antigen recognized by T-cells 3  

Q8R1S0 3 4,36E-05 Ubiquinone biosynthesis monooxygenase COQ6, mitochondrial  

A2AN37 2 4,36E-05 Uridine-cytidine kinase  

A2APM2 2 3,74E-05 CD44 antigen  

A0A3Q4L347 2 3,74E-05 Cysteine dioxygenase  
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P32848 2 3,74E-05 Parvalbumin alpha  

A0A087WQV1 2 3,74E-05 Propionyl-CoA carboxylase beta chain, mitochondrial (Fragment)  

Q99M87 2 3,12E-05 DnaJ homolog subfamily A member 3, mitochondrial  

Q7TNG8 2 3,12E-05 Probable D-lactate dehydrogenase, mitochondrial  

Q9CQW9 2 3,12E-05 Interferon-induced transmembrane protein 3  

P33434 2 3,12E-05 72 kDa type IV collagenase  

P62311 2 3,12E-05 U6 snRNA-associated Sm-like protein LSm3  

O09174 2 3,12E-05 Alpha-methylacyl-CoA racemase  

F6RUK9 2 3,12E-05 Pleckstrin homology-like domain family B member 1 (Fragment)  

E9Q0Y4 2 2,49E-05 Signal-induced proliferation-associated protein 1  

Q9DC11 2 2,49E-05 Plexin domain-containing protein 2  

Q9CR51 2 2,49E-05 V-type proton ATPase subunit G 1  

Q9DCG9 2 2,49E-05 Multifunctional methyltransferase subunit TRM112-like protein  

Q8QZZ7 2 2,49E-05 EKC/KEOPS complex subunit Tprkb  

Q8BK30 2 2,49E-05 NADH dehydrogenase [ubiquinone] flavoprotein 3, mitochondrial  

Q91WA6 2 2,49E-05 Sharpin  

Q7TSQ8 2 2,49E-05 Pyruvate dehydrogenase phosphatase regulatory subunit, mitochondrial  

Q5SVR0 2 2,49E-05 TBC1 domain family member 9B  

P62309 2 2,49E-05 Small nuclear ribonucleoprotein G  

C0HK80 2 2,49E-05 Adipocyte-related X-chromosome expressed sequence 2  

Q9R045 2 2,49E-05 Angiopoietin-related protein 2  

Q9D0T1 2 2,49E-05 NHP2-like protein 1  

P03899 2 2,49E-05 NADH-ubiquinone oxidoreductase chain 3  

Q62318 2 2,49E-05 Transcription intermediary factor 1-beta  

Q9CR67 2 2,49E-05 Transmembrane protein 33  

Q8N7N5 2 2,49E-05 DDB1- and CUL4-associated factor 8  

Q91WM2 2 2,49E-05 Haloacid dehalogenase-like hydrolase domain-containing 5  

O35435 2 2,49E-05 Dihydroorotate dehydrogenase (quinone), mitochondrial  
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Proteínas detectadas exclusivamente en HFD, iWAT, p<0.05. (Mus musculus) 

ID UniProt 
Número de 

réplicas 

Señal 

normalizada 
Descripción 

Q9DBE8 3 1,01E-04 Alpha-1,3/1,6-mannosyltransferase ALG2  

P70387 2 8,91E-05 Hereditary hemochromatosis protein homolog  

G5E8Q8 3 8,31E-05 Adhesion G protein-coupled receptor F5  

A2AEX6 3 8,31E-05 Four and a half LIM domains protein 1  

Q8BLN5 2 8,31E-05 Lanosterol synthase  

D6RH37 3 7,72E-05 Protein kinase C  

D3Z383 3 7,72E-05 Mesoderm-specific transcript protein  

Q61543 3 7,13E-05 Golgi apparatus protein 1  

Q8R238 3 7,13E-05 Serine dehydratase-like  

Q61490 3 7,13E-05 CD166 antigen  

A0A171EBL2 2 7,13E-05 E3 ubiquitin-protein ligase RNF213  

P19973 2 7,13E-05 Lymphocyte-specific protein 1  

Q8BXC0 2 6,53E-05 Prostacyclin synthase  

Q8CBC8 3 5,94E-05 Branched-chain-amino-acid aminotransferase  

O70274 2 5,94E-05 Protein tyrosine phosphatase type IVA 2  

P70335 3 5,35E-05 Rho-associated protein kinase 1  

Q9R013 3 5,35E-05 Cathepsin F  

A0A5F8MPD4 3 5,35E-05 Ribosomal protein S6 kinase-related protein  

Q8K094 3 5,35E-05 Poliovirus receptor  

Q9JHH9 2 5,35E-05 Coatomer subunit zeta-2  

Q99K23 2 5,35E-05 Ufm1-specific protease 2  

Q921K8 3 4,75E-05 TRPM8 channel-associated factor 2  

P41160 2 4,75E-05 Leptin  

Q9JJZ4 2 4,75E-05 Ubiquitin-conjugating enzyme E2 J1  

E9QP62 2 4,75E-05 LIM and senescent cell antigen-like-containing domain protein  

A2AFP5 3 4,16E-05 RAB9, member RAS oncogene family (Fragment)  

D3Z0F6 2 4,16E-05 Serine dehydratase-like (Fragment)  
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Q9EST4 2 4,16E-05 Proteasome assembly chaperone 2  

B7ZNX6 2 4,16E-05 Erbb2ip protein  

Q9JJI8 2 4,16E-05 60S ribosomal protein L38  

P70297 2 4,16E-05 Signal transducing adapter molecule 1  

O35640 2 4,16E-05 Annexin A8  

Q99LJ6 2 4,16E-05 Glutathione peroxidase 7  

P18052 3 3,56E-05 Receptor-type tyrosine-protein phosphatase alpha  

P49138 3 3,56E-05 MAP kinase-activated protein kinase 2  

E9PXM2 3 3,56E-05 RIKEN cDNA 1700003H04 gene  

Q9CQ79 3 3,56E-05 Thioredoxin domain-containing protein 9  
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7.3. Anexo 3. Proteínas diferencialmente abundantes en proteomas totales, iWAT 

Proteínas con abundancia significativamente incrementada en HFD+SANA, iWAT (Mus musculus)  

ID UniProt 

Señal 

normalizada 

(HFD + SANA) 

Señal 

normalizada 

(HFD) 

Tasa de 

cambio 
Valor p Descripción 

A0A5F8MQ58 5,69E-04 1,73E-04 3,29 4,96E-03 Periaxin (Fragment)  

Q6PB66 1,94E-04 6,05E-05 3,21 2,93E-02 Leucine-rich PPR motif-containing protein, mitochondrial  

P50172 7,09E-04 2,38E-04 2,98 9,09E-03 Corticosteroid 11-beta-dehydrogenase isozyme 1  

P19246 3,67E-04 1,24E-04 2,96 1,25E-04 Neurofilament heavy polypeptide  

Q8R086 2,04E-04 8,25E-05 2,47 4,66E-04 Sulfite oxidase, mitochondrial  

A0A0R4J036 7,49E-04 3,19E-04 2,35 1,49E-04 160 kDa neurofilament protein  

G5E846 9,49E-04 4,20E-04 2,26 6,68E-04 Peripherin  

E9PWN2 2,76E-04 1,24E-04 2,23 3,06E-02 Isoleucyl-tRNA synthetase  

Q9CQC7 1,72E-04 7,77E-05 2,22 1,75E-02 NADH dehydrogenase [ubiquinone] 1 beta subcomplex subunit 4  

Q9CQB4 2,76E-04 1,25E-04 2,21 1,46E-02 Cytochrome b-c1 complex subunit 7  

P08551 8,28E-04 3,78E-04 2,19 9,48E-03 Neurofilament light polypeptide  

Q8K411 2,91E-04 1,40E-04 2,08 1,28E-03 Presequence protease, mitochondrial  

Q8BJ64 2,81E-04 1,38E-04 2,04 2,09E-02 Choline dehydrogenase, mitochondrial  

Q8R123 1,82E-04 8,92E-05 2,04 2,57E-02 FAD synthase  

Q9Z1P6 2,16E-04 1,08E-04 2,00 2,09E-02 NADH dehydrogenase [ubiquinone] 1 alpha subcomplex subunit 7  

Q64521 7,33E-04 3,67E-04 2,00 1,64E-02 Glycerol-3-phosphate dehydrogenase, mitochondrial  

P33267 2,86E-04 1,44E-04 1,98 4,20E-02 Cytochrome P450 2F2  

Q62425 1,87E-04 9,55E-05 1,96 1,10E-02 Cytochrome c oxidase subunit NDUFA4  

Q9CPP6 1,83E-04 9,51E-05 1,92 4,16E-02 NADH dehydrogenase [ubiquinone] 1 alpha subcomplex subunit 5  

A0A0R4J275 1,94E-04 1,03E-04 1,89 3,16E-02 NADH dehydrogenase [ubiquinone] 1 alpha subcomplex subunit 12  

O88792 1,70E-04 9,03E-05 1,88 4,05E-02 Junctional adhesion molecule A  

Q91VM9 1,68E-04 9,03E-05 1,86 1,92E-02 Inorganic pyrophosphatase 2, mitochondrial  

Q9R099 1,86E-04 1,01E-04 1,85 2,92E-03 Transducin beta-like protein 2  

A0A0M3HEP9 1,68E-04 9,11E-05 1,84 4,77E-02 Thioredoxin reductase 2, mitochondrial  
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Q61029 2,70E-04 1,48E-04 1,83 1,60E-02 Lamina-associated polypeptide 2, isoforms beta/delta/epsilon/gamma  

Q9Z2I8 3,95E-04 2,17E-04 1,83 4,09E-02 Succinate--CoA ligase [GDP-forming] subunit beta, mitochondrial  

P52196 2,95E-04 1,68E-04 1,76 3,79E-02 Thiosulfate sulfurtransferase  

Q91ZJ5 5,39E-04 3,12E-04 1,73 2,45E-03 UTP--glucose-1-phosphate uridylyltransferase  

A0A1Y7VJN6 6,72E-04 3,91E-04 1,72 1,75E-02 Immunoglobulin heavy constant gamma 3 (Fragment)  

Q3U3J1 4,20E-04 2,45E-04 1,72 2,45E-02 2-oxoisovalerate dehydrogenase subunit alpha  

P03953 5,60E-04 3,28E-04 1,71 1,56E-02 Complement factor D  

Q6P3A8 2,11E-04 1,24E-04 1,70 5,11E-03 2-oxoisovalerate dehydrogenase subunit beta, mitochondrial  

Q61704 4,72E-04 2,82E-04 1,67 3,71E-02 Inter-alpha-trypsin inhibitor heavy chain H3  

Q62165 2,06E-04 1,24E-04 1,67 7,17E-03 Dystroglycan  

Q9CQJ8 2,07E-04 1,25E-04 1,66 4,40E-02 NADH dehydrogenase [ubiquinone] 1 beta subcomplex subunit 9  

A0A087WRE7 4,61E-04 2,86E-04 1,61 1,10E-02 Alcohol dehydrogenase iron-containing protein 1 (Fragment)  

P08228 6,53E-04 4,06E-04 1,61 3,07E-02 Superoxide dismutase [Cu-Zn]  

Q8R059 2,36E-04 1,50E-04 1,58 2,18E-02 UDP-glucose 4-epimerase  

O08795 4,15E-04 2,63E-04 1,58 1,54E-02 Glucosidase 2 subunit beta  

P42230 2,98E-04 1,89E-04 1,58 1,00E-05 Signal transducer and activator of transcription 5A  

Q8BJ56 4,05E-04 2,58E-04 1,57 2,07E-02 Patatin-like phospholipase domain-containing protein 2  

Q8CAY6 6,77E-04 4,33E-04 1,56 2,68E-03 Acetyl-CoA acetyltransferase, cytosolic  

Q9WTM5 1,67E-04 1,07E-04 1,56 1,29E-02 RuvB-like 2  

A0A5F8MPM4 4,09E-04 2,63E-04 1,56 1,42E-02 Myelin peripheral protein  

P24472 2,74E-04 1,77E-04 1,55 1,58E-02 Glutathione S-transferase A4  

G3XA25 6,15E-04 3,98E-04 1,55 4,35E-03 Acetyl-CoA acetyltransferase, cytosolic  

Q07456 1,98E-04 1,29E-04 1,54 1,55E-02 Protein AMBP  

Q9Z2A9 3,49E-04 2,27E-04 1,54 2,34E-02 Glutathione hydrolase 5 proenzyme  

A0A0R4J0Q5 6,30E-04 4,16E-04 1,51 1,42E-02 Lamin-B2  

Q8R164 3,17E-04 2,09E-04 1,51 2,26E-02 Valacyclovir hydrolase  

Q91XL1 4,25E-04 2,82E-04 1,51 2,48E-02 Leucine-rich HEV glycoprotein  

A0A498WGS3 5,45E-04 3,63E-04 1,50 1,17E-02 Myelin basic protein  

Q5JC28 3,46E-04 2,31E-04 1,50 2,81E-02 Epidermal growth factor receptor pathway substrate 15 isoform B  

E0CY49 2,48E-04 1,66E-04 1,49 1,86E-02 Argininosuccinate lyase (Fragment)  

P34914 1,73E-03 1,17E-03 1,48 1,01E-02 Bifunctional epoxide hydrolase 2  
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Q99MN9 8,86E-04 6,12E-04 1,45 1,09E-02 Propionyl-CoA carboxylase beta chain, mitochondrial  

Q8R2P8 2,36E-04 1,67E-04 1,42 1,60E-02 Lysine--tRNA ligase  

Q9Z2V4 8,35E-04 5,95E-04 1,40 4,23E-03 Phosphoenolpyruvate carboxykinase, cytosolic [GTP]  

 

Proteínas con abundancia significativamente disminuida en HFD+SANA, iWAT (Mus musculus) 

ID UniProt 
Señal normalizada 

(HFD + SANA) 

Señal 

normalizada 

(HFD) 

Tasa de 

cambio 
Valor p Descripción 

A0A1Y7VJW9 7,14E-05 2,39E-04 3,34 2,73E-02 Fibulin-5  

P97351 8,09E-05 2,16E-04 2,67 1,71E-02 40S ribosomal protein S3a  

A0A2I3BPR9 7,32E-05 1,79E-04 2,45 3,09E-02 Atrial natriuretic peptide receptor 3  

P70180 2,99E-04 6,05E-04 2,02 3,57E-02 Atrial natriuretic peptide receptor 3  

Q3U9N4 9,25E-05 1,82E-04 1,96 1,32E-02 Progranulin  

A0A286YD12 1,18E-04 2,26E-04 1,91 7,97E-03 Neurolysin, mitochondrial  

Q9R257 1,48E-04 2,81E-04 1,90 3,39E-02 Heme-binding protein 1  

A0A1W2P6L9 1,98E-04 3,61E-04 1,82 7,63E-03 Peroxidasin homolog  

B1AQF4 1,71E-04 3,11E-04 1,82 4,93E-02 Dual specificity protein phosphatase  

P24547 1,04E-04 1,88E-04 1,81 3,63E-02 Inosine-5'-monophosphate dehydrogenase 2  

A0A140T8J4 1,48E-04 2,64E-04 1,78 4,73E-02 Heme-binding protein 1  

P52430 1,10E-04 1,95E-04 1,78 2,32E-02 Serum paraoxonase/arylesterase 1  

P63037 9,48E-05 1,66E-04 1,75 4,59E-02 DnaJ homolog subfamily A member 1  

Q921J2 1,05E-04 1,85E-04 1,75 1,94E-02 GTP-binding protein Rheb  

A0A0R4J049 9,97E-05 1,74E-04 1,75 7,22E-03 Protein arginine N-methyltransferase 5  

Q9CQC9 1,73E-04 3,01E-04 1,75 3,56E-03 GTP-binding protein SAR1b  

Q9WUU7 1,34E-04 2,29E-04 1,71 3,49E-02 Cathepsin Z  

P61922 1,03E-04 1,77E-04 1,71 4,52E-02 4-aminobutyrate aminotransferase, mitochondrial  

Q62048 1,26E-04 2,14E-04 1,69 4,98E-02 Astrocytic phosphoprotein PEA-15  

A0A1L1SQ51 6,36E-04 1,07E-03 1,69 1,90E-02 Talin-2  

Q8R180 1,10E-04 1,84E-04 1,67 3,37E-02 ERO1-like protein alpha  
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O35969 1,56E-04 2,61E-04 1,67 3,36E-02 Guanidinoacetate N-methyltransferase  

P35282 1,30E-04 2,13E-04 1,65 1,34E-02 Ras-related protein Rab-21  

Q61166 2,28E-04 3,73E-04 1,63 1,23E-03 Microtubule-associated protein RP/EB family member 1  

Q91YP2 1,68E-04 2,74E-04 1,63 9,40E-03 Neurolysin, mitochondrial  

Q3UPH1 1,61E-04 2,55E-04 1,59 7,01E-03 Protein PRRC1  

P82198 2,60E-04 4,09E-04 1,57 3,67E-02 Transforming growth factor-beta-induced protein ig-h3  

Q61292 6,60E-04 1,01E-03 1,54 3,61E-03 Laminin subunit beta-2  

Q9CQ22 1,30E-04 1,95E-04 1,50 2,30E-03 Ragulator complex protein LAMTOR1  

P01863 1,86E-04 2,78E-04 1,49 7,31E-04 Ig gamma-2A chain C region, A allele  

Q9DB05 1,86E-04 2,73E-04 1,47 6,91E-03 Alpha-soluble NSF attachment protein  

Q9D8W5 2,11E-04 3,07E-04 1,46 7,64E-04 26S proteasome non-ATPase regulatory subunit 12  

Q64133 1,38E-04 2,01E-04 1,45 1,99E-02 Amine oxidase [flavin-containing] A  

Q8R016 2,41E-04 3,47E-04 1,44 6,12E-03 Bleomycin hydrolase  

O35887 4,32E-04 5,96E-04 1,38 8,28E-03 Calumenin  

P62192 1,98E-04 2,72E-04 1,37 5,02E-04 26S proteasome regulatory subunit 4  
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7.4. Anexo 4. Proteínas exclusivamente detectadas en proteomas mitocondriales, iWAT 

Proteínas detectadas exclusivamente en mitocondrias HFD + SANA de iWAT, p<0.05. (Mus musculus)  

ID UniProt 
Número de 

réplicas 

Señal 

normalizada 
Descripción 

Q8K2I3 2 2,21E-04 Dimethylaniline monooxygenase [N-oxide-forming] 2  

Q9QXE0 3 1,91E-04 2-hydroxyacyl-CoA lyase 1  

Q7TMR0 2 1,45E-04 Lysosomal Pro-X carboxypeptidase  

P35487 2 1,30E-04 Pyruvate dehydrogenase E1 component subunit alpha, testis-specific form, mitochondrial  

P81117 2 1,30E-04 Nucleobindin-2  

Q9EQI8 3 1,14E-04 39S ribosomal protein L46, mitochondrial  

Q8BLF1 2 1,14E-04 Neutral cholesterol ester hydrolase 1  

A0A494B909 3 1,07E-04 Peroxisomal 2,4-dienoyl-CoA reductase  

O35490 2 1,07E-04 Betaine--homocysteine S-methyltransferase 1  

P60904 3 9,15E-05 DnaJ homolog subfamily C member 5  

P08607 2 9,15E-05 C4b-binding protein  

Q9CQ00 3 8,38E-05 Distal membrane-arm assembly complex protein 1  

Q921S7 3 8,38E-05 39S ribosomal protein L37, mitochondrial  

Q9JKF7 3 8,38E-05 39S ribosomal protein L39, mitochondrial  

A0A140LIT2 3 8,38E-05 7-dehydrocholesterol reductase  

O35972 3 8,38E-05 39S ribosomal protein L23, mitochondrial  

P35290 2 8,38E-05 Ras-related protein Rab-24  

Q9WUQ2 2 8,38E-05 Prolactin regulatory element-binding protein  

Q9DB15 2 8,38E-05 39S ribosomal protein L12, mitochondrial  

P18469 3 7,62E-05 H-2 class II histocompatibility antigen, I-E beta chain  

Q9D1R1 3 7,62E-05 Complex I assembly factor TMEM126B, mitochondrial  

Q99KV1 3 7,62E-05 DnaJ homolog subfamily B member 11  
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Q80YC5 3 7,62E-05 Coagulation factor XII  

E9PX89 3 7,62E-05 BolA-like protein 3  

P50247 3 7,62E-05 Adenosylhomocysteinase  

A2APT9 3 7,62E-05 Kelch domain-containing protein 7A  

Q9D110 3 7,62E-05 5-formyltetrahydrofolate cyclo-ligase  

Q99KR3 2 7,62E-05 Endoribonuclease LACTB2  

Q9CYW4 2 7,62E-05 Haloacid dehalogenase-like hydrolase domain-containing protein 3  

Q5SUD5 3 6,86E-05 Protein SCO1 homolog, mitochondrial  

E9QN37 3 6,86E-05 Macrophage-expressed gene 1 protein  

Q9DCU6 3 6,86E-05 39S ribosomal protein L4, mitochondrial  

Q9DCW5 3 6,86E-05 Cytochrome c oxidase subunit  

Q8BGA8 3 6,86E-05 Acyl-coenzyme A synthetase ACSM5, mitochondrial  

Q8R242 3 6,86E-05 Di-N-acetylchitobiase  

Q9CQV5 3 6,86E-05 28S ribosomal protein S24, mitochondrial  

P84309 3 6,86E-05 Adenylate cyclase type 5  

Z4YK42 3 6,86E-05 NAD kinase 2, mitochondrial  

O54782 2 6,86E-05 Epididymis-specific alpha-mannosidase  

Q78J03 2 6,86E-05 Methionine-R-sulfoxide reductase B2, mitochondrial  

Q9DC50 2 6,86E-05 Peroxisomal carnitine O-octanoyltransferase  

Q9DCU9 2 6,86E-05 4-hydroxy-2-oxoglutarate aldolase, mitochondrial  

Q8C0K5 2 6,86E-05 Graves disease carrier protein homolog  

S4R2K0 3 6,10E-05 Peptide deformylase  

C0HK80 3 6,10E-05 Adipocyte-related X-chromosome expressed sequence 2  

P61226 3 6,10E-05 Ras-related protein Rap-2b  

G3UY35 3 6,10E-05 UDP-glucose:glycoprotein glucosyltransferase 1 (Fragment)  

Q3UXS0 3 5,34E-05 Secretory carrier-associated membrane protein  

E9Q137 3 5,34E-05 Testis-expressed gene 264  

Q99J56 3 5,34E-05 Derlin-1  

A0A0X1KG67 3 5,34E-05 ER membrane protein complex subunit 10  

P62305 2 5,34E-05 Small nuclear ribonucleoprotein E  

Q9CQL4 2 5,34E-05 39S ribosomal protein L20, mitochondrial  
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E9PUQ5 2 5,34E-05 Golgin subfamily A member 2  

Q99M04 2 5,34E-05 Lipoyl synthase, mitochondrial  

Q9ERN0 2 5,34E-05 Secretory carrier-associated membrane protein 2  

Q9QUM0 2 5,34E-05 Integrin alpha-IIb  

A0A0G2JEK2 2 5,34E-05 Cysteine-rich protein 1  

Q9CQU3 3 4,57E-05 Protein RER1  

O89013 3 4,57E-05 Leptin receptor gene-related protein  

O09043 3 4,57E-05 Napsin-A  

Q8BGD8 3 4,57E-05 Cytochrome c oxidase assembly factor 6 homolog  

Q9D8B6 3 4,57E-05 Protein FAM210B, mitochondrial  

P70699 2 4,57E-05 Lysosomal alpha-glucosidase  

Q9Z0L8 2 4,57E-05 Gamma-glutamyl hydrolase  

Q5FW60 2 4,57E-05 Major urinary protein 20  

P36552 2 4,57E-05 Oxygen-dependent coproporphyrinogen-III oxidase, mitochondrial  

Q8C7E4 2 4,57E-05 Ribonuclease 4  

Q9EP72 2 4,57E-05 ER membrane protein complex subunit 7  

P20917 2 4,57E-05 Myelin-associated glycoprotein  

Q8R143 2 4,57E-05 Pituitary tumor-transforming gene 1 protein-interacting protein  

O08583 2 4,57E-05 THO complex subunit 4  

D6RDQ3 2 4,57E-05 PEST proteolytic signal-containing nuclear protein  

O70172 2 4,57E-05 Phosphatidylinositol 5-phosphate 4-kinase type-2 alpha  

Q9JHJ3 2 4,57E-05 Glycosylated lysosomal membrane protein  

Q8R1G2 2 3,81E-05 Carboxymethylenebutenolidase homolog  

A2APM2 2 3,81E-05 CD44 antigen  

Q9D7N3 2 3,81E-05 28S ribosomal protein S9, mitochondrial  

Q8BJZ4 2 3,81E-05 28S ribosomal protein S35, mitochondrial  

P56959 2 3,81E-05 RNA-binding protein FUS  

E0CX80 2 3,81E-05 Selenoprotein P (Fragment)  

J3QP41 2 3,81E-05 Protein CREG1  

Q9DC37 2 3,81E-05 Major facilitator superfamily domain-containing protein 1  

O88986 2 3,81E-05 2-amino-3-ketobutyrate coenzyme A ligase, mitochondrial  
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Q9ESY9 2 3,81E-05 Gamma-interferon-inducible lysosomal thiol reductase  

Q9D1Q4 2 3,81E-05 Dolichol-phosphate mannosyltransferase subunit 3  

Q3U422 2 3,81E-05 NADH dehydrogenase [ubiquinone] flavoprotein 3, mitochondrial  

Q3TYS2 2 3,81E-05 Cytochrome b-245 chaperone 1  

A0A0U1RQ61 2 3,81E-05 Pentatricopeptide repeat domain-containing protein 3, mitochondrial  

A0A0R4J0K1 2 3,81E-05 Selenoprotein F  

E9PV38 2 3,81E-05 Carboxylic ester hydrolase  

Q64442 2 3,81E-05 Sorbitol dehydrogenase  

Q9D964 2 3,81E-05 Glycine amidinotransferase, mitochondrial  

P01728 2 3,81E-05 Ig lambda-2 chain V region  

Q91YW3 2 3,81E-05 DnaJ homolog subfamily C member 3  

Q9D2R6 2 3,81E-05 Cytochrome c oxidase assembly factor 3 homolog, mitochondrial  

O70252 2 3,81E-05 Heme oxygenase 2  

Q9JHS3 2 3,05E-05 Ragulator complex protein LAMTOR2  

B2RPU8 2 3,05E-05 SCAN domain containing 3  

Q80WW9 2 3,05E-05 DDRGK domain-containing protein 1  

D6RFQ2 2 3,05E-05 Predicted gene 42957  

A0A0A6YXB7 2 3,05E-05 Translocon-associated protein subunit beta  

O88983 2 3,05E-05 Syntaxin-8  

Q8BGP6 2 3,05E-05 Solute carrier family 25 member 40  

A0A5F8MPX4 2 3,05E-05 Phosphatidylglycerophosphatase and protein-tyrosine phosphatase 1  

Q9JHK5 2 3,05E-05 Pleckstrin  

Q99N84 2 3,05E-05 28S ribosomal protein S18b, mitochondrial  

Q9CWD8 2 3,05E-05 Iron-sulfur protein NUBPL  

P14901 2 3,05E-05 Heme oxygenase 1  

Q9CXY1 2 3,05E-05 Endosomal/lysosomal potassium channel TMEM175  

Q8C6U2 2 3,05E-05 Solute carrier family 66 member 3  

Q91XH5 2 3,05E-05 Sepiapterin reductase  

Q8C3X8 2 3,05E-05 Lipase maturation factor 2  

Q62147 2 3,05E-05 Sarcospan  

Q3TYX2 2 3,05E-05 LRRN4 C-terminal-like protein  
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Q8R3Q6 2 3,05E-05 Coiled-coil domain-containing protein 58  

Q9D8W7 2 3,05E-05 OCIA domain-containing protein 2  

Q8VEA4 2 3,05E-05 Mitochondrial intermembrane space import and assembly protein 40  

 

Proteínas detectadas exclusivamente en mitocondrias HFD de iWAT, p<0.05. (Mus musculus)  

ID UniProt 
Número de 

réplicas 

Señal 

normalizada 
Descripción 

Q61001 3 1,72E-03 Laminin subunit alpha-5  

Q02257 3 3,60E-04 Junction plakoglobin  

P82198 3 2,38E-04 Transforming growth factor-beta-induced protein ig-h3  

Q9CY64 3 2,10E-04 Biliverdin reductase A  

P80313 2 2,10E-04 T-complex protein 1 subunit eta  

P55284 3 2,04E-04 Cadherin-5  

A0A1Y7VJW9 3 2,04E-04 Fibulin-5  

B7ZNH7 2 1,97E-04 Collagen alpha-1(XIV) chain  

Q8JZQ9 3 1,70E-04 Eukaryotic translation initiation factor 3 subunit B  

D9J302 3 1,63E-04 ENH isoform 1e  

G3X924 3 1,63E-04 Plasmalemma vesicle-associated protein  

Q8R1B4 3 1,63E-04 Eukaryotic translation initiation factor 3 subunit C  

Q8QZY1 3 1,56E-04 Eukaryotic translation initiation factor 3 subunit L  

B1AQF4 2 1,56E-04 Dual specificity protein phosphatase  

Q8K1M6 3 1,49E-04 Dynamin-1-like protein  

A0A0R4J093 3 1,49E-04 UMP-CMP kinase  

F8WJ05 3 1,49E-04 Inter-alpha-trypsin inhibitor heavy chain H1  

P60229 2 1,49E-04 Eukaryotic translation initiation factor 3 subunit E  

Q6WIZ7 2 1,49E-04 Amine oxidase  

A0A1D5RLZ3 3 1,36E-04 Dystonin (Fragment)  

E9PVY8 3 1,36E-04 Microtubule-actin cross-linking factor 1  
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P80316 3 1,36E-04 T-complex protein 1 subunit epsilon  

Q8BP47 3 1,36E-04 Asparagine--tRNA ligase, cytoplasmic  

A0A0G2JEC4 3 1,36E-04 Endophilin-B1  

A0A2U3TZ67 3 1,36E-04 Dynamin-1-like protein  

P40336 2 1,36E-04 Vacuolar protein sorting-associated protein 26A  

Q9R0B6 3 1,29E-04 Laminin subunit gamma-3  

Q8BS30 2 1,29E-04 Seminal vesicle secretory protein 2  

D4AFX7 2 1,29E-04 DnaJ heat shock protein family (Hsp40) member C13  

Q9R0P5 2 1,29E-04 Destrin  

Q6P069 3 1,22E-04 Sorcin  

Q3U0S6 3 1,22E-04 Ras-interacting protein 1  

A0A494B917 3 1,22E-04 Heat shock 70 kDa protein 12A (Fragment)  

Q99JZ4 2 1,22E-04 GTP-binding protein SAR1a  

Q8BYA0 3 1,15E-04 Tubulin-specific chaperone D  

Q9DCH4 3 1,15E-04 Eukaryotic translation initiation factor 3 subunit F  

Q9Z1G3 3 1,15E-04 V-type proton ATPase subunit C 1  

P39447 3 1,15E-04 Tight junction protein ZO-1  

Q9Z0E6 3 1,15E-04 Guanylate-binding protein 2  

Q8C483 3 1,09E-04 Seryl-aminoacyl-tRNA synthetase  

Q8BZ98 3 1,09E-04 Dynamin-3  

Q9QYJ0 3 1,09E-04 DnaJ homolog subfamily A member 2  

A0A494BB89 3 1,09E-04 Asparaginyl-tRNA synthetase  

Q1ERP8 3 1,09E-04 CMRF35-like molecule 9  

P61222 3 1,02E-04 ATP-binding cassette sub-family E member 1  

Q8R1F1 3 1,02E-04 Protein Niban 2  

Z4YJF5 2 1,02E-04 Myomesin-1  

Q8C166 2 1,02E-04 Copine-1  

Q4ZJN1 3 9,50E-05 Complement C1q and tumor necrosis factor-related protein 9  

Q9WUA2 2 9,50E-05 Phenylalanine--tRNA ligase beta subunit  

Q3THE2 2 9,50E-05 Myosin regulatory light chain 12B  

E9QNL5 2 9,50E-05 Sulfotransferase  
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A0A494B8Y7 3 8,82E-05 AHNAK nucleoprotein (desmoyokin)  

A0A1B0GS58 3 8,82E-05 Glutaredoxin-3  

Q91WK2 2 8,82E-05 Eukaryotic translation initiation factor 3 subunit H  

Q3UVT7 2 8,82E-05 Palmdelphin  

Q9CZ30 2 8,82E-05 Obg-like ATPase 1  

Q9CQW1 2 8,82E-05 Synaptobrevin homolog YKT6  

P06684 2 8,82E-05 Complement C5  

Q3U962 3 8,15E-05 Collagen alpha-2(V) chain  

P01639 3 8,15E-05 Ig kappa chain V-V region MOPC 41  

A0A075B5R1 3 8,15E-05 Immunoglobulin heavy variable 5-17 (Fragment)  

G3X977 3 8,15E-05 Inter-alpha-trypsin inhibitor heavy chain H2  

Q6P8X1 3 8,15E-05 Sorting nexin-6  

B1B1A8 3 8,15E-05 Myosin light chain kinase, smooth muscle  

P53996 3 8,15E-05 Cellular nucleic acid-binding protein  

Q8C0C7 3 8,15E-05 Phenylalanine--tRNA ligase alpha subunit  

E9Q4K7 2 8,15E-05 Kinesin family member 13B  

Q8BFY9 2 8,15E-05 Transportin-1  

Q60823 2 8,15E-05 RAC-beta serine/threonine-protein kinase  

Q6A0A9 2 8,15E-05 Constitutive coactivator of PPAR-gamma-like protein 1  

Q62418 3 7,47E-05 Drebrin-like protein  

Q9CXW3 3 7,47E-05 Calcyclin-binding protein  

E9Q6P5 2 7,47E-05 Tetratricopeptide repeat protein 7B  

Q8BND5 2 7,47E-05 Sulfhydryl oxidase 1  

Q8C0E2 2 7,47E-05 Vacuolar protein sorting-associated protein 26B  

A2A864 2 7,47E-05 Integrin beta  

P61087 3 6,79E-05 Ubiquitin-conjugating enzyme E2 K  

P62264 3 6,79E-05 40S ribosomal protein S14  

Q8CBB7 2 6,79E-05 AP-1 complex subunit gamma  

A2AH25 2 6,79E-05 Rho GTPase-activating protein 1  

Q5PR72 2 6,79E-05 Phosphodiesterase  

Q8BZH8 2 6,79E-05 Seminal vesicle secretory protein 3B  
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O35345 2 6,79E-05 Importin subunit alpha-7  

Q640N1 2 6,79E-05 Adipocyte enhancer-binding protein 1  

E9Q309 2 6,79E-05 Centrosome-associated protein 350  

A0A5F8MP96 3 6,11E-05 Septin-4  

P97379 3 6,11E-05 Ras GTPase-activating protein-binding protein 2  

Q8BJW6 3 6,11E-05 Eukaryotic translation initiation factor 2A  

Q8CBA2 3 6,11E-05 Schlafen family member 5  

B7ZNL2 2 6,11E-05 Nap1l4 protein  

Q8C7J6 2 6,11E-05 Potassium channel tetramerisation domain-containing 12b  

Q99K70 2 6,11E-05 Ras-related GTP-binding protein C  

Q8BJE2 2 6,11E-05 Butyrophilin-like protein 9  

P32261 2 6,11E-05 Antithrombin-III  

Q8R050 2 6,11E-05 Eukaryotic peptide chain release factor GTP-binding subunit ERF3A  

O35382 2 6,11E-05 Exocyst complex component 4  

A0A0R4J1B0 2 6,11E-05 Troponin T, fast skeletal muscle  

P01592 3 5,43E-05 Immunoglobulin J chain  

P14069 3 5,43E-05 Protein S100-A6  

P61514 3 5,43E-05 60S ribosomal protein L37a  

Q8K0L9 2 5,43E-05 Zinc finger and BTB domain-containing protein 20  

Q6NZD2 2 5,43E-05 Sorting nexin-1  

Q8BMS4 2 5,43E-05 Ubiquinone biosynthesis O-methyltransferase, mitochondrial  

A0A140T8P9 2 5,43E-05 Immunoglobulin kappa variable 14-111 (Fragment)  

B2RQC6 2 5,43E-05 CAD protein  

Q9WVJ2 2 5,43E-05 26S proteasome non-ATPase regulatory subunit 13  

Q9D883 2 5,43E-05 Splicing factor U2AF 35 kDa subunit  

G3X972 2 5,43E-05 Sec24-related gene family, member C (S. cerevisiae)  

A0A0R4J0B4 2 5,43E-05 N-acylneuraminate cytidylyltransferase  

Q9JLI2 2 5,43E-05 Collagen type V alpha 3 chain  

J3QNU6 2 5,43E-05 Beta-arrestin-1  

Q9CX56 2 5,43E-05 26S proteasome non-ATPase regulatory subunit 8  

P12815 2 5,43E-05 Programmed cell death protein 6  
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Q69ZX8 2 5,43E-05 Actin-binding LIM protein 3  

D6RIJ2 3 4,75E-05 Phenylalanine--tRNA ligase alpha subunit  

P62334 2 4,75E-05 26S proteasome regulatory subunit 10B  

Q9JL62 2 4,75E-05 Glycolipid transfer protein  

Q6NXL1 2 4,75E-05 Sec24-related gene family, member D (S. cerevisiae)  

E9Q5H2 2 4,75E-05 Acidic leucine-rich nuclear phosphoprotein 32 family member E (Fragment)  

A0A0F6AIX5 2 4,75E-05 Lipid droplet-associated hydrolase  

Q61133 2 4,75E-05 Glutathione S-transferase theta-2  

Q6NSR8 2 4,75E-05 Probable aminopeptidase NPEPL1  

Q8BHZ0 2 4,75E-05 CYFIP-related Rac1 interactor A  

Q9DBB8 2 4,75E-05 Trans-1,2-dihydrobenzene-1,2-diol dehydrogenase  

Q3UW53 2 4,75E-05 Protein Niban 1  

P35550 2 4,75E-05 rRNA 2'-O-methyltransferase fibrillarin  

Q6PDL0 3 4,07E-05 Cytoplasmic dynein 1 light intermediate chain 2  
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7.5. Anexo 5. Proteínas diferencialmente abundantes en proteomas mitocondriales, iWAT 

Proteínas con abundancia significativamente incrementada en mitocondrias HFD+SANA de iWAT (Mus musculus)  

 ID UniProt 

Señal 

normalizada 

(HFD + 

SANA) 

Señal 

normalizada 

(HFD) 

Tasa de 

cambio 
Valor p Descripción 

P09470 5,15E-04 8,69E-05 5,93 7,03E-03 Angiotensin-converting enzyme  

G3X8X6 5,22E-04 9,56E-05 5,46 9,69E-03 Sialoadhesin  

O08807 3,47E-04 6,90E-05 5,02 2,60E-04 Peroxiredoxin-4  

Q544X6 6,35E-04 1,42E-04 4,48 4,12E-03 Ferrochelatase  

Q3TCN2 4,30E-04 1,04E-04 4,15 3,55E-03 Putative phospholipase B-like 2  

Q9WU79 7,53E-04 1,90E-04 3,96 1,63E-02 Proline dehydrogenase 1, mitochondrial  

Q8BHC4 3,41E-04 8,95E-05 3,81 9,29E-03 Dephospho-CoA kinase domain-containing protein  

Q8CJ91 4,13E-04 1,11E-04 3,74 1,38E-03 CD209 antigen-like protein B  

Q9DBG1 3,06E-04 8,28E-05 3,70 7,36E-05 Sterol 26-hydroxylase, mitochondrial  

Q60648 3,26E-04 1,04E-04 3,15 2,40E-02 Ganglioside GM2 activator  

Q8R086 8,13E-04 2,60E-04 3,13 3,87E-03 Sulfite oxidase, mitochondrial  

S4R1M0 4,98E-04 1,63E-04 3,05 2,06E-03 Receptor-type tyrosine-protein phosphatase C  

P52196 3,58E-04 1,19E-04 3,02 9,45E-03 Thiosulfate sulfurtransferase  

A2A7A7 1,12E-03 3,82E-04 2,92 6,88E-04 GDH/6PGL endoplasmic bifunctional protein  

P08905 4,39E-04 1,51E-04 2,90 6,65E-03 Lysozyme C-2  

A0A0A0MQ70 4,11E-04 1,43E-04 2,89 1,96E-02 Solute carrier family 25 member 35  

P98192 4,32E-04 1,50E-04 2,88 3,08E-03 Dihydroxyacetone phosphate acyltransferase  

Q99LY9 3,83E-04 1,33E-04 2,87 5,23E-03 NADH dehydrogenase [ubiquinone] iron-sulfur protein 5  

P61022 3,52E-04 1,23E-04 2,86 1,93E-02 Calcineurin B homologous protein 1  

P11835 4,98E-04 1,75E-04 2,85 2,78E-02 Integrin beta-2  

Q9ESW4 5,50E-04 2,04E-04 2,70 4,42E-03 Acylglycerol kinase, mitochondrial  

Q61578 3,08E-04 1,15E-04 2,68 1,36E-02 NADPH:adrenodoxin oxidoreductase, mitochondrial  
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Q5U458 6,65E-04 2,57E-04 2,59 1,17E-03 DnaJ homolog subfamily C member 11  

A0A0A6YVR9 3,37E-04 1,31E-04 2,57 8,67E-03 SURF1-like protein (Fragment)  

O88531 5,98E-04 2,37E-04 2,53 3,19E-02 Palmitoyl-protein thioesterase 1  

Q80YQ1 4,67E-04 1,86E-04 2,52 4,59E-03 Thrombospondin-1  

Q61586 4,78E-04 1,90E-04 2,51 2,62E-02 Glycerol-3-phosphate acyltransferase 1, mitochondrial  

P20060 6,63E-04 2,65E-04 2,51 2,56E-02 Beta-hexosaminidase subunit beta  

Q60994 3,38E-04 1,36E-04 2,48 1,00E-05 Adiponectin  

Q9DB73 4,13E-04 1,67E-04 2,47 1,96E-02 NADH-cytochrome b5 reductase 1  

Q9DBM2 9,96E-04 4,07E-04 2,45 2,69E-03 Peroxisomal bifunctional enzyme  

O08795 4,64E-04 1,91E-04 2,43 8,38E-03 Glucosidase 2 subunit beta  

Q9DAM5 3,96E-04 1,65E-04 2,40 1,78E-03 Mitochondrial thiamine pyrophosphate carrier  

Q9DCV4 4,61E-04 1,93E-04 2,38 5,62E-04 Regulator of microtubule dynamics protein 1  

Q924L1 4,11E-04 1,76E-04 2,34 6,85E-03 LETM1 domain-containing protein 1  

Q99KP6 3,52E-04 1,51E-04 2,34 3,18E-02 Pre-mRNA-processing factor 19  

Q99JR1 6,66E-04 2,90E-04 2,30 3,01E-04 Sideroflexin-1  

P51863 3,60E-04 1,57E-04 2,29 2,09E-02 V-type proton ATPase subunit d 1  

Q8K4Z3 4,66E-04 2,04E-04 2,29 3,92E-03 NAD(P)H-hydrate epimerase  

Q925I1 8,80E-04 3,88E-04 2,27 1,79E-03 ATPase family AAA domain-containing protein 3  

P47791 3,21E-04 1,42E-04 2,26 6,87E-04 Glutathione reductase, mitochondrial  

Q8BWF0 8,15E-04 3,62E-04 2,25 3,38E-02 Succinate-semialdehyde dehydrogenase, mitochondrial  

Q8BHN3 1,74E-03 7,78E-04 2,24 1,91E-04 Neutral alpha-glucosidase AB  

Q8BP40 5,78E-04 2,59E-04 2,23 1,16E-02 Lysophosphatidic acid phosphatase type 6  

O88342 6,00E-04 2,72E-04 2,20 1,43E-02 WD repeat-containing protein 1  

Q99KE1 5,42E-04 2,49E-04 2,18 8,45E-03 NAD-dependent malic enzyme, mitochondrial  

Q8K370 8,91E-04 4,09E-04 2,18 1,99E-03 Acyl-CoA dehydrogenase family member 10  

Q9DBF1 6,01E-04 2,78E-04 2,16 3,01E-02 Alpha-aminoadipic semialdehyde dehydrogenase  

A2AL20 1,02E-03 4,76E-04 2,14 5,40E-03 Catalase  

Q80XL6 5,59E-04 2,63E-04 2,13 1,78E-03 Acyl-CoA dehydrogenase family member 11  

Q99LB7 1,00E-03 4,73E-04 2,12 2,54E-02 Sarcosine dehydrogenase, mitochondrial  

Q8BJ64 1,33E-03 6,26E-04 2,12 2,52E-02 Choline dehydrogenase, mitochondrial  

Q91W90 4,50E-04 2,13E-04 2,11 1,64E-02 Thioredoxin domain-containing protein 5  
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Q9JHW2 3,62E-04 1,72E-04 2,11 2,58E-02 Omega-amidase NIT2  

Q3UJU9 3,71E-04 1,76E-04 2,10 2,42E-02 Regulator of microtubule dynamics protein 3  

K9J7B2 5,58E-04 2,67E-04 2,09 1,89E-02 UDP-glucuronosyltransferase  

G3XA66 6,79E-04 3,27E-04 2,08 1,08E-02 Metaxin-1 (Fragment)  

P23780 7,78E-04 3,79E-04 2,05 1,19E-02 Beta-galactosidase  

Q99J39 6,23E-04 3,04E-04 2,05 5,14E-03 Malonyl-CoA decarboxylase, mitochondrial  

Q8BFZ9 3,71E-04 1,82E-04 2,04 6,70E-03 Erlin-2  

P50427 3,30E-04 1,63E-04 2,03 9,50E-04 Steryl-sulfatase  

Q8K411 1,65E-03 8,16E-04 2,02 7,19E-03 Presequence protease, mitochondrial  

E9QL80 5,54E-04 2,74E-04 2,02 8,80E-04 Acyl-CoA:lysophosphatidylglycerol acyltransferase 1  

E9QPX3 5,86E-04 2,93E-04 2,00 2,55E-02 NADH dehydrogenase [ubiquinone] iron-sulfur protein 4, mitochondrial  

Q80U63 5,80E-04 2,92E-04 1,99 1,13E-02 Mitofusin-2  

Q91ZE0 6,64E-04 3,35E-04 1,98 9,46E-03 Trimethyllysine dioxygenase, mitochondrial  

Q62087 6,61E-04 3,36E-04 1,97 4,49E-03 Serum paraoxonase/lactonase 3  

P52503 5,05E-04 2,57E-04 1,97 1,82E-02 NADH dehydrogenase [ubiquinone] iron-sulfur protein 6, mitochondrial  

A0A0R4J0U5 1,29E-03 6,57E-04 1,97 1,46E-03 ATP-binding cassette sub-family D member 2  

Q3TL44 1,10E-03 5,71E-04 1,93 1,25E-02 NLR family member X1  

Q64435 4,96E-04 2,58E-04 1,92 1,77E-02 UDP-glucuronosyltransferase 1-6  

Q9QWR8 5,40E-04 2,84E-04 1,91 2,44E-02 Alpha-N-acetylgalactosaminidase  

P97370 3,90E-04 2,05E-04 1,90 5,93E-03 Sodium/potassium-transporting ATPase subunit beta-3  

Q3UZX5 3,72E-04 1,96E-04 1,90 2,42E-02 Alpha-galactosidase  

Q6GQT9 6,20E-04 3,28E-04 1,89 1,70E-04 Nodal modulator 1  

O88441 5,53E-04 2,92E-04 1,89 1,60E-03 Metaxin-2  

A0A0R4J094 4,21E-04 2,23E-04 1,89 1,96E-02 Fumarylacetoacetate hydrolase domain-containing 2A  

Q9CXT8 6,72E-04 3,56E-04 1,89 1,39E-02 Mitochondrial-processing peptidase subunit beta  

Q9D6M3 5,43E-04 2,88E-04 1,88 2,06E-02 Mitochondrial glutamate carrier 1  

Q91Z53 4,26E-04 2,26E-04 1,88 3,17E-02 Glyoxylate reductase/hydroxypyruvate reductase  

G5E8T9 4,47E-04 2,39E-04 1,87 3,49E-02 Hydroxyacylglutathione hydrolase, mitochondrial  

P99027 3,08E-04 1,65E-04 1,87 4,79E-03 60S acidic ribosomal protein P2  

D3YZZ5 3,56E-04 1,91E-04 1,86 1,18E-02 Transmembrane p24-trafficking protein 7  

P24270 2,54E-03 1,37E-03 1,86 7,21E-04 Catalase  
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E9Q5B5 7,98E-04 4,32E-04 1,84 2,95E-02 Hexokinase-2  

Q9QZA0 8,92E-04 4,84E-04 1,84 6,80E-03 Carbonic anhydrase 5B, mitochondrial  

G5E814 4,14E-04 2,25E-04 1,84 5,44E-04 NADH dehydrogenase [ubiquinone] 1 alpha subcomplex subunit 11  

H7BX01 1,07E-03 5,81E-04 1,84 3,21E-02 Dynamin-like 120 kDa protein, mitochondrial  

Q8BG51 4,12E-04 2,24E-04 1,84 8,27E-03 Mitochondrial Rho GTPase 1  

D3Z7X0 8,73E-04 4,77E-04 1,83 5,05E-03 Acyl-Coenzyme A dehydrogenase family, member 12  

A0A0R4J0Z1 1,13E-03 6,19E-04 1,82 1,83E-02 Protein disulfide-isomerase A4  

Q9DCT2 1,18E-03 6,50E-04 1,82 1,21E-02 NADH dehydrogenase [ubiquinone] iron-sulfur protein 3, mitochondrial  

Q9DCJ5 8,03E-04 4,43E-04 1,81 2,83E-03 NADH dehydrogenase [ubiquinone] 1 alpha subcomplex subunit 8  

Q9WV54 8,46E-04 4,75E-04 1,78 2,57E-02 Acid ceramidase  

P10605 1,51E-03 8,45E-04 1,78 2,22E-02 Cathepsin B  

Q8BGT5 4,70E-04 2,64E-04 1,78 1,66E-02 Alanine aminotransferase 2  

P55096 6,63E-04 3,73E-04 1,78 3,13E-02 ATP-binding cassette sub-family D member 3  

Q9WVC3 4,00E-04 2,26E-04 1,77 4,34E-03 Caveolin-2  

O35857 5,76E-04 3,26E-04 1,77 3,10E-02 Mitochondrial import inner membrane translocase subunit TIM44  

P17439 3,39E-04 1,92E-04 1,77 1,16E-02 Lysosomal acid glucosylceramidase  

A2A848 1,73E-03 9,79E-04 1,76 1,30E-03 Peroxisomal acyl-coenzyme A oxidase 1 (Fragment)  

Q9R0H0 1,92E-03 1,10E-03 1,76 9,84E-04 Peroxisomal acyl-coenzyme A oxidase 1  

Q64133 9,06E-04 5,21E-04 1,74 3,46E-02 Amine oxidase [flavin-containing] A  

Q8VE95 3,22E-04 1,85E-04 1,74 5,49E-03 UPF0598 protein C8orf82 homolog  

Q791V5 1,01E-03 5,83E-04 1,74 2,06E-03 Mitochondrial carrier homolog 2  

Q91VA6 3,39E-04 1,95E-04 1,74 2,82E-02 Polymerase delta-interacting protein 2  

Q9DC61 1,07E-03 6,23E-04 1,72 4,96E-03 Mitochondrial-processing peptidase subunit alpha  

P18572 6,07E-04 3,55E-04 1,71 9,89E-04 Basigin  

Q9Z0X1 1,70E-03 9,97E-04 1,71 3,57E-03 Apoptosis-inducing factor 1, mitochondrial  

Q9CQ75 4,69E-04 2,75E-04 1,71 8,43E-03 NADH dehydrogenase [ubiquinone] 1 alpha subcomplex subunit 2  

P99028 3,30E-04 1,94E-04 1,70 8,39E-03 Cytochrome b-c1 complex subunit 6, mitochondrial  

Q60931 1,01E-03 5,95E-04 1,70 1,23E-02 Voltage-dependent anion-selective channel protein 3  

Q9CR61 5,85E-04 3,45E-04 1,70 3,57E-02 NADH dehydrogenase [ubiquinone] 1 beta subcomplex subunit 7  

A0A0R3P9C8 1,62E-03 9,55E-04 1,70 6,53E-03 
NADH dehydrogenase [ubiquinone] 1 alpha subcomplex subunit 9, 
mitochondrial  
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P17047 3,38E-04 2,01E-04 1,68 1,51E-02 Lysosome-associated membrane glycoprotein 2  

P09103 2,58E-03 1,55E-03 1,67 2,02E-02 Protein disulfide-isomerase  

Q9D855 1,03E-03 6,20E-04 1,66 8,60E-03 Cytochrome b-c1 complex subunit 7  

A0A0N4SUM2 4,33E-04 2,61E-04 1,66 2,75E-02 Heterogeneous nuclear ribonucleoproteins A2/B1 (Fragment)  

Q99P72 5,78E-04 3,48E-04 1,66 8,27E-03 Reticulon-4  

Q8VCT4 2,42E-03 1,46E-03 1,66 7,70E-03 Carboxylesterase 1D  

Q64521 2,48E-03 1,50E-03 1,66 2,95E-02 Glycerol-3-phosphate dehydrogenase, mitochondrial  

P56391 5,39E-04 3,25E-04 1,66 8,82E-03 Cytochrome c oxidase subunit 6B1  

A2AQR0 2,46E-03 1,48E-03 1,66 2,96E-02 Glycerol-3-phosphate dehydrogenase  

Q9CZB0 3,97E-04 2,40E-04 1,66 6,62E-03 Succinate dehydrogenase cytochrome b560 subunit, mitochondrial  

A0A286YD12 1,32E-03 7,98E-04 1,65 8,27E-03 Neurolysin, mitochondrial  

I7HJR3 4,28E-04 2,59E-04 1,65 4,65E-03 Beta-2-glycoprotein 1 (Fragment)  

G3UX26 1,06E-03 6,40E-04 1,65 8,60E-03 Voltage-dependent anion-selective channel protein 2  

Q8BH59 1,04E-03 6,35E-04 1,64 2,22E-02 Calcium-binding mitochondrial carrier protein Aralar1  

P09671 1,21E-03 7,35E-04 1,64 5,21E-03 Superoxide dismutase [Mn], mitochondrial  

E9PWN2 1,27E-03 7,78E-04 1,63 3,09E-02 Isoleucine--tRNA ligase, mitochondrial  

E9Q7L0 7,70E-04 4,72E-04 1,63 2,15E-02 Oxoglutarate dehydrogenase-like  

Q60932 1,80E-03 1,10E-03 1,63 1,03E-02 Voltage-dependent anion-selective channel protein 1  

P29758 1,48E-03 9,09E-04 1,63 2,72E-03 Ornithine aminotransferase, mitochondrial  

Q60930 1,07E-03 6,59E-04 1,63 6,29E-03 Voltage-dependent anion-selective channel protein 2  

Q9D0M3 1,46E-03 9,01E-04 1,62 1,07E-02 Cytochrome c1, heme protein, mitochondrial  

Q9R0X4 7,57E-04 4,68E-04 1,62 2,36E-02 Acyl-coenzyme A thioesterase 9, mitochondrial  

O35114 5,22E-04 3,24E-04 1,61 1,00E-02 Lysosome membrane protein 2  

Q8CHT0 1,00E-03 6,22E-04 1,61 1,85E-02 Delta-1-pyrroline-5-carboxylate dehydrogenase, mitochondrial  

Q8VCH0 8,11E-04 5,04E-04 1,61 2,63E-02 3-ketoacyl-CoA thiolase B, peroxisomal  

F2Z471 1,60E-03 9,94E-04 1,61 1,25E-02 Voltage-dependent anion-selective channel protein 1  

Q64433 6,15E-04 3,83E-04 1,61 1,49E-02 10 kDa heat shock protein, mitochondrial  

B1AWZ5 7,67E-04 4,77E-04 1,61 3,56E-03 Protein NipSnap homolog 3B  

Q9DBH5 4,79E-04 2,99E-04 1,60 1,96E-02 Vesicular integral-membrane protein VIP36  

Q9WTP6 1,85E-03 1,16E-03 1,60 1,16E-02 Adenylate kinase 2, mitochondrial  

P70404 1,19E-03 7,47E-04 1,60 3,30E-03 Isocitrate dehydrogenase [NAD] subunit gamma 1, mitochondrial  
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Q8BW75 1,37E-03 8,57E-04 1,60 1,40E-02 Amine oxidase [flavin-containing] B  

P61922 1,24E-03 7,79E-04 1,59 1,22E-02 4-aminobutyrate aminotransferase, mitochondrial  

E9Q6M6 3,36E-04 2,11E-04 1,59 1,05E-02 Mitochondrial glutamate carrier 1  

Q9CPY7 1,01E-03 6,36E-04 1,59 7,83E-03 Cytosol aminopeptidase  

Q9CZ13 2,76E-03 1,73E-03 1,59 5,08E-03 Cytochrome b-c1 complex subunit 1, mitochondrial  

Q9CW42 7,84E-04 4,93E-04 1,59 1,91E-02 Mitochondrial amidoxime-reducing component 1  

Q99LP6 7,58E-04 4,77E-04 1,59 4,50E-03 GrpE protein homolog 1, mitochondrial  

Q8K1R3 5,11E-04 3,22E-04 1,59 1,31E-02 Polyribonucleotide nucleotidyltransferase 1, mitochondrial  

Q3U125 7,40E-04 4,66E-04 1,59 1,31E-02 Peroxiredoxin-like 2A  

Q91YP2 1,32E-03 8,33E-04 1,59 1,85E-02 Neurolysin, mitochondrial  

A0A0R4J275 7,22E-04 4,56E-04 1,58 3,43E-02 NADH dehydrogenase [ubiquinone] 1 alpha subcomplex subunit 12  

P16332 1,65E-03 1,04E-03 1,58 1,15E-02 Methylmalonyl-CoA mutase, mitochondrial  

Q91YT0 1,95E-03 1,23E-03 1,58 3,08E-03 NADH dehydrogenase [ubiquinone] flavoprotein 1, mitochondrial  

Q8CGK3 1,19E-03 7,53E-04 1,57 1,98E-02 Lon protease homolog, mitochondrial  

A0A0M3HEQ0 8,32E-04 5,30E-04 1,57 2,14E-02 Thioredoxin reductase 2, mitochondrial  

P35486 1,66E-03 1,06E-03 1,57 7,20E-04 

Pyruvate dehydrogenase E1 component subunit alpha, somatic form, 

mitochondrial  

Q9CQ69 5,39E-04 3,43E-04 1,57 2,84E-02 Cytochrome b-c1 complex subunit 8  

Q9CRD0 5,14E-04 3,28E-04 1,57 2,87E-02 OCIA domain-containing protein 1  

Q8BGH2 1,15E-03 7,35E-04 1,56 1,86E-02 Sorting and assembly machinery component 50 homolog  

Q8BIJ6 1,91E-03 1,22E-03 1,56 2,91E-02 Isoleucine--tRNA ligase, mitochondrial  

Q8JZQ2 4,68E-04 3,00E-04 1,56 2,47E-02 AFG3-like protein 2  

Q9JHI5 1,57E-03 1,01E-03 1,56 2,03E-02 Isovaleryl-CoA dehydrogenase, mitochondrial  

Q8R164 9,63E-04 6,21E-04 1,55 1,29E-02 Valacyclovir hydrolase  

Q9CQA3 1,41E-03 9,11E-04 1,55 8,06E-03 Succinate dehydrogenase [ubiquinone] iron-sulfur subunit, mitochondrial  

P08228 4,05E-04 2,62E-04 1,55 1,95E-02 Superoxide dismutase [Cu-Zn]  

O88569 1,03E-03 6,65E-04 1,55 2,96E-02 Heterogeneous nuclear ribonucleoproteins A2/B1  

P97742 1,18E-03 7,66E-04 1,54 2,31E-02 Carnitine O-palmitoyltransferase 1, liver isoform  

O35855 1,31E-03 8,47E-04 1,54 7,30E-03 Branched-chain-amino-acid aminotransferase, mitochondrial  

P20108 1,25E-03 8,14E-04 1,53 1,38E-02 Thioredoxin-dependent peroxide reductase, mitochondrial  

E9QK82 1,38E-03 9,01E-04 1,53 9,43E-03 Myelin protein P0  
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Q9DCS9 6,64E-04 4,34E-04 1,53 3,36E-02 NADH dehydrogenase [ubiquinone] 1 beta subcomplex subunit 10  

Q9DBL1 9,13E-04 5,98E-04 1,52 2,82E-02 Short/branched chain specific acyl-CoA dehydrogenase, mitochondrial  

Q6PB66 2,14E-03 1,40E-03 1,52 1,99E-02 Leucine-rich PPR motif-containing protein, mitochondrial  

Q3TML0 8,50E-04 5,59E-04 1,52 2,37E-02 Protein disulfide-isomerase A6  

P14483 6,63E-04 4,36E-04 1,52 1,50E-02 H-2 class II histocompatibility antigen, A beta chain  

Q8K2B3 3,22E-03 2,13E-03 1,52 6,43E-03 Succinate dehydrogenase [ubiquinone] flavoprotein subunit, mitochondrial  

O89053 7,18E-04 4,74E-04 1,51 1,24E-02 Coronin-1A  

Q5SX46 7,27E-04 4,80E-04 1,51 6,00E-03 Mitochondrial 2-oxoglutarate/malate carrier protein (Fragment)  

A0A494BAZ4 4,76E-04 3,15E-04 1,51 7,16E-04 Peroxiredoxin (Fragment)  

Q9CQC7 4,92E-04 3,26E-04 1,51 2,77E-02 NADH dehydrogenase [ubiquinone] 1 beta subcomplex subunit 4  

Q3UJQ9 2,27E-03 1,50E-03 1,51 1,60E-02 Succinyl-CoA:3-ketoacid-coenzyme A transferase  

Q9QYA2 4,58E-04 3,05E-04 1,51 9,21E-03 Mitochondrial import receptor subunit TOM40 homolog  

Q9CR62 9,88E-04 6,58E-04 1,50 4,18E-03 Mitochondrial 2-oxoglutarate/malate carrier protein  

Q9CQF9 7,66E-04 5,12E-04 1,50 3,28E-02 Prenylcysteine oxidase  

Q8BMF4 1,52E-03 1,02E-03 1,49 1,14E-02 
Dihydrolipoyllysine-residue acetyltransferase component of pyruvate 
dehydrogenase complex, mitochondrial  

Q9DCN2 1,40E-03 9,37E-04 1,49 1,12E-02 NADH-cytochrome b5 reductase 3  

P51881 3,13E-03 2,10E-03 1,49 1,78E-02 ADP/ATP translocase 2  

Q9D172 1,09E-03 7,35E-04 1,49 4,51E-03 

Glutamine amidotransferase-like class 1 domain-containing protein 3A, 

mitochondrial  

Q9CQZ5 4,98E-04 3,35E-04 1,49 5,24E-04 NADH dehydrogenase [ubiquinone] 1 alpha subcomplex subunit 6  

Q9D051 9,97E-04 6,73E-04 1,48 6,12E-03 Pyruvate dehydrogenase E1 component subunit beta, mitochondrial  

Q60597 4,44E-03 3,00E-03 1,48 7,74E-03 2-oxoglutarate dehydrogenase, mitochondrial  

E9Q8G8 6,57E-04 4,45E-04 1,48 3,45E-02 Protein disulfide-isomerase  

Q9D0K2 2,49E-03 1,69E-03 1,47 2,12E-02 Succinyl-CoA:3-ketoacid coenzyme A transferase 1, mitochondrial  

P48962 2,90E-03 1,97E-03 1,47 1,29E-02 ADP/ATP translocase 1  

Z4YJV4 4,25E-03 2,89E-03 1,47 7,51E-03 2-oxoglutarate dehydrogenase, mitochondrial  

Q8K1Z0 4,13E-04 2,82E-04 1,47 2,11E-02 Ubiquinone biosynthesis protein COQ9, mitochondrial  

Q9EQ20 3,27E-03 2,24E-03 1,46 7,86E-03 Methylmalonate-semialdehyde dehydrogenase [acylating], mitochondrial  

Q01339 1,16E-03 7,93E-04 1,46 1,45E-03 Beta-2-glycoprotein 1  

P17751 7,31E-04 5,02E-04 1,45 3,32E-02 Triosephosphate isomerase  

P47738 3,89E-03 2,68E-03 1,45 2,89E-02 Aldehyde dehydrogenase, mitochondrial  
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O88844 7,02E-04 4,84E-04 1,45 2,31E-02 Isocitrate dehydrogenase [NADP] cytoplasmic  

Q9DB60 4,83E-04 3,34E-04 1,45 3,31E-03 Prostamide/prostaglandin F synthase  

Q99KI0 4,11E-03 2,84E-03 1,45 1,90E-03 Aconitate hydratase, mitochondrial  

H7BX88 1,68E-03 1,16E-03 1,45 2,82E-02 Carnitine O-acetyltransferase  

Q9R257 4,13E-04 2,86E-04 1,45 5,66E-03 Heme-binding protein 1  

Q8JZU2 1,21E-03 8,42E-04 1,44 2,85E-02 Tricarboxylate transport protein, mitochondrial  

Q99LB2 5,78E-04 4,02E-04 1,44 2,31E-02 Dehydrogenase/reductase SDR family member 4  

Q9D881 8,29E-04 5,76E-04 1,44 2,43E-02 Cytochrome c oxidase subunit 5B, mitochondrial  

Q9CRB9 7,16E-04 4,99E-04 1,43 1,12E-02 MICOS complex subunit Mic19  

P54071 1,80E-03 1,26E-03 1,43 8,13E-03 Isocitrate dehydrogenase [NADP], mitochondrial  

A0A0G2JFQ0 1,69E-03 1,18E-03 1,43 2,51E-02 Aldehyde dehydrogenase, mitochondrial (Fragment)  

P52825 3,48E-03 2,44E-03 1,43 1,47E-02 Carnitine O-palmitoyltransferase 2, mitochondrial  

Q9R112 7,91E-04 5,54E-04 1,43 2,17E-02 Sulfide:quinone oxidoreductase, mitochondrial  

Q3ULD5 2,41E-03 1,69E-03 1,43 3,31E-02 Methylcrotonoyl-CoA carboxylase beta chain, mitochondrial  

Q9ESU7 6,19E-04 4,39E-04 1,41 7,78E-03 Amino acid transporter  

P56395 5,69E-04 4,04E-04 1,41 1,90E-02 Cytochrome b5  

A0A140T8J4 4,22E-04 3,00E-04 1,41 1,04E-03 Heme-binding protein 1  

Q9DB77 2,02E-03 1,44E-03 1,40 2,18E-03 Cytochrome b-c1 complex subunit 2, mitochondrial  

Q9CQX2 7,14E-04 5,12E-04 1,40 1,01E-03 Cytochrome b5 type B  

A0A0G2JF23 1,26E-03 9,06E-04 1,40 1,42E-02 Malate dehydrogenase (Fragment)  

P62897 1,56E-03 1,12E-03 1,39 1,07E-02 Cytochrome c, somatic  

P10852 7,89E-04 5,66E-04 1,39 1,12E-02 4F2 cell-surface antigen heavy chain  

P38647 3,87E-03 2,78E-03 1,39 6,83E-03 Stress-70 protein, mitochondrial  

A0A0U1RP81 2,16E-03 1,55E-03 1,39 2,71E-02 MICOS complex subunit MIC60  

Q8QZT1 1,47E-03 1,06E-03 1,39 2,35E-03 Acetyl-CoA acetyltransferase, mitochondrial  

Q99JI6 7,22E-04 5,20E-04 1,39 2,13E-02 Ras-related protein Rap-1b  

P53395 1,39E-03 1,00E-03 1,39 4,29E-03 
Lipoamide acyltransferase component of branched-chain alpha-keto acid 
dehydrogenase complex, mitochondrial  

Q921G7 2,59E-03 1,87E-03 1,38 2,71E-02 Electron transfer flavoprotein-ubiquinone oxidoreductase, mitochondrial  

Q9D023 7,74E-04 5,59E-04 1,38 1,04E-02 Mitochondrial pyruvate carrier 2  

A0A0R4J083 2,47E-03 1,79E-03 1,38 1,78E-02 Long-chain-specific acyl-CoA dehydrogenase, mitochondrial  
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A0A1L1STE6 1,66E-03 1,20E-03 1,38 8,78E-03 Isocitrate dehydrogenase [NAD] subunit, mitochondrial  

E9Q800 3,71E-03 2,69E-03 1,38 9,87E-03 MICOS complex subunit MIC60  

Q9D2G2 8,71E-04 6,34E-04 1,37 3,07E-02 
Dihydrolipoyllysine-residue succinyltransferase component of 2-
oxoglutarate dehydrogenase complex, mitochondrial  

O09111 3,21E-04 2,34E-04 1,37 1,82E-02 
NADH dehydrogenase [ubiquinone] 1 beta subcomplex subunit 11, 
mitochondrial  

Q6PF96 2,57E-03 1,87E-03 1,37 3,13E-02 Electron transfer flavoprotein-ubiquinone oxidoreductase  

P01901 6,83E-04 5,00E-04 1,37 3,57E-03 H-2 class I histocompatibility antigen, K-B alpha chain  

Q91ZA3 2,64E-03 1,94E-03 1,37 5,11E-03 Propionyl-CoA carboxylase alpha chain, mitochondrial  

Q9CQE1 7,89E-04 5,78E-04 1,36 1,54E-02 Protein NipSnap homolog 3B  

Q8CAQ8 3,85E-03 2,83E-03 1,36 8,37E-03 MICOS complex subunit Mic60  

E9Q1J7 1,75E-03 1,29E-03 1,36 4,31E-03 Propionyl-CoA carboxylase beta chain, mitochondrial  

Q9DC70 5,07E-04 3,77E-04 1,35 2,41E-02 NADH dehydrogenase [ubiquinone] iron-sulfur protein 7, mitochondrial  

Q9CR68 8,95E-04 6,65E-04 1,35 9,29E-03 Cytochrome b-c1 complex subunit Rieske, mitochondrial  

Q9CPQ8 5,16E-04 3,83E-04 1,35 1,76E-02 ATP synthase subunit g, mitochondrial  

Q9QZD8 1,57E-03 1,17E-03 1,35 1,93E-02 Mitochondrial dicarboxylate carrier  

Q9DBS1 8,21E-04 6,12E-04 1,34 3,09E-03 Transmembrane protein 43  

A0A1W2P784 8,84E-04 6,62E-04 1,34 1,15E-02 Extended synaptotagmin-1 (Fragment)  

P12787 6,52E-04 4,91E-04 1,33 5,60E-03 Cytochrome c oxidase subunit 5A, mitochondrial  

Q78IK4 7,95E-04 6,02E-04 1,32 5,52E-03 MICOS complex subunit Mic27  

Q8VEM8 1,49E-03 1,13E-03 1,32 1,78E-04 Phosphate carrier protein, mitochondrial  

Q99MN9 1,85E-03 1,41E-03 1,31 5,15E-03 Propionyl-CoA carboxylase beta chain, mitochondrial  

Q99JB2 7,75E-04 5,91E-04 1,31 4,75E-03 Stomatin-like protein 2, mitochondrial  

P26443 2,77E-03 2,15E-03 1,28 5,07E-03 Glutamate dehydrogenase 1, mitochondrial  

Q922Q1 1,38E-03 1,08E-03 1,27 4,44E-03 Mitochondrial amidoxime reducing component 2  

A2A4I8 2,65E-03 2,09E-03 1,27 1,53E-03 Amine oxidase (Fragment)  

O70423 3,86E-03 3,06E-03 1,26 5,93E-03 Membrane primary amine oxidase  

P62874 9,97E-04 8,03E-04 1,24 3,07E-04 Guanine nucleotide-binding protein G(I)/G(S)/G(T) subunit beta-1  

G3UZP7 9,59E-04 7,96E-04 1,21 2,29E-03 H-2 class I histocompatibility antigen, D-K alpha chain  
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Proteínas con abundancia significativamente disminuida en mitocondrias de iWAT HFD+SANA (Mus musculus) 

 ID UniProt 

Señal 

normalizada 

(HFD + SANA) 

Señal 

normalizada 

(HFD) 

Tasa de 

cambio 
Valor p Descripción 

O35452 1,11E-04 1,01E-03 9,06 1,74E-02 Tenascin X  

A0A5F8MPH8 1,11E-04 9,84E-04 8,86 1,91E-02 Tenascin XB  

Q3UQ28 8,97E-05 7,69E-04 8,56 1,87E-02 Peroxidasin homolog  

A0A087WRP2 1,40E-04 1,20E-03 8,53 3,04E-03 Laminin subunit alpha-2  

Q60675 3,64E-04 2,89E-03 7,93 1,03E-03 Laminin subunit alpha-2  

A0A1W2P6L9 8,97E-05 6,95E-04 7,75 2,11E-02 Peroxidasin homolog  

Q8BJD1 9,20E-05 5,55E-04 6,04 3,88E-04 Inter-alpha-trypsin inhibitor heavy chain H5  

P28653 2,22E-04 1,13E-03 5,11 8,10E-03 Biglycan  

A0A1W2P7N3 1,77E-04 8,89E-04 5,02 8,14E-04 Laminin subunit alpha-2 (Fragment)  

Q62000 1,77E-04 8,29E-04 4,70 6,75E-03 Mimecan  

A0A286YCQ5 4,06E-04 1,81E-03 4,46 2,21E-03 Nidogen-2 (Fragment)  

O88322 4,59E-04 2,00E-03 4,35 1,89E-03 Nidogen-2  

A0A338P6K2 8,74E-04 3,69E-03 4,22 4,25E-04 Myosin-11  

P26231 1,40E-04 5,85E-04 4,17 8,05E-03 Catenin alpha-1  

A0A2R8VHF9 8,75E-04 3,61E-03 4,13 6,10E-04 Myosin-11  

P97298 9,96E-05 3,96E-04 3,97 4,89E-03 Pigment epithelium-derived factor  

P31324 9,11E-05 3,61E-04 3,96 1,96E-02 cAMP-dependent protein kinase type II-beta regulatory subunit  

Q99JR5 1,09E-04 4,26E-04 3,92 4,05E-04 Tubulointerstitial nephritis antigen-like  

P11087 2,78E-04 1,02E-03 3,68 1,43E-02 Collagen alpha-1(I) chain  

Q8R0Y6 1,95E-04 7,12E-04 3,64 1,70E-02 Cytosolic 10-formyltetrahydrofolate dehydrogenase  

Q61292 1,00E-03 3,62E-03 3,60 9,86E-04 Laminin subunit beta-2  

E9QN70 8,88E-04 3,17E-03 3,57 4,94E-04 Laminin subunit beta-1  

Q60710 9,80E-05 3,44E-04 3,51 2,98E-02 Deoxynucleoside triphosphate triphosphohydrolase SAMHD1  

P09405 1,37E-04 4,75E-04 3,46 5,64E-03 Nucleolin  

A0A571BDN7 1,20E-04 4,11E-04 3,41 9,28E-03 E3 ubiquitin-protein ligase NEDD4  
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P11983 1,29E-04 4,40E-04 3,41 9,79E-03 T-complex protein 1 subunit alpha  

P46935 1,80E-04 6,08E-04 3,37 1,26E-02 E3 ubiquitin-protein ligase NEDD4  

P51885 1,88E-04 6,32E-04 3,36 2,45E-02 Lumican  

Q8BLN5 1,08E-04 3,56E-04 3,29 3,66E-03 Lanosterol synthase  

E9QPU1 1,61E-04 5,25E-04 3,27 5,59E-04 von Willebrand factor  

J3QQ16 2,26E-03 7,33E-03 3,24 1,21E-03 Collagen, type VI, alpha 3  

E9PZ16 3,40E-03 1,10E-02 3,24 1,41E-03 
Basement membrane-specific heparan sulfate proteoglycan core 
protein  

E9PWQ3 2,28E-03 7,38E-03 3,23 1,14E-03 Collagen, type VI, alpha 3  

Q05793 2,69E-03 8,42E-03 3,13 9,69E-04 
Basement membrane-specific heparan sulfate proteoglycan core 
protein  

Q8BH61 2,65E-04 8,22E-04 3,10 5,96E-03 Coagulation factor XIII A chain  

P21981 4,36E-04 1,30E-03 2,98 2,59E-03 Protein-glutamine gamma-glutamyltransferase 2  

F8VQJ3 1,48E-03 4,35E-03 2,95 1,79E-04 Laminin subunit gamma-1  

Q04857 8,46E-04 2,45E-03 2,89 2,35E-03 Collagen alpha-1(VI) chain  

P97927 9,69E-04 2,80E-03 2,89 9,83E-04 Laminin subunit alpha-4  

Q80X90 6,81E-04 1,95E-03 2,86 1,98E-02 Filamin-B  

A0A1D5RM59 2,61E-04 7,37E-04 2,83 2,31E-02 Tensin 1  

Q9WVL0 1,46E-04 4,09E-04 2,81 1,41E-02 Maleylacetoacetate isomerase  

A0A1Y7VL99 2,51E-04 6,97E-04 2,78 3,32E-02 Rab GDP dissociation inhibitor (Fragment)  

P80314 1,46E-04 4,03E-04 2,76 1,57E-02 T-complex protein 1 subunit beta  

P10493 8,94E-04 2,46E-03 2,76 9,63E-04 Nidogen-1  

G5E846 3,04E-04 8,17E-04 2,69 5,18E-03 Peripherin  

Q02788 6,30E-04 1,66E-03 2,63 2,28E-03 Collagen alpha-2(VI) chain  

Q9JK53 4,20E-04 1,09E-03 2,59 3,19E-03 Prolargin  

Q9D7G0 1,38E-04 3,50E-04 2,55 1,34E-02 Ribose-phosphate pyrophosphokinase 1  

Q61598 3,52E-04 8,75E-04 2,49 3,09E-02 Rab GDP dissociation inhibitor beta  

Q61554 2,88E-03 7,10E-03 2,46 1,23E-03 Fibrillin-1  

P28654 6,45E-04 1,55E-03 2,41 7,85E-03 Decorin  

P60335 1,68E-04 3,92E-04 2,32 9,75E-03 Poly(rC)-binding protein 1  

P62702 2,26E-04 5,20E-04 2,30 2,11E-02 40S ribosomal protein S4, X isoform  

Q9JI91 3,56E-04 7,95E-04 2,23 5,74E-03 Alpha-actinin-2  
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Q7TMB8 1,85E-04 4,08E-04 2,21 2,27E-02 Cytoplasmic FMR1-interacting protein 1  

K3W4R2 2,68E-04 5,86E-04 2,19 1,94E-04 Myosin-14  

O55222 3,29E-04 7,17E-04 2,18 8,35E-03 Integrin-linked protein kinase  

A0A0R4J119 1,77E-04 3,82E-04 2,16 1,47E-02 Cytoplasmic FMR1-interacting protein  

O35206 4,38E-04 9,32E-04 2,13 6,68E-05 Collagen alpha-1(XV) chain  

A0A1Y7VJN6 3,40E-04 7,18E-04 2,11 2,06E-02 Immunoglobulin heavy constant gamma 3 (Fragment)  

A0A1B0GRC0 2,75E-04 5,74E-04 2,09 2,06E-03 Collagen alpha-1(IV) chain (Fragment)  

A0A075B5P3 3,53E-04 7,18E-04 2,04 7,09E-03 Immunoglobulin heavy constant gamma 2B (Fragment)  

P08122 4,15E-04 8,45E-04 2,04 4,48E-03 Collagen alpha-2(IV) chain  

B1ARB3 1,59E-04 3,23E-04 2,03 1,41E-02 Platelet endothelial cell adhesion molecule  

P04117 1,95E-03 3,95E-03 2,02 2,24E-02 Fatty acid-binding protein, adipocyte  

E9Q3W4 1,97E-03 3,91E-03 1,98 2,80E-02 Plectin  

O09164 3,81E-04 7,53E-04 1,98 1,95E-02 Extracellular superoxide dismutase [Cu-Zn]  

E9Q3X0 7,18E-04 1,42E-03 1,97 1,03E-02 Major vault protein  

P31001 4,23E-04 8,30E-04 1,96 5,45E-03 Desmin  

F6TQW2 4,88E-04 9,55E-04 1,96 2,86E-03 Immunoglobulin heavy constant gamma 2C (Fragment)  

P10107 6,60E-04 1,29E-03 1,95 1,44E-02 Annexin A1  

P20152 2,70E-03 5,09E-03 1,88 5,92E-03 Vimentin  

P02463 4,06E-04 7,58E-04 1,87 7,58E-03 Collagen alpha-1(IV) chain  

Q3UH59 6,64E-04 1,23E-03 1,85 2,79E-02 Myosin-10  

A0A1B0GSI7 2,75E-04 5,03E-04 1,83 1,83E-04 Collagen alpha-1(IV) chain  

Q8C605 3,16E-04 5,72E-04 1,81 3,16E-02 ATP-dependent 6-phosphofructokinase  

O08917 1,84E-04 3,30E-04 1,79 1,87E-02 Flotillin-1  

A0A1B0GR11 3,11E-04 5,57E-04 1,79 2,21E-02 Transaldolase  

Q8CIB5 4,73E-04 8,45E-04 1,79 3,23E-02 Fermitin family homolog 2  

Q61753 3,07E-04 5,45E-04 1,77 4,61E-04 D-3-phosphoglycerate dehydrogenase  

E9QPX1 3,44E-04 6,01E-04 1,75 8,47E-03 Collagen alpha-1(XVIII) chain  

A0A087WR50 1,47E-03 2,56E-03 1,74 7,66E-03 Fibronectin  

Q9QZJ6 2,66E-04 4,60E-04 1,73 2,21E-02 Microfibrillar-associated protein 5  

B7ZNJ1 1,54E-03 2,62E-03 1,70 7,01E-03 Fibronectin  

P13707 8,08E-04 1,35E-03 1,67 2,89E-02 Glycerol-3-phosphate dehydrogenase [NAD(+)], cytoplasmic  
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Q7TMM9 9,94E-04 1,66E-03 1,67 3,54E-02 Tubulin beta-2A chain  

P99024 1,18E-03 1,94E-03 1,65 2,84E-02 Tubulin beta-5 chain  

Q8VHX6 2,98E-04 4,92E-04 1,65 2,98E-03 Filamin-C  

Q8BFR5 3,63E-04 5,88E-04 1,62 2,37E-02 Elongation factor Tu, mitochondrial  

E9Q4M2 9,75E-04 1,56E-03 1,60 2,27E-02 Hormone-sensitive lipase  

P57780 1,49E-03 2,37E-03 1,59 6,77E-03 Alpha-actinin-4  

E9Q3B9 5,80E-04 9,03E-04 1,56 2,37E-02 Monoglyceride lipase  

D3YYS6 5,80E-04 9,03E-04 1,56 2,37E-02 Monoglyceride lipase  

A0A286YCI8 1,98E-04 3,08E-04 1,55 2,60E-02 Sorbin and SH3 domain-containing protein 1  

P68369 1,15E-03 1,77E-03 1,54 3,07E-02 Tubulin alpha-1A chain  

Q9CQV8 3,90E-04 5,91E-04 1,52 3,40E-02 14-3-3 protein beta 

P68373 1,15E-03 1,70E-03 1,48 3,47E-02 Tubulin alpha-1C chain  

Q8VDD5 4,13E-03 6,09E-03 1,47 1,39E-02 Myosin-9  

Q8K0E8 9,00E-04 1,33E-03 1,47 2,73E-02 Fibrinogen beta chain  

A0A1L1SQ51 2,27E-03 3,33E-03 1,47 3,40E-02 Talin-2  

Q7TPR4 1,38E-03 1,97E-03 1,43 1,15E-02 Alpha-actinin-1  

A1BN54 1,37E-03 1,96E-03 1,43 1,16E-02 Alpha actinin 1a  

P58252 1,46E-03 2,06E-03 1,41 2,68E-02 Elongation factor 2  

Q9QXY6 4,60E-04 6,43E-04 1,40 1,99E-02 EH domain-containing protein 3  

P62737 1,41E-03 1,97E-03 1,40 3,88E-03 Actin, aortic smooth muscle  

contaminant_NRL_1IKFL 6,35E-04 8,81E-04 1,39 1,66E-02 
Immunoglobulin igg1-kappa antibody fragment fab complexed 
With...  

A0A2R8VKI5 5,53E-04 7,64E-04 1,38 2,04E-02 Myosin-9 (Fragment)  

P68033 1,54E-03 2,04E-03 1,33 5,92E-03 Actin, alpha cardiac muscle 1  
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7.6. Anexo 6. Proteínas exclusivas proteomas mitocondriales de hígado, 4 °C vs 22 °C 

ID UniProt Réplicas 

Intensidad 

normalizada 

total 

Intensidad 

normalizada  

4 ° C_1 

Intensidad 

normalizada  

4 ° C_2 

Intensidad 

normalizada  

4 ° C_3 

Intensidad 

normalizada  

4 ° C_4 

Descripción 

P21440 4 5,12E-05 1,24E-05 1,86E-05 1,34E-05 6,76E-06 
Phosphatidylcholine translocator ABCB4 OS=Mus 
musculus OX=10090 GN=Abcb4 PE=1 SV=2 

Q8VC19 4 0,0001116 1,62E-05 1,70E-06 2,99E-06 9,07E-05 
5-aminolevulinate synthase, non-specific, mitochondrial 
OS=Mus musculus OX=10090 GN=Alas1 PE=1 SV=2 

Q9QXS1 4 1,38E-05 1,15E-05 1,00E-06 4,35E-07 8,15E-07 
Plectin OS=Mus musculus OX=10090 GN=Plec PE=1 
SV=3 

Q9DCL9 4 8,45E-06 4,57E-06 1,55E-06 1,43E-06 9,01E-07 

Bifunctional phosphoribosylaminoimidazole 
carboxylase/phosphoribosylaminoimidazole 
succinocarboxamide synthetase OS=Mus musculus 
OX=10090 GN=Paics PE=1 SV=4 

B2RX12 4 9,69E-06 2,37E-06 3,95E-06 2,00E-06 1,37E-06 
ATP-binding cassette sub-family C member 3 OS=Mus 
musculus OX=10090 GN=Abcc3 PE=1 SV=2 

P52019 4 2,64E-05 1,01E-05 9,51E-06 5,69E-06 1,05E-06 
Squalene monooxygenase OS=Mus musculus OX=10090 
GN=Sqle PE=2 SV=1 

P58044 4 1,97E-05 3,79E-06 5,39E-06 4,91E-06 5,59E-06 
Isopentenyl-diphosphate Delta-isomerase 1 OS=Mus 
musculus OX=10090 GN=Idi1 PE=1 SV=1 

Q64471 3 1,23E-05 6,37E-06   4,88E-06 1,07E-06 
Glutathione S-transferase theta-1 OS=Mus musculus 

OX=10090 GN=Gstt1 PE=1 SV=4 

Q5HZI9 3 6,32E-06 2,56E-06   1,14E-06 2,62E-06 
Mitochondrial nicotinamide adenine dinucleotide 
transporter SLC25A51 OS=Mus musculus OX=10090 
GN=Slc25a51 PE=1 SV=1 

Q3UTJ2 3 3,21E-05 2,39E-05 3,64E-06 4,57E-06   
Sorbin and SH3 domain-containing protein 2 OS=Mus 
musculus OX=10090 GN=Sorbs2 PE=1 SV=2 

Q9JJH1 3 6,69E-06 2,33E-06 2,26E-06 2,10E-06   
Ribonuclease 4 OS=Mus musculus OX=10090 
GN=Rnase4 PE=1 SV=1 
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Q9CRA7 3 5,12E-06 1,57E-06 1,25E-06   2,30E-06 
ATP synthase subunit s, mitochondrial OS=Mus 
musculus OX=10090 GN=Dmac2l PE=1 SV=1 

O70572 3 1,17E-05   3,52E-06 4,49E-06 3,71E-06 
Sphingomyelin phosphodiesterase 2 OS=Mus musculus 
OX=10090 GN=Smpd2 PE=1 SV=1 

Q9CQS4 2 6,27E-06 3,61E-06   2,66E-06   
Mitochondrial outer membrane protein SLC25A46 
OS=Mus musculus OX=10090 GN=Slc25a46 PE=1 
SV=1 

P48776 2 1,45E-05 1,14E-05 3,15E-06     
Tryptophan 2,3-dioxygenase OS=Mus musculus 
OX=10090 GN=Tdo2 PE=1 SV=2 

Q8R0W0 2 7,21E-06 1,96E-06 5,25E-06     
Epiplakin OS=Mus musculus OX=10090 GN=Eppk1 
PE=1 SV=2 

B2RXS4 2 7,08E-06 1,65E-06   5,43E-06   
Plexin-B2 OS=Mus musculus OX=10090 GN=Plxnb2 
PE=1 SV=1 

P55264 2 6,70E-06 5,52E-06   1,18E-06   
Adenosine kinase OS=Mus musculus OX=10090 
GN=Adk PE=1 SV=2 

P49182 2 3,21E-05 3,00E-05   2,05E-06   
Heparin cofactor 2 OS=Mus musculus OX=10090 
GN=Serpind1 PE=1 SV=1 

P06802 2 2,96E-06 1,90E-06 1,05E-06     
Ectonucleotide pyrophosphatase/phosphodiesterase 
family member 1 OS=Mus musculus OX=10090 
GN=Enpp1 PE=1 SV=4 

Q8VC48 2 1,21E-06 6,79E-07   5,35E-07   
Peroxisome assembly protein 12 OS=Mus musculus 
OX=10090 GN=Pex12 PE=1 SV=1 

P16294 2 1,46E-06 7,54E-07     7,09E-07 
Coagulation factor IX OS=Mus musculus OX=10090 
GN=F9 PE=2 SV=3 

Q9DAS9 2 4,95E-06 3,07E-06 1,88E-06     
Guanine nucleotide-binding protein G(I)/G(S)/G(O) 
subunit gamma-12 OS=Mus musculus OX=10090 
GN=Gng12 PE=1 SV=3 

P31649 2 4,73E-06 2,84E-06   1,89E-06   
Sodium- and chloride-dependent GABA transporter 2 
OS=Mus musculus OX=10090 GN=Slc6a13 PE=1 SV=1 

Q8BXA1 2 1,58E-06   7,90E-07 7,87E-07   
Golgi integral membrane protein 4 OS=Mus musculus 
OX=10090 GN=Golim4 PE=1 SV=1 

Q9ES97 2 8,46E-06   5,66E-06 2,81E-06   
Reticulon-3 OS=Mus musculus OX=10090 GN=Rtn3 
PE=1 SV=2 
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Q61598 2 2,38E-05     6,94E-06 1,68E-05 
Rab GDP dissociation inhibitor beta OS=Mus musculus 
OX=10090 GN=Gdi2 PE=1 SV=1 

 

ID 

UniProt 
Réplicas 

Intensidad 

normalizada 

total 

Intensidad 

normalizada  

22 ° C_1 

Intensidad 

normalizada  

22 ° C_2 

Intensidad 

normalizada  

22 ° C_3 

Intensidad 

normalizada  

22 ° C_4 

Descripción 

Q9ET01 4 2,88E-05 5,03E-06 1,38E-05 7,61E-06 2,35E-06 
Glycogen phosphorylase, liver form OS=Mus 
musculus OX=10090 GN=Pygl PE=1 SV=4 

Q9DB05 4 1,06E-05 2,32E-06 3,68E-06 1,46E-06 3,13E-06 
Alpha-soluble NSF attachment protein OS=Mus 
musculus OX=10090 GN=Napa PE=1 SV=1 

P13516 4 0,00013572 1,75E-05 6,67E-05 2,02E-05 3,12E-05 
Acyl-CoA desaturase 1 OS=Mus musculus OX=10090 
GN=Scd1 PE=1 SV=2 

Q99N89 4 1,47E-05 4,24E-06 3,71E-06 3,33E-06 3,40E-06 
Large ribosomal subunit protein mL43 OS=Mus 
musculus OX=10090 GN=Mrpl43 PE=1 SV=1 

Q8BKX6 4 1,89E-05 4,59E-06 6,32E-06 3,93E-06 4,08E-06 
Serine/threonine-protein kinase SMG1 OS=Mus 
musculus OX=10090 GN=Smg1 PE=1 SV=3 

Q922Q9 4 2,54E-05 2,87E-06 2,04E-06 2,59E-06 1,79E-05 
Chitinase domain-containing protein 1 OS=Mus 
musculus OX=10090 GN=Chid1 PE=1 SV=1 

Q91X78 4 1,35E-05 2,98E-06 4,23E-06 3,13E-06 3,13E-06 
Erlin-1 OS=Mus musculus OX=10090 GN=Erlin1 
PE=1 SV=2 

Q9R0X4 3 7,62E-06 2,84E-06 3,59E-06   1,19E-06 
Acyl-coenzyme A thioesterase 9, mitochondrial 
OS=Mus musculus OX=10090 GN=Acot9 PE=1 
SV=1 

Q6ZQ58 3 2,77E-06 2,59E-07   1,75E-06 7,53E-07 
La-related protein 1 OS=Mus musculus OX=10090 
GN=Larp1 PE=1 SV=3 

Q8K182 3 9,93E-06 3,29E-06 3,19E-06 3,45E-06   
Complement component C8 alpha chain OS=Mus 
musculus OX=10090 GN=C8a PE=1 SV=1 

Q9Z2G6 3 7,38E-06 3,13E-06 2,77E-06   1,48E-06 
Protein sel-1 homolog 1 OS=Mus musculus 
OX=10090 GN=Sel1l PE=1 SV=2 

Q8BP48 3 4,74E-06 1,67E-06   1,30E-06 1,77E-06 
Methionine aminopeptidase 1 OS=Mus musculus 
OX=10090 GN=Metap1 PE=1 SV=1 

Q80YT7 3 0,0001642 6,20E-05 5,45E-05   4,76E-05 
Myomegalin OS=Mus musculus OX=10090 

GN=Pde4dip PE=1 SV=2 
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P61750 3 4,05E-05 2,86E-05 8,31E-06 3,53E-06   
ADP-ribosylation factor 4 OS=Mus musculus 
OX=10090 GN=Arf4 PE=1 SV=2 

Q80WW9 3 2,71E-06 6,91E-07   9,56E-07 1,06E-06 
DDRGK domain-containing protein 1 OS=Mus 
musculus OX=10090 GN=Ddrgk1 PE=1 SV=2 

P61166 3 1,95E-05   9,29E-06 5,60E-06 4,64E-06 
Transmembrane protein 258 OS=Mus musculus 
OX=10090 GN=Tmem258 PE=1 SV=1 

Q9D964 2 3,92E-06 1,84E-06 2,08E-06     
Glycine amidinotransferase, mitochondrial OS=Mus 
musculus OX=10090 GN=Gatm PE=1 SV=1 

Q6A0A9 2 2,71E-05 2,66E-05 5,11E-07     
Constitutive coactivator of PPAR-gamma-like protein 
1 OS=Mus musculus OX=10090 GN=FAM120A 
PE=1 SV=2 

P54818 2 1,76E-05 8,21E-06 9,38E-06     
Galactocerebrosidase OS=Mus musculus OX=10090 
GN=Galc PE=1 SV=2 

Q8VEH8 2 1,78E-06 6,06E-07 1,18E-06     
Endoplasmic reticulum lectin 1 OS=Mus musculus 
OX=10090 GN=Erlec1 PE=1 SV=1 

Q8K0R6 2 0,00026425 0,000255936     8,31E-06 
Glycolipid transfer protein domain-containing protein 
2 OS=Mus musculus OX=10090 GN=Gltpd2 PE=1 
SV=1 

P58064 2 6,98E-06 4,15E-06     2,83E-06 
Small ribosomal subunit protein bS6m OS=Mus 
musculus OX=10090 GN=Mrps6 PE=1 SV=3 

Q3TIV5 2 5,26E-06 2,85E-06 2,41E-06     
Zinc finger CCCH domain-containing protein 15 
OS=Mus musculus OX=10090 GN=Zc3h15 PE=1 
SV=2 

P70122 2 4,51E-06 2,75E-06 1,76E-06     
Ribosome maturation protein SBDS OS=Mus 
musculus OX=10090 GN=Sbds PE=1 SV=4 

Q3UN02 2 1,44E-05 2,46E-06 1,20E-05     
Lysocardiolipin acyltransferase 1 OS=Mus musculus 
OX=10090 GN=Lclat1 PE=1 SV=2 

Q8C6I2 2 3,92E-06 2,20E-06     1,71E-06 
Succinate dehydrogenase assembly factor 2, 
mitochondrial OS=Mus musculus OX=10090 
GN=Sdhaf2 PE=1 SV=1 

P08905 2 1,50E-05 4,15E-06 1,09E-05     
Lysozyme C-2 OS=Mus musculus OX=10090 

GN=Lyz2 PE=1 SV=2 

P59266 2 2,79E-05 1,23E-05 1,56E-05     
Acyl-coenzyme A diphosphatase FITM2 OS=Mus 

musculus OX=10090 GN=Fitm2 PE=1 SV=1 
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Q9Z0L8 2 3,62E-06 1,59E-06 2,03E-06     
Gamma-glutamyl hydrolase OS=Mus musculus 
OX=10090 GN=Ggh PE=1 SV=2 

Q91WT8 2 6,42E-06 4,08E-06 2,34E-06     
RNA-binding protein 47 OS=Mus musculus 
OX=10090 GN=Rbm47 PE=1 SV=1 

P06330 2 3,68E-05   2,07E-05   1,60E-05 
Ig heavy chain V region AC38 205.12 OS=Mus 
musculus OX=10090 PE=1 SV=1 

P70670 2 5,36E-05   2,06E-05 3,30E-05   
Nascent polypeptide-associated complex subunit 
alpha, muscle-specific form OS=Mus musculus 
OX=10090 GN=Naca PE=1 SV=2 

Q9QX60 2 2,21E-05   1,01E-05   1,20E-05 
Deoxyguanosine kinase, mitochondrial OS=Mus 
musculus OX=10090 GN=Dguok PE=1 SV=3 

Q61545 2 6,38E-06   2,85E-06   3,53E-06 
RNA-binding protein EWS OS=Mus musculus 

OX=10090 GN=Ewsr1 PE=1 SV=2 

Q9DBY1 2 3,64E-06   1,80E-06 1,85E-06   
E3 ubiquitin-protein ligase synoviolin OS=Mus 
musculus OX=10090 GN=Syvn1 PE=1 SV=3 
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7.7. Anexo 7. Proteínas de unión a SANA 

Proteínas exclusivamente detectadas (seleccionadas usando criterio Lenient de Patternlab) en BAT+bSANA (p<0.05) 

ID UniProt 

Conteo de 

espectros 

total 

Descripción 

Q91ZJ5 184 UTP--glucose-1-phosphate uridylyltransferase OS=Mus musculus OX=10090 GN=Ugp2 PE=1 SV=3 

P58252 117 Elongation factor 2 OS=Mus musculus OX=10090 GN=Eef2 PE=1 SV=2 

Q6P8J7 77 Creatine kinase S-type, mitochondrial OS=Mus musculus OX=10090 GN=Ckmt2 PE=1 SV=1 

Q9WUD0 77 Cytochrome P450 OS=Mus musculus OX=10090 GN=Cyp2b10 PE=1 SV=1 

P68372 61 Tubulin beta-4B chain OS=Mus musculus OX=10090 GN=Tubb4b PE=1 SV=1 

Q8BH59 61 Calcium-binding mitochondrial carrier protein Aralar1 OS=Mus musculus OX=10090 GN=Slc25a12 PE=1 SV=1  

Q00612 59 Glucose-6-phosphate 1-dehydrogenase X OS=Mus musculus OX=10090 GN=G6pdx PE=1 SV=3 

Q8CAQ8 59 MICOS complex subunit Mic60 OS=Mus musculus OX=10090 GN=Immt PE=1 SV=1 

F8VPN4 58 Glycogen debrancher OS=Mus musculus OX=10090 GN=Agl PE=1 SV=1 

O55126 56 Protein NipSnap homolog 2 OS=Mus musculus OX=10090 GN=Nipsnap2 PE=1 SV=1 

Q9CR62 55 Mitochondrial 2-oxoglutarate/malate carrier protein OS=Mus musculus OX=10090 GN=Slc25a11 PE=1 SV=3  

Q8JZU2 54 Tricarboxylate transport protein, mitochondrial OS=Mus musculus OX=10090 GN=Slc25a1 PE=1 SV=1 

Q6PIE5 54 Sodium/potassium-transporting ATPase subunit alpha-2 OS=Mus musculus OX=10090 GN=Atp1a2 PE=1 SV=1 

Q14BI5 53 Myomesin 2 OS=Mus musculus OX=10090 GN=Myom2 PE=1 SV=1 

Q9D172 50 
Glutamine amidotransferase-like class 1 domain-containing protein 3, mitochondrial OS=Mus musculus OX=10090 GN=Gatd3 
PE=1 SV=1 

O08709 49 Peroxiredoxin-6 OS=Mus musculus OX=10090 GN=Prdx6 PE=1 SV=3 

Q9DC70 47 NADH dehydrogenase [ubiquinone] iron-sulfur protein 7, mitochondrial OS=Mus musculus OX=10090 GN=Ndufs7 PE=1 SV=1 

Q3U367 47 4-trimethylaminobutyraldehyde dehydrogenase OS=Mus musculus OX=10090 GN=Aldh9a1 PE=1 SV=1  

Q6PB66 44 Leucine-rich PPR motif-containing protein, mitochondrial OS=Mus musculus OX=10090 GN=Lrpprc PE=1 SV=2 

Q8K3J1 43 NADH dehydrogenase [ubiquinone] iron-sulfur protein 8, mitochondrial OS=Mus musculus OX=10090 GN=Ndufs8 PE=1 SV=1 

Q9D6F9 42 Tubulin beta-4A chain OS=Mus musculus OX=10090 GN=Tubb4a PE=1 SV=3 

B1AXW5 41 Peroxiredoxin-1 (Fragment) OS=Mus musculus OX=10090 GN=Prdx1 PE=1 SV=8 

A2AKU9 41 ATP synthase subunit gamma OS=Mus musculus OX=10090 GN=Atp5c1 PE=1 SV=1 

O70503 39 Very-long-chain 3-oxoacyl-CoA reductase OS=Mus musculus OX=10090 GN=Hsd17b12 PE=1 SV=1 
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Q8C2Q8 39 ATP synthase subunit gamma OS=Mus musculus OX=10090 GN=Atp5c1 PE=1 SV=1 

P30275 38 Creatine kinase U-type, mitochondrial OS=Mus musculus OX=10090 GN=Ckmt1 PE=1 SV=1 

P31324 38 cAMP-dependent protein kinase type II-beta regulatory subunit OS=Mus musculus OX=10090 GN=Prkar2b PE=1 SV=3 

Q8CHT0 38 Delta-1-pyrroline-5-carboxylate dehydrogenase, mitochondrial OS=Mus musculus OX=10090 GN=Aldh4a1 PE=1 SV=3  

Q9CQ75 37 NADH dehydrogenase [ubiquinone] 1 alpha subcomplex subunit 2 OS=Mus musculus OX=10090 GN=Ndufa2 PE=1 SV=3  

Q60936 36 Atypical kinase COQ8A, mitochondrial OS=Mus musculus OX=10090 GN=Coq8a PE=1 SV=2  

F7BME0 36 
Alpha-1,3-mannosyl-glycoprotein 4-beta-N-acetylglucosaminyltransferase B (Fragment) OS=Mus musculus OX=10090 
GN=Mgat4b PE=1 SV=1 

Q05421 35 Cytochrome P450 2E1 OS=Mus musculus OX=10090 GN=Cyp2e1 PE=1 SV=1 

Q8CGK3 35 Lon protease homolog, mitochondrial OS=Mus musculus OX=10090 GN=Lonp1 PE=1 SV=2 

P61982 34 14-3-3 protein gamma OS=Mus musculus OX=10090 GN=Ywhag PE=1 SV=2 

P63030 33 Mitochondrial pyruvate carrier 1 OS=Mus musculus OX=10090 GN=Mpc1 PE=1 SV=1 

Q8BJ56 33 Patatin-like phospholipase domain-containing protein 2 OS=Mus musculus OX=10090 GN=Pnpla2 PE=1 SV=1 

Q8VCW8 33 Medium-chain acyl-CoA ligase ACSF2, mitochondrial OS=Mus musculus OX=10090 GN=Acsf2 PE=1 SV=1 

Q9Z2V4 32 Phosphoenolpyruvate carboxykinase, cytosolic [GTP] OS=Mus musculus OX=10090 GN=Pck1 PE=1 SV=1 

Q99JR1 31 Sideroflexin-1 OS=Mus musculus OX=10090 GN=Sfxn1 PE=1 SV=3 

Q9D8N0 30 Elongation factor 1-gamma OS=Mus musculus OX=10090 GN=Eef1g PE=1 SV=3 

Q9CQN1 30 Heat shock protein 75 kDa, mitochondrial OS=Mus musculus OX=10090 GN=Trap1 PE=1 SV=1  

P10605 30 Cathepsin B OS=Mus musculus OX=10090 GN=Ctsb PE=1 SV=2 

Q1XH17 30 Tripartite motif-containing protein 72 OS=Mus musculus OX=10090 GN=Trim72 PE=1 SV=1 

Q922F4 29 Tubulin beta-6 chain OS=Mus musculus OX=10090 GN=Tubb6 PE=1 SV=1 

P14602 29 Heat shock protein beta-1 OS=Mus musculus OX=10090 GN=Hspb1 PE=1 SV=3 

Q64516 28 Glycerol kinase OS=Mus musculus OX=10090 GN=Gk PE=1 SV=2 

Q8R0Y6 28 Cytosolic 10-formyltetrahydrofolate dehydrogenase OS=Mus musculus OX=10090 GN=Aldh1l1 PE=1 SV=1  

Q9CZB0 27 Succinate dehydrogenase cytochrome b560 subunit, mitochondrial OS=Mus musculus OX=10090 GN=Sdhc PE=1 SV=1  

Q99KQ4 27 Nicotinamide phosphoribosyltransferase OS=Mus musculus OX=10090 GN=Nampt PE=1 SV=1  

Q76MZ3 27 
Serine/threonine-protein phosphatase 2A 65 kDa regulatory subunit A alpha isoform OS=Mus musculus OX=10090 
GN=Ppp2r1a PE=1 SV=3 

Q04447 27 Creatine kinase B-type OS=Mus musculus OX=10090 GN=Ckb PE=1 SV=1 

P16332 26 Methylmalonyl-CoA mutase, mitochondrial OS=Mus musculus OX=10090 GN=Mmut PE=1 SV=2 

Q9D6J6 26 NADH dehydrogenase [ubiquinone] flavoprotein 2, mitochondrial OS=Mus musculus OX=10090 GN=Ndufv2 PE=1 SV=2  

Q60930 26 Voltage-dependent anion-selective channel protein 2 OS=Mus musculus OX=10090 GN=Vdac2 PE=1 SV=2 

P60843 26 Eukaryotic initiation factor 4A-I OS=Mus musculus OX=10090 GN=Eif4a1 PE=1 SV=1 

Q01853 25 Transitional endoplasmic reticulum ATPase OS=Mus musculus OX=10090 GN=Vcp PE=1 SV=4  

A0A140LI
U4 

25 Cytochrome c oxidase subunit 7A1, mitochondrial OS=Mus musculus OX=10090 GN=Cox7a1 PE=1 SV=1  

P58281 25 Dynamin-like 120 kDa protein, mitochondrial OS=Mus musculus OX=10090 GN=Opa1 PE=1 SV=1  

A0A1B0GT

92 
24 Glycogen [starch] synthase OS=Mus musculus OX=10090 GN=Gys1 PE=1 SV=1 
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A0A0R4J0
P1 

24 Isobutyryl-CoA dehydrogenase, mitochondrial OS=Mus musculus OX=10090 GN=Acad8 PE=1 SV=1 

Q9Z2I8 24 Succinate--CoA ligase [GDP-forming] subunit beta, mitochondrial OS=Mus musculus OX=10090 GN=Suclg2 PE=1 SV=3  

Q9D881 23 Cytochrome c oxidase polypeptide Vb OS=Mus musculus OX=10090 GN=Cox5b-ps PE=1 SV=1 

P09528 23 Ferritin heavy chain OS=Mus musculus OX=10090 GN=Fth1 PE=1 SV=2 

Q3U125 23 Peroxiredoxin-like 2 activated in M-CSF stimulated monocytes OS=Mus musculus OX=10090 GN=Prxl2a PE=1 SV=1 

P63101 23 14-3-3 protein zeta/delta OS=Mus musculus OX=10090 GN=Ywhaz PE=1 SV=1 

O70423 23 Membrane primary amine oxidase OS=Mus musculus OX=10090 GN=Aoc3 PE=1 SV=3 

A0A494BA
W2 

23 GST class-pi OS=Mus musculus OX=10090 GN=Gstp1 PE=1 SV=1 

P00329 23 Alcohol dehydrogenase 1 OS=Mus musculus OX=10090 GN=Adh1 PE=1 SV=2 

P62827 22 GTP-binding nuclear protein Ran OS=Mus musculus OX=10090 GN=Ran PE=1 SV=3 

Q9CQQ7 22 ATP synthase F(0) complex subunit B1, mitochondrial OS=Mus musculus OX=10090 GN=Atp5pb PE=1 SV=1 

Q00623 22 Apolipoprotein A-I OS=Mus musculus OX=10090 GN=Apoa1 PE=1 SV=2 

P68040 22 Receptor of activated protein C kinase 1 OS=Mus musculus OX=10090 GN=Rack1 PE=1 SV=3  

P63330 22 Serine/threonine-protein phosphatase 2A catalytic subunit alpha isoform OS=Mus musculus OX=10090 GN=Ppp2ca PE=1 SV=1 

Q9CQJ8 22 NADH dehydrogenase [ubiquinone] 1 beta subcomplex subunit 9 OS=Mus musculus OX=10090 GN=Ndufb9 PE=1 SV=3  

Q9D819 22 Inorganic pyrophosphatase OS=Mus musculus OX=10090 GN=Ppa1 PE=1 SV=1 

O54724 21 Caveolae-associated protein 1 OS=Mus musculus OX=10090 GN=Cavin1 PE=1 SV=1 

Q9D517 21 1-acyl-sn-glycerol-3-phosphate acyltransferase gamma OS=Mus musculus OX=10090 GN=Agpat3 PE=1 SV=2 

P14824 21 Annexin A6 OS=Mus musculus OX=10090 GN=Anxa6 PE=1 SV=3 

P50171 20 (3R)-3-hydroxyacyl-CoA dehydrogenase OS=Mus musculus OX=10090 GN=Hsd17b8 PE=1 SV=2 

Q8VHX6 20 Filamin-C OS=Mus musculus OX=10090 GN=Flnc PE=1 SV=3 

Q9DCS9 20 NADH dehydrogenase [ubiquinone] 1 beta subcomplex subunit 10 OS=Mus musculus OX=10090 GN=Ndufb10 PE=1 SV=3  

P55258 19 Ras-related protein Rab-8A OS=Mus musculus OX=10090 GN=Rab8a PE=1 SV=2 

Q8K010 19 5-oxoprolinase OS=Mus musculus OX=10090 GN=Oplah PE=1 SV=1 

Q61171 19 Peroxiredoxin-2 OS=Mus musculus OX=10090 GN=Prdx2 PE=1 SV=3 

Q9D6Y9 19 1,4-alpha-glucan-branching enzyme OS=Mus musculus OX=10090 GN=Gbe1 PE=1 SV=1 

A0A1B0G
X27 

19 Branched-chain-amino-acid aminotransferase OS=Mus musculus OX=10090 GN=Bcat2 PE=1 SV=1 

P50637 19 Translocator protein OS=Mus musculus OX=10090 GN=Tspo PE=1 SV=1 

P45376 19 Aldo-keto reductase family 1 member B1 OS=Mus musculus OX=10090 GN=Akr1b1 PE=1 SV=3 

Q9DBB8 19 Trans-1,2-dihydrobenzene-1,2-diol dehydrogenase OS=Mus musculus OX=10090 GN=Dhdh PE=1 SV=1 

P68181 19 cAMP-dependent protein kinase catalytic subunit beta OS=Mus musculus OX=10090 GN=Prkacb PE=1 SV=2  

Q8CC88 19 von Willebrand factor A domain-containing protein 8 OS=Mus musculus OX=10090 GN=Vwa8 PE=1 SV=2 

G5E8R7 19 Histone-lysine N-methyltransferase Smyd1 OS=Mus musculus OX=10090 GN=Smyd1 PE=1 SV=1 

Q02053 19 Ubiquitin-like modifier-activating enzyme 1 OS=Mus musculus OX=10090 GN=Uba1 PE=1 SV=1 

A2AE89 19 Glutathione transferase OS=Mus musculus OX=10090 GN=Gstm1 PE=1 SV=2 

O35459 19 Delta(3,5)-Delta(2,4)-dienoyl-CoA isomerase, mitochondrial OS=Mus musculus OX=10090 GN=Ech1 PE=1 SV=1 



Anexos  

281 

 

P26039 19 Talin-1 OS=Mus musculus OX=10090 GN=Tln1 PE=1 SV=2 

P35979 18 60S ribosomal protein L12 OS=Mus musculus OX=10090 GN=Rpl12 PE=1 SV=2 

A0A0A6Y
XF6 

18 Transforming protein RhoA (Fragment) OS=Mus musculus OX=10090 GN=Rhoa PE=1 SV=1 

Q8VHQ9 18 Acyl-coenzyme A thioesterase 11 OS=Mus musculus OX=10090 GN=Acot11 PE=1 SV=1 

Q9DBL1 18 Short/branched chain specific acyl-CoA dehydrogenase, mitochondrial OS=Mus musculus OX=10090 GN=Acadsb PE=1 SV=1 

Z4YJF5 18 Myomesin-1 OS=Mus musculus OX=10090 GN=Myom1 PE=1 SV=1 

P05132 18 cAMP-dependent protein kinase catalytic subunit alpha OS=Mus musculus OX=10090 GN=Prkaca PE=1 SV=3  

Q08857 18 Platelet glycoprotein 4 OS=Mus musculus OX=10090 GN=Cd36 PE=1 SV=2 

Q9CQV8 18 14-3-3 protein beta/alpha OS=Mus musculus OX=10090 GN=Ywhab PE=1 SV=3 

P20108 17 Thioredoxin-dependent peroxide reductase, mitochondrial OS=Mus musculus OX=10090 GN=Prdx3 PE=1 SV=1  

Q6PHN9 17 Ras-related protein Rab-35 OS=Mus musculus OX=10090 GN=Rab35 PE=1 SV=1 

J3QMG3 17 Voltage-dependent anion-selective channel protein 3 OS=Mus musculus OX=10090 GN=Vdac3 PE=1 SV=1 

A3KGU7 17 Spectrin alpha chain, non-erythrocytic 1 OS=Mus musculus OX=10090 GN=Sptan1 PE=1 SV=1 

E9QJW0 16 Glutathione transferase OS=Mus musculus OX=10090 GN=Mgst1 PE=1 SV=1 

Q8K3K7 16 1-acyl-sn-glycerol-3-phosphate acyltransferase beta OS=Mus musculus OX=10090 GN=Agpat2 PE=1 SV=1 

A0A0R4J1
40 

16 Clustered mitochondria protein homolog OS=Mus musculus OX=10090 GN=Cluh PE=1 SV=1  

P28650 16 Adenylosuccinate synthetase isozyme 1 OS=Mus musculus OX=10090 GN=Adss1 PE=1 SV=2 

Q8BW75 16 Amine oxidase [flavin-containing] B OS=Mus musculus OX=10090 GN=Maob PE=1 SV=4 

P11983 16 T-complex protein 1 subunit alpha OS=Mus musculus OX=10090 GN=Tcp1 PE=1 SV=3 

Q8R4N0 16 Citramalyl-CoA lyase, mitochondrial OS=Mus musculus OX=10090 GN=Clybl PE=1 SV=2 

Q8JZQ2 16 AFG3-like protein 2 OS=Mus musculus OX=10090 GN=Afg3l2 PE=1 SV=1 

Q8R2H9 15 Phosphoethanolamine/phosphocholine phosphatase OS=Mus musculus OX=10090 GN=Phospho1 PE=1 SV=1  

P42932 15 T-complex protein 1 subunit theta OS=Mus musculus OX=10090 GN=Cct8 PE=1 SV=3 

F8WIV2 15 Serine (or cysteine) peptidase inhibitor, clade B, member 6a OS=Mus musculus OX=10090 GN=Serpinb6a PE=1 SV=1  

Q9CR61 15 NADH dehydrogenase [ubiquinone] 1 beta subcomplex subunit 7 OS=Mus musculus OX=10090 GN=Ndufb7 PE=1 SV=3  

Q6R0H7 15 Guanine nucleotide-binding protein G(s) subunit alpha isoforms XLas OS=Mus musculus OX=10090 GN=Gnas PE=1 SV=1  

Q99NB1 15 Acetyl-coenzyme A synthetase 2-like, mitochondrial OS=Mus musculus OX=10090 GN=Acss1 PE=1 SV=1 

Q9EP69 15 Phosphatidylinositol-3-phosphatase SAC1 OS=Mus musculus OX=10090 GN=Sacm1l PE=1 SV=1 

Q8QZS1 15 3-hydroxyisobutyryl-CoA hydrolase, mitochondrial OS=Mus musculus OX=10090 GN=Hibch PE=1 SV=1 

Q9EQH3 15 Vacuolar protein sorting-associated protein 35 OS=Mus musculus OX=10090 GN=Vps35 PE=1 SV=1 

P34914 15 Bifunctional epoxide hydrolase 2 OS=Mus musculus OX=10090 GN=Ephx2 PE=1 SV=2  

Q8CBB6 14 Histone H2B OS=Mus musculus OX=10090 GN=H2bc24 PE=2 SV=1 

Q6ZWN5 14 40S ribosomal protein S9 OS=Mus musculus OX=10090 GN=Rps9 PE=1 SV=3 

D3YVP6 14 Glutathione S-transferase Mu 7 OS=Mus musculus OX=10090 GN=Gstm7 PE=1 SV=2 

G3X8R0 14 Receptor expression-enhancing protein OS=Mus musculus OX=10090 GN=Reep5 PE=1 SV=1 

A0A0R4J0
94 

14 Fumarylacetoacetate hydrolase domain-containing 2A OS=Mus musculus OX=10090 GN=Fahd2a PE=1 SV=1 
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P08113 14 Endoplasmin OS=Mus musculus OX=10090 GN=Hsp90b1 PE=1 SV=2 

P62259 14 14-3-3 protein epsilon OS=Mus musculus OX=10090 GN=Ywhae PE=1 SV=1 

Q9D6J5 14 
NADH dehydrogenase [ubiquinone] 1 beta subcomplex subunit 8, mitochondrial OS=Mus musculus OX=10090 GN=Ndufb8 
PE=1 SV=1 

P09103 14 Protein disulfide-isomerase OS=Mus musculus OX=10090 GN=P4hb PE=1 SV=2 

B7FAU9 14 Filamin, alpha OS=Mus musculus OX=10090 GN=Flna PE=1 SV=1 

Q62261 14 Spectrin beta chain, non-erythrocytic 1 OS=Mus musculus OX=10090 GN=Sptbn1 PE=1 SV=2 

Q9CQH3 14 
NADH dehydrogenase [ubiquinone] 1 beta subcomplex subunit 5, mitochondrial OS=Mus musculus OX=10090 GN=Ndufb5 
PE=1 SV=1 

Q9QYG0 13 Protein NDRG2 OS=Mus musculus OX=10090 GN=Ndrg2 PE=1 SV=1 

P14148 13 60S ribosomal protein L7 OS=Mus musculus OX=10090 GN=Rpl7 PE=1 SV=2 

Q8BUE4 13 Ferroptosis suppressor protein 1 OS=Mus musculus OX=10090 GN=Aifm2 PE=1 SV=1 

P50172 13 11-beta-hydroxysteroid dehydrogenase 1 OS=Mus musculus OX=10090 GN=Hsd11b1 PE=1 SV=3  

O08529 13 Calpain-2 catalytic subunit OS=Mus musculus OX=10090 GN=Capn2 PE=1 SV=4 

P50516 13 V-type proton ATPase catalytic subunit A OS=Mus musculus OX=10090 GN=Atp6v1a PE=1 SV=2  

P06801 12 NADP-dependent malic enzyme OS=Mus musculus OX=10090 GN=Me1 PE=1 SV=2 

Z4YKT6 12 Dehydrogenase/reductase SDR family member 7B OS=Mus musculus OX=10090 GN=Dhrs7b PE=1 SV=1 

Q9D880 12 Mitochondrial import inner membrane translocase subunit TIM50 OS=Mus musculus OX=10090 GN=Timm50 PE=1 SV=1  

Q9D9V3 12 Ethylmalonyl-CoA decarboxylase OS=Mus musculus OX=10090 GN=Echdc1 PE=1 SV=2 

Q9CXZ1 12 NADH dehydrogenase [ubiquinone] iron-sulfur protein 4, mitochondrial OS=Mus musculus OX=10090 GN=Ndufs4 PE=1 SV=3 

Q9WTP6 12 Adenylate kinase 2, mitochondrial OS=Mus musculus OX=10090 GN=Ak2 PE=1 SV=5 

P62301 12 40S ribosomal protein S13 OS=Mus musculus OX=10090 GN=Rps13 PE=1 SV=2 

Q9CZD3 12 Glycine--tRNA ligase OS=Mus musculus OX=10090 GN=Gars1 PE=1 SV=1 

P27773 12 Protein disulfide-isomerase A3 OS=Mus musculus OX=10090 GN=Pdia3 PE=1 SV=2 

Q9CQZ6 12 NADH dehydrogenase [ubiquinone] 1 beta subcomplex subunit 3 OS=Mus musculus OX=10090 GN=Ndufb3 PE=1 SV=1 

Q9QZD8 12 Mitochondrial dicarboxylate carrier OS=Mus musculus OX=10090 GN=Slc25a10 PE=1 SV=2  

Q9DCZ1 12 GMP reductase 1 OS=Mus musculus OX=10090 GN=Gmpr PE=1 SV=1 

O70571 12 
[Pyruvate dehydrogenase (acetyl-transferring)] kinase isozyme 4, mitochondrial OS=Mus musculus OX=10090 GN=Pdk4 PE=1 
SV=1 

Q8BFP9 12 
[Pyruvate dehydrogenase (acetyl-transferring)] kinase isozyme 1, mitochondrial OS=Mus musculus OX=10090 GN=Pdk1 PE=1 

SV=2 

Q08642 12 Protein-arginine deiminase type-2 OS=Mus musculus OX=10090 GN=Padi2 PE=1 SV=2 

Q9WVK4 12 EH domain-containing protein 1 OS=Mus musculus OX=10090 GN=Ehd1 PE=1 SV=1 

Q9R0H0 12 Peroxisomal acyl-coenzyme A oxidase 1 OS=Mus musculus OX=10090 GN=Acox1 PE=1 SV=5 

Q91V55 11 40S ribosomal protein S5 OS=Mus musculus OX=10090 GN=Rps5 PE=1 SV=1 

Q91V41 11 Ras-related protein Rab-14 OS=Mus musculus OX=10090 GN=Rab14 PE=1 SV=3 

Q62087 11 Serum paraoxonase/lactonase 3 OS=Mus musculus OX=10090 GN=Pon3 PE=1 SV=2 

H3BKH6 11 S-formylglutathione hydrolase OS=Mus musculus OX=10090 GN=Esd PE=1 SV=1 

F7DBQ0 11 Protein disulfide-isomerase A6 OS=Mus musculus OX=10090 GN=Pdia6 PE=1 SV=1 
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P14685 11 26S proteasome non-ATPase regulatory subunit 3 OS=Mus musculus OX=10090 GN=Psmd3 PE=1 SV=3 

P54822 11 Adenylosuccinate lyase OS=Mus musculus OX=10090 GN=Adsl PE=1 SV=2 

P04919 11 Band 3 anion transport protein OS=Mus musculus OX=10090 GN=Slc4a1 PE=1 SV=1  

P28271 11 Cytoplasmic aconitate hydratase OS=Mus musculus OX=10090 GN=Aco1 PE=1 SV=3 

Q8JZN5 11 Complex I assembly factor ACAD9, mitochondrial OS=Mus musculus OX=10090 GN=Acad9 PE=1 SV=2  

O35945 11 Aldehyde dehydrogenase, cytosolic 1 OS=Mus musculus OX=10090 GN=Aldh1a7 PE=1 SV=1  

P50462 11 Cysteine and glycine-rich protein 3 OS=Mus musculus OX=10090 GN=Csrp3 PE=1 SV=1 

P80318 11 T-complex protein 1 subunit gamma OS=Mus musculus OX=10090 GN=Cct3 PE=1 SV=1 

D3Z7X0 11 Acyl-Coenzyme A dehydrogenase family, member 12 OS=Mus musculus OX=10090 GN=Acad12 PE=1 SV=1 

Q8VEE1 11 LIM and cysteine-rich domains protein 1 OS=Mus musculus OX=10090 GN=Lmcd1 PE=1 SV=1 

Q9DCX2 11 ATP synthase subunit d, mitochondrial OS=Mus musculus OX=10090 GN=Atp5pd PE=1 SV=3  

Q60714 11 Long-chain fatty acid transport protein 1 OS=Mus musculus OX=10090 GN=Slc27a1 PE=1 SV=1 

O35488 11 Very long-chain acyl-CoA synthetase OS=Mus musculus OX=10090 GN=Slc27a2 PE=1 SV=2 

O55222 11 Integrin-linked protein kinase OS=Mus musculus OX=10090 GN=Ilk PE=1 SV=2 

Q99L04 11 Dehydrogenase/reductase SDR family member 1 OS=Mus musculus OX=10090 GN=Dhrs1 PE=1 SV=1  

Q8R0Y8 11 Mitochondrial coenzyme A transporter SLC25A42 OS=Mus musculus OX=10090 GN=Slc25a42 PE=1 SV=1  

B1AR13 11 CDGSH iron-sulfur domain-containing protein 3, mitochondrial OS=Mus musculus OX=10090 GN=Cisd3 PE=1 SV=1  

J3QP71 10 Basigin (Fragment) OS=Mus musculus OX=10090 GN=Bsg PE=1 SV=1 

Q62264 10 Thyroid hormone-inducible hepatic protein OS=Mus musculus OX=10090 GN=Thrsp PE=1 SV=1 

Q9D6M3 10 Mitochondrial glutamate carrier 1 OS=Mus musculus OX=10090 GN=Slc25a22 PE=1 SV=1  

Q8CG76 10 Aflatoxin B1 aldehyde reductase member 2 OS=Mus musculus OX=10090 GN=Akr7a2 PE=1 SV=3  

Q8VE95 10 UPF0598 protein C8orf82 homolog OS=Mus musculus OX=10090 PE=1 SV=1 

Q9D8B4 10 NADH dehydrogenase [ubiquinone] 1 alpha subcomplex subunit 11 OS=Mus musculus OX=10090 GN=Ndufa11 PE=1 SV=2  

P80316 10 T-complex protein 1 subunit epsilon OS=Mus musculus OX=10090 GN=Cct5 PE=1 SV=1  

P50285 10 Dimethylaniline monooxygenase [N-oxide-forming] 1 OS=Mus musculus OX=10090 GN=Fmo1 PE=1 SV=1 

S4R1E5 9 Glutathione peroxidase OS=Mus musculus OX=10090 GN=Gpx4 PE=1 SV=1 

P62267 9 40S ribosomal protein S23 OS=Mus musculus OX=10090 GN=Rps23 PE=1 SV=3 

Q9CPQ8 9 ATP synthase subunit g, mitochondrial OS=Mus musculus OX=10090 GN=Atp5mg PE=1 SV=1 

P16045 9 Galectin-1 OS=Mus musculus OX=10090 GN=Lgals1 PE=1 SV=3 

Q922B2 9 Aspartate--tRNA ligase, cytoplasmic OS=Mus musculus OX=10090 GN=Dars1 PE=1 SV=2 

Q9DBL9 9 1-acylglycerol-3-phosphate O-acyltransferase ABHD5 OS=Mus musculus OX=10090 GN=Abhd5 PE=1 SV=1 

P84078 9 ADP-ribosylation factor 1 OS=Mus musculus OX=10090 GN=Arf1 PE=1 SV=2 

P85094 9 Isochorismatase domain-containing protein 2A OS=Mus musculus OX=10090 GN=Isoc2a PE=1 SV=1 

O54734 8 
Dolichyl-diphosphooligosaccharide--protein glycosyltransferase 48 kDa subunit OS=Mus musculus OX=10090 GN=Ddost PE=1 
SV=2 

A2A815 8 Maillard deglycase (Fragment) OS=Mus musculus OX=10090 GN=Park7 PE=1 SV=8 

Q925N0 8 Sideroflexin-5 OS=Mus musculus OX=10090 GN=Sfxn5 PE=1 SV=2 

Q9CXT8 8 Mitochondrial-processing peptidase subunit beta OS=Mus musculus OX=10090 GN=Pmpcb PE=1 SV=1  

Q9Z2X1 8 Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein F OS=Mus musculus OX=10090 GN=Hnrnpf PE=1 SV=3 
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O35683 8 NADH dehydrogenase [ubiquinone] 1 alpha subcomplex subunit 1 OS=Mus musculus OX=10090 GN=Ndufa1 PE=1 SV=1  

A2AKW0 7 
Mitochondrial nicotinamide adenine dinucleotide transporter SLC25A51 OS=Mus musculus OX=10090 GN=Slc25a51 PE=1 
SV=1 

P80317 7 T-complex protein 1 subunit zeta OS=Mus musculus OX=10090 GN=Cct6a PE=1 SV=3 

Q52L67 7 Gpsn2 protein OS=Mus musculus OX=10090 GN=Tecr PE=1 SV=1 

Q8BG05 7 Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein A3 OS=Mus musculus OX=10090 GN=Hnrnpa3 PE=1 SV=1  

Q9QYB1 7 Chloride intracellular channel protein 4 OS=Mus musculus OX=10090 GN=Clic4 PE=1 SV=3  

A0A1B0G
R11 

7 Transaldolase OS=Mus musculus OX=10090 GN=Taldo1 PE=1 SV=1 

Q3TLP8 7 Ras-related C3 botulinum toxin substrate 1 OS=Mus musculus OX=10090 GN=Rac1 PE=1 SV=1 

A0A0A6Y
VV2 

7 Glutathione peroxidase OS=Mus musculus OX=10090 GN=Gpx1 PE=1 SV=1 

Q811J3 7 Iron-responsive element-binding protein 2 OS=Mus musculus OX=10090 GN=Ireb2 PE=1 SV=2 

Q925I1 7 ATPase family AAA domain-containing protein 3 OS=Mus musculus OX=10090 GN=Atad3 PE=1 SV=1 

Q8R164 7 Valacyclovir hydrolase OS=Mus musculus OX=10090 GN=Bphl PE=1 SV=1 

A2A6J8 7 Troponin I, fast skeletal muscle (Fragment) OS=Mus musculus OX=10090 GN=Tnni2 PE=1 SV=1  

Q64433 7 10 kDa heat shock protein, mitochondrial OS=Mus musculus OX=10090 GN=Hspe1 PE=1 SV=2 

P84084 7 ADP-ribosylation factor 5 OS=Mus musculus OX=10090 GN=Arf5 PE=1 SV=2 

D3Z670 7 Complex I-B9 OS=Mus musculus OX=10090 GN=Ndufa3 PE=1 SV=1 

Q9CQR4 7 Acyl-coenzyme A thioesterase 13 OS=Mus musculus OX=10090 GN=Acot13 PE=1 SV=1 

Q8VDM4 7 26S proteasome non-ATPase regulatory subunit 2 OS=Mus musculus OX=10090 GN=Psmd2 PE=1 SV=1 

Q99J39 7 Malonyl-CoA decarboxylase, mitochondrial OS=Mus musculus OX=10090 GN=Mlycd PE=1 SV=1 

O08553 7 Dihydropyrimidinase-related protein 2 OS=Mus musculus OX=10090 GN=Dpysl2 PE=1 SV=2 

Q91VT4 7 3-oxoacyl-[acyl-carrier-protein] reductase OS=Mus musculus OX=10090 GN=Cbr4 PE=1 SV=2 

Q922Q1 7 Mitochondrial amidoxime reducing component 2 OS=Mus musculus OX=10090 GN=Mtarc2 PE=1 SV=1 

P35293 6 Ras-related protein Rab-18 OS=Mus musculus OX=10090 GN=Rab18 PE=1 SV=2 

Q91VI7 6 Ribonuclease inhibitor OS=Mus musculus OX=10090 GN=Rnh1 PE=1 SV=1 

G3UY29 6 Ras-related protein Rab-11B OS=Mus musculus OX=10090 GN=Rab11b PE=4 SV=1 

Q9DCM2 6 Glutathione S-transferase kappa 1 OS=Mus musculus OX=10090 GN=Gstk1 PE=1 SV=3 

P46412 6 Glutathione peroxidase 3 OS=Mus musculus OX=10090 GN=Gpx3 PE=1 SV=2 

E9Q039 6 Aminopeptidase OS=Mus musculus OX=10090 GN=Npepps PE=1 SV=1 

P11152 6 Lipoprotein lipase OS=Mus musculus OX=10090 GN=Lpl PE=1 SV=3 

Q9CRB9 6 MICOS complex subunit Mic19 OS=Mus musculus OX=10090 GN=Chchd3 PE=1 SV=1 

P62918 6 60S ribosomal protein L8 OS=Mus musculus OX=10090 GN=Rpl8 PE=1 SV=2 
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Proteínas con abundancia significativamente incrementada en BAT+bSANA 

ID UniProt 
Tasa de 

cambio 
Valor p Descripción 

Q3V117 14,3696914 1,04E-05 ATP-citrate synthase OS=Mus musculus OX=10090 GN=Acly PE=1 SV=1 

Q91WD5 4,67098184 1,00E-05 
NADH dehydrogenase [ubiquinone] iron-sulfur protein 2, mitochondrial OS=Mus musculus OX=10090 GN=Ndufs2 
PE=1 SV=1 

O08528 4,20953852 1,00E-05 Hexokinase-2 OS=Mus musculus OX=10090 GN=Hk2 PE=1 SV=1 

Q5XKE0 3,97002849 0,000911 Myosin-binding protein C, fast-type OS=Mus musculus OX=10090 GN=Mybpc2 PE=1 SV=1 

P15105 3,8807171 2,89E-05 Glutamine synthetase OS=Mus musculus OX=10090 GN=Glul PE=1 SV=6 

Q7TQ48 3,72839998 1,00E-05 Sarcalumenin OS=Mus musculus OX=10090 GN=Srl PE=1 SV=2 

P47738 3,59899813 3,93E-05 Aldehyde dehydrogenase, mitochondrial OS=Mus musculus OX=10090 GN=Aldh2 PE=1 SV=1  

Q91VD9 3,55154779 2,51E-05 
NADH-ubiquinone oxidoreductase 75 kDa subunit, mitochondrial OS=Mus musculus OX=10090 GN=Ndufs1 PE=1 
SV=2 

Q924X2 3,47554115 0,000865 Carnitine O-palmitoyltransferase 1, muscle isoform OS=Mus musculus OX=10090 GN=Cpt1b PE=1 SV=1  

P19096 3,43380976 3,19E-05 Fatty acid synthase OS=Mus musculus OX=10090 GN=Fasn PE=1 SV=2 

Q8VEM8 3,22770314 0,008848 Phosphate carrier protein, mitochondrial OS=Mus musculus OX=10090 GN=Slc25a3 PE=1 SV=1  

Q9Z2Z6 3,21430409 1,17E-05 Mitochondrial carnitine/acylcarnitine carrier protein OS=Mus musculus OX=10090 GN=Slc25a20 PE=1 SV=1  

Q8BFR5 3,04862645 0,00041 Elongation factor Tu, mitochondrial OS=Mus musculus OX=10090 GN=Tufm PE=1 SV=1  

Q9DC69 2,85496902 0,001461 
NADH dehydrogenase [ubiquinone] 1 alpha subcomplex subunit 9, mitochondrial OS=Mus musculus OX=10090 
GN=Ndufa9 PE=1 SV=2 

O88844 2,84084433 0,00019 Isocitrate dehydrogenase [NADP] cytoplasmic OS=Mus musculus OX=10090 GN=Idh1 PE=1 SV=2  

D3Z041 2,70173207 1,00E-05 Arachidonate--CoA ligase OS=Mus musculus OX=10090 GN=Acsl1 PE=1 SV=1 

P47857 2,66751764 0,001276 ATP-dependent 6-phosphofructokinase, muscle type OS=Mus musculus OX=10090 GN=Pfkm PE=1 SV=3  

Q9DCT2 2,65043147 0,000159 
NADH dehydrogenase [ubiquinone] iron-sulfur protein 3, mitochondrial OS=Mus musculus OX=10090 GN=Ndufs3 
PE=1 SV=2 

P12382 2,57983609 0,000275 ATP-dependent 6-phosphofructokinase, liver type OS=Mus musculus OX=10090 GN=Pfkl PE=1 SV=4  

Q64521 2,56037658 5,39E-05 Glycerol-3-phosphate dehydrogenase, mitochondrial OS=Mus musculus OX=10090 GN=Gpd2 PE=1 SV=2  

P11499 2,43546367 1,00E-05 Heat shock protein HSP 90-beta OS=Mus musculus OX=10090 GN=Hsp90ab1 PE=1 SV=3 

Q8JZR0 2,37038638 0,000307 Long-chain-fatty-acid--CoA ligase 5 OS=Mus musculus OX=10090 GN=Acsl5 PE=1 SV=1 

Q9D6R2 2,36821323 4,33E-05 

Isocitrate dehydrogenase [NAD] subunit alpha, mitochondrial OS=Mus musculus OX=10090 GN=Idh3a PE=1 

SV=1 

P05213 2,35293472 0,001722 Tubulin alpha-1B chain OS=Mus musculus OX=10090 GN=Tuba1b PE=1 SV=2 

E9Q4M2 2,32261532 0,000241 Hormone-sensitive lipase OS=Mus musculus OX=10090 GN=Lipe PE=1 SV=1 

P68369 2,31706474 0,001587 Tubulin alpha-1A chain OS=Mus musculus OX=10090 GN=Tuba1a PE=1 SV=1 

P68368 2,31207374 0,001082 Tubulin alpha-4A chain OS=Mus musculus OX=10090 GN=Tuba4a PE=1 SV=1 
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Q99LC3 2,29664178 1,28E-05 
NADH dehydrogenase [ubiquinone] 1 alpha subcomplex subunit 10, mitochondrial OS=Mus musculus OX=10090 
GN=Ndufa10 PE=1 SV=1 

Q8R429 2,28693298 1,76E-05 Sarcoplasmic/endoplasmic reticulum calcium ATPase 1 OS=Mus musculus OX=10090 GN=Atp2a1 PE=1 SV=1  

Q8BH64 2,18434382 0,001717 EH domain-containing protein 2 OS=Mus musculus OX=10090 GN=Ehd2 PE=1 SV=1 

P51881 2,13814879 9,11E-05 ADP/ATP translocase 2 OS=Mus musculus OX=10090 GN=Slc25a5 PE=1 SV=3 

Q8K2B3 2,07649301 5,17E-05 
Succinate dehydrogenase [ubiquinone] flavoprotein subunit, mitochondrial OS=Mus musculus OX=10090 GN=Sdha 
PE=1 SV=1 

Q91YT0 2,00274405 0,001064 
NADH dehydrogenase [ubiquinone] flavoprotein 1, mitochondrial OS=Mus musculus OX=10090 GN=Ndufv1 
PE=1 SV=1 

P13707 1,99992301 1,00E-05 Glycerol-3-phosphate dehydrogenase [NAD(+)], cytoplasmic OS=Mus musculus OX=10090 GN=Gpd1 PE=1 SV=3 

P63038 1,99895144 2,33E-05 60 kDa heat shock protein, mitochondrial OS=Mus musculus OX=10090 GN=Hspd1 PE=1 SV=1  

Q5SX39 1,9887108 0,003341 Myosin-4 OS=Mus musculus OX=10090 GN=Myh4 PE=1 SV=1 

Q8BH95 1,9802811 0,014551 Enoyl-CoA hydratase, mitochondrial OS=Mus musculus OX=10090 GN=Echs1 PE=1 SV=1 

P68033 1,97603973 1,00E-05 Actin, alpha cardiac muscle 1 OS=Mus musculus OX=10090 GN=Actc1 PE=1 SV=1 

O55143 1,97053495 0,000136 Sarcoplasmic/endoplasmic reticulum calcium ATPase 2 OS=Mus musculus OX=10090 GN=Atp2a2 PE=1 SV=2  

P23927 1,96921249 0,004116 Alpha-crystallin B chain OS=Mus musculus OX=10090 GN=Cryab PE=1 SV=2 

Q8CGN5 1,85682167 9,55E-05 Perilipin-1 OS=Mus musculus OX=10090 GN=Plin1 PE=1 SV=2 

P63260 1,82792744 1,00E-05 Actin, cytoplasmic 2 OS=Mus musculus OX=10090 GN=Actg1 PE=1 SV=1 

Q9D051 1,8007823 0,000162 

Pyruvate dehydrogenase E1 component subunit beta, mitochondrial OS=Mus musculus OX=10090 GN=Pdhb PE=1 

SV=1 

Q9CQA3 1,80041773 0,000754 
Succinate dehydrogenase [ubiquinone] iron-sulfur subunit, mitochondrial OS=Mus musculus OX=10090 GN=Sdhb 
PE=1 SV=1 

Q8QZT1 1,79973847 0,000157 Acetyl-CoA acetyltransferase, mitochondrial OS=Mus musculus OX=10090 GN=Acat1 PE=1 SV=1 

Q9Z2I9 1,79577575 0,000133 
Succinate--CoA ligase [ADP-forming] subunit beta, mitochondrial OS=Mus musculus OX=10090 GN=Sucla2 PE=1 
SV=2 

P48962 1,79558877 7,70E-05 ADP/ATP translocase 1 OS=Mus musculus OX=10090 GN=Slc25a4 PE=1 SV=4 

Q91VA7 1,77040944 0,000139 Isocitrate dehydrogenase [NAD] subunit, mitochondrial OS=Mus musculus OX=10090 GN=Idh3b PE=1 SV=1  

Q5SX40 1,76898087 0,004701 Myosin-1 OS=Mus musculus OX=10090 GN=Myh1 PE=1 SV=1 

O09165 1,74821953 0,033433 Calsequestrin-1 OS=Mus musculus OX=10090 GN=Casq1 PE=1 SV=3 

B1AR69 1,7443839 0,008892 Myosin, heavy polypeptide 13, skeletal muscle OS=Mus musculus OX=10090 GN=Myh13 PE=1 SV=1  

P70404 1,73059189 0,001871 
Isocitrate dehydrogenase [NAD] subunit gamma 1, mitochondrial OS=Mus musculus OX=10090 GN=Idh3g PE=1 
SV=1 

B0QZL1 1,7199675 0,000111 2-phospho-D-glycerate hydro-lyase (Fragment) OS=Mus musculus OX=10090 GN=Eno1 PE=1 SV=1 

Q9CZ13 1,71200223 0,008003 Cytochrome b-c1 complex subunit 1, mitochondrial OS=Mus musculus OX=10090 GN=Uqcrc1 PE=1 SV=2  

Q9CQ62 1,64820718 2,07E-05 
2,4-dienoyl-CoA reductase [(3E)-enoyl-CoA-producing], mitochondrial OS=Mus musculus OX=10090 GN=Decr1 
PE=1 SV=1 

O35129 1,64706506 0,001632 Prohibitin-2 OS=Mus musculus OX=10090 GN=Phb2 PE=1 SV=1 

Q61425 1,62846815 0,002727 Hydroxyacyl-coenzyme A dehydrogenase, mitochondrial OS=Mus musculus OX=10090 GN=Hadh PE=1 SV=2  

Q9D0M3 1,60960467 0,019888 Cytochrome c1, heme protein, mitochondrial OS=Mus musculus OX=10090 GN=Cyc1 PE=1 SV=1 
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A0A0A0MQF6 1,59073134 1,67E-05 Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase OS=Mus musculus OX=10090 GN=Gapdh PE=1 SV=1 

Q9ERS2 1,54565845 0,011641 
NADH dehydrogenase [ubiquinone] 1 alpha subcomplex subunit 13 OS=Mus musculus OX=10090 GN=Ndufa13 
PE=1 SV=3 

 


